Tesis de Maestria — PEDECIBA Biologia

Subarea Bioquimica gg"_"o‘

"'lu\:-

oWy
UNIVERSIDAD FACULTAD DE
DE LA REPUBLICA CIENCIAS

URUGUAY

UDELAR fcien.edu.uy

Rol de la proteina intestinal de
union a acidos grasos en el nucleo

del enterocito

Lic. Mariana Sudrez

Orientadora: Tribunal:

Dra. Adriana Esteves Dr. Ricardo Ehrlich

Dr. Flavio Zolessi
Dr. Matias Moller

Seccidn Bioguimica
Facultad de Ciencias
Montevideo, Noviembre 2018



Quisiera agradecer especialmente, a todas las personas que han hecho posible este
trabajo, que me han acompaiiado en el correr de este posgrado y desde mis inicios con
la pasantia de graduacion.

A Adriana por confiar en mi nuevamente y darme un lugar en el laboratorio, dedicarme
su tiempo, sus ensefanzas y su paciencia. Por permitirme siempre plantear nuevos
desafios y tener en cuenta mi opinién.

A todos los del 304: Ceci, Gaby y Vale por el apoyo y las tantas sugerencias, a Cora,
Claudio, Mailén y Flo por dar una mano siempre que lo necesité.

A la Seccidon de Bioquimica en general, por la buena onda, los innumerables almuerzos
a las risas, y estar siempre a las drdenes.

A Lucia Canclini por enseflarme y ayudarme tanto en los ensayos de cultivo celular
como en el resto del trabajo, siempre a disposicidon de dar una mano.

A todo DGEN del IIBCE, por recibirme para hacer la pasantia en cultivo celular,
especialmente a Folle que siempre estuvo totalmente dispuesto a colaborar con su

gran experiencia y a Cami por la ayuda dia a dia.

Al Dr. Mario Ermacora y la Lic. Pamela Toledo por recibirme en la UNQ y ayudarme con
los ensayos de dicroismo circular.

Al Dr. Gerardo Ferrer del IQB por ayudarme con los ensayos de unién a ligando.

A mi familia, mis padres y mi hermano, que me hacen el aguante en todo momento, y
sin ellos esto no hubiese sido posible.

A mis amig@s, las de siempre y a todos los que hice en estos casi 9 afos desde mis
inicios en Facultad de Ciencias.

A la ANIl y CAP por las becas de posgrado, PEDECIBA y CSIC por la financiacion de las
pasantias.

Al los Dres. Ricardo Ehrlich, Flavio Zolessi y Matias Moller por aceptar corregir esta
tesis. Personalmente es un honor que cientificos de su nivel lean mi trabajo.

A todos los que me apoyaron en este transcurso por la ciencia...

Muchas gracias!!



INDICE

1.

2.

3.

RESUMEN oo ee e eeveeee e sesessena e seseesevesessesessensseseessesesssesessessesesseseessessesansersses
INTRODUGCCION ..ot ee e esseevevesess e e essresessssesessessssssnseesesssssssessessssanssens

2.1. La absorcién intestinal como el primer paso en la etiologia de las
enfermedades vinculadas al metabolismo lipidico .......ccccoevvercereriennnnee.
2.2. Capturade acidos grasos en el intestino ..........ccceeveeveeveeveececceeeeinas

2.3. Lasproteinas de union a acidos grasos: FABPS ........ccceceeeevevevieveeccnccnnenns
2.3.1. Estructuray funcion de las FABPS ........ccocceceeerververceneeireeereee
2.3.2. Las FABPs en el intestino ......ccccevvevrvnerenieieicice e
2.3.3. Las FABPs en la regulacion de la expresion génica ................

2.4. Transporte de proteinas hacia el NUCI O .......ccoeveveveieeecece e,
2.4.1. Generalidades del transporte nucleo-citoplasma......................
2.4.2. Translocacién nuclear de |as FABPS .......ccccoveveverecineieieieeiere

2.5. Nuestros modelos experimentales ........occcveeeeceeecceeneeerieiee e e e

2.5.1. Elpezcebracomo un modelo util para el estudio de las FABPs

€N 12 aDSOrCION ..o

2.5.2. Caco-2 como modelo celular ..o
OBJETIVOS ..ottt ettt e st e s s s e s e e e e s aen e e s
3.1, ODbjJetivo GENEIAl ...t e s
3.2.  Objetivos ESPeCifiCOS ...oovieieeeecece et e
MATERIALES Y METODOS ......ouvvvrreeiiieeese e sessssesssssesssess s sassssess s s ssssssans s
4.1. Modelado porhomologiade Fabp2 ......cccceeieeeeceicieicecceece e
4.2. Mutagénesis dirigida sobre fabp2 ........cceeeeiecoeiiceeeeeceee e

4.3. Clonado de fabp2 y mutantes en pCDNA-EGFP, y purificacién de
plasmidos para ensayos de cultivo celular .......cceveeeeviceenevervecreeneeenn,

4.4,  Ensayos de CUltiVO CEIUIAT ...t

4.4.1. Cultivo de CAIUIAS CACO-2 ....iovuveeieeiereeeeeeeteeeee et e eesee s s

13

15

15

18

20

20

22

25

25

25

26

26

26

28

30

30



4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

5. RESULTADOS

4.4.2. Transfeccion en cultivos de células Caco-2 ....eveeeeoeeevveeeeeeeenn..

4.4.3. Preparacion y ensayos de acidos grasos para cultivo celular ..

Expresién de Fabp2 salvaje y mutantes recombinantes ......................

Purificacién de las proteinas recombinantes

Evaluacion de la pureza, didlisis y liofilizacion .........coveeveeveeveceeeenene.

Dicroismo Circular de Fabp2 salvaje y mutantes .........cccccveeereverveennee.

Delipidacion de Fabps recombinantes

Ensayos de unién al ligando fluorescente BODIPY FL C16 de Fabp2

salvaje y mutantes

Ensayos de expresion de fabp2 in vivo

4.11.1. Cria de PeCES «ccveeeereeecteeee e

4.11.2. Obtencién de muestras para estudios de expresion ................

4.11.3.Extraccion de ARN de muestras de intestino .....cccceeeeeeveeeeneen..

4.11.4. Retrotranscripcidon del ARN mensajero ......cccvvvececvvveveeeenenn.

4.11.5.PCRentiemporeal ....ccocccceeerieecvcceennnne

Estudio de los mecanismos moleculares que regulan el ingreso al nucleo de la

proteina Fabp2 de Danio rerio

5.1.

5.2.

Estudios in silico

Ensayos en cultivos celulares ...........ccveuunee.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

Mutagénesis dirigida .......ccceceervevernnee.

Clonado de fabp2 y mutantes en pCDNA-EGFP, y purificacion
de plasmidos para cultivo celular ......

Puesta a punto de las condiciones de transfeccion ...................

Estudio de la localizacidn celular de Fabp2wt ..........ccccveeenes

Estudio de la localizacidn celular de Fabp2wt y los mutantes

5.2.5.1.

Fabp2l’K/A2°R/A3K/A

30

31

32

33

34

35

35

36

36

36

36

37

37

38

40

40

40

43

43

45

50

52

54



5.2.5.2. Fabp2l7K/AZK/AZIR/A .o

5.2.5.3. Fabp2K/A 'y Fabp228K/AZOR/A .....cooeeeerreerrans

5.3. Estudios de estructura y capacidad de unién al ligando de las
Proteinas reComMbBbINANTES .....cccveviieie e
5.3.1. Expresién de Fabp2wt y mutantes recombinantes....................

5.3.2. Purificacién de Fabp2wt y mutantes recombinantes ...............

5.3.3. Estudios estructurales mediante Dicroismo Circular ................

5.3.4. Ensayos de uniodn al ligando fluorescente BODIPY FLC16 ........

Efecto de la dieta en el nivel de expresion de fabp2 en el intestino de Danio

5.4.  Extraccién de ARN de muestras de intestino de Danio rerio .................
5.5.  Retrotranscripcion del ARN MENSAJEIO ....cccceveveereeeieieeieriereeeeraeeseneens
5.6.  PCRENLIEMPO Al c.ooeeeieeeece et et e e
6. DISCUSION ..oooriemnieeresreese st e isseee s ees s ses s sts s ses s sss s st s sss s

Estudio de los mecanismos moleculares que regulan el ingreso al nucleo de la

proteina Fabp2 de DANiO FEri0 ..........uueueceiee ettt st
6.1, EStUAIOS iN SIlICO ..ottt ettt e
6.2.  ENsayos en CUltivo CRIUIAT ...t e

6.3. Expresiony purificacidon de Fabp2wt y mutantes recombinantes .......
6.4. Estudios estructurales mediante Dicroismo circular .........ccccccevevevnnene
6.5. Ensayos de unidn al ligando fluorescente BODIPY FLC16 .....................

Efecto de la dieta en el nivel de expresién de fabp2 en el intestino de Danio

7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS wo.voeeeveeeeee e vesevesesessesevesssassesssesssssssesneseaee
8. BIBLIOGRAFIA oo eeeeeeeee et eve s eee e eeeeeveseseeesessea s assseseessrssassssessessensasssssessessen

9. ANEXOS .. e e s st e e e

57

60

62

62

63

70

73

76

76

77

78

80

80

80

82

85

87

89

91

94



Resumen

1. RESUMEN

Las FABPs (fatty acid binding proteins) son proteinas, que unen acidos grasos de
cadena larga y otros ligandos hidrofébicos en forma no covalente. Se distinguen unas de
otras, no sélo por su distribucidn tisular, sino también por la especificidad y afinidad por
sus ligandos. La funcion especifica de las FABPs esta aun bajo investigacion, si bien
recientemente se han obtenido hallazgos prometedores.

En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion, hemos localizado a la
proteina intestinal de union a dcidos grasos (Fabp2) en el nucleo del enterocito de Danio
rerio. Ademas, hemos verificado mediante experimentos con peces alimentados con un
analogo de acido graso fluorescente (BODIPY FL C12), que Fabp2 co-localiza a nivel
nuclear con este ligando, sugiriendo que es ésta quien lo transporta al nucleo.

Distintas experiencias sugieren que una vez en el nucleo, varios miembros de
proteinas a las que pertenecen las FABPs interaccionarian con receptores nucleares para
transferirles el ligando unido. Entre estos factores de transcripcién se encuentran los
PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors). Los PPARs regulan la expresién
génica de diversas proteinas involucradas en una variedad de procesos biolégicos,
incluidos la homeostasis glucidica, activacién de macréfagos, diferenciacion celular y la
regulacién de genes involucrados en el mantenimiento y catabolismo de lipidos.

Una de las preguntas que surge sobre la localizacidn nuclear de estas proteinas
es cudles son los mecanismos moleculares que permiten el ingreso a este
compartimento. Ninguna de las proteinas de la familia de las FABPs posee en su
estructura primaria secuencias consenso denominadas senales de localizacién nuclear
(NLS). Sin embargo, recientemente se ha verificado experimentalmente la presencia de
NLS tridimensionales en CRABP-II, FABP4, FABP5, posicionadas en la region helicoidal de
estas proteinas. Por otro lado, la activacion de la sefial seria dependiente del ligando
gue unen, siendo algunos acidos grasos promotores de la translocacion nuclear,
mientras que otros no. Teniendo en cuenta estos resultados y la similitud que existe
entre las estructuras de todas las proteinas de esta familia, se ha sugerido la existencia
de NLS similares para el resto de las FABPs, descartandose hasta el momento la
presencia de esta sefial para FABP2.

En el presente proyecto, en primer lugar nos propusimos estudiar el mecanismo
molecular por el cual la proteina intestinal Fabp2 de Danio rerio ingresa al nucleo.
Analizamos in silico |la presencia de residuos claves en el proceso de activacion de la NLS
ubicados en la region portal de la proteina, teniendo en cuenta lo descrito para FABPA4.
Ademads, hemos localizado residuos basicos ubicados en las hélices al y all de esta
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proteina, que se posicionan de manera similar a la NLS de FABP4, y por lo tanto podrian
formar parte de la sefial que regula su ingreso al nucleo. Para verificar esta hipotesis,
generamos una serie de mutantes que incluyen distintas combinaciones de los
aminodacidos K17, K28, R29 y K30. Mediante ensayos transfectando células Caco-2
estudiamos el comportamiento de las proteinas mutantes respecto a la salvaje, en
presencia y ausencia de ligandos inductores de la translocacién nuclear. Los resultados
obtenidos mostraron que los residuos de K17, K28 y R29 estarian implicados en una NLS
funcional. Ademads, nuestros resultados sugieren que estos aminoacidos actlan de
forma cooperativa para regular el ingreso al nucleo.

Paralelamente a los estudios en cultivo celular, se generaron las proteinas
mutantes de forma recombinante para comparar su estructura y capacidad de unir
ligandos in vitro, teniendo como referencia a la forma salvaje de la proteina. Estos
estudios se realizaron mediante dicroismo circular y ensayos de unién a un andlogo de
acido graso de cadena larga fluorescente (BODIPY FL C16). Los resultados mostraron que
todas las isoformas de Fabp2 son muy similares en términos estructurales y mantienen
la capacidad de unir el ligando.

En una segunda instancia, estudiamos el efecto de una dieta con alto contenido
lipidico en la transcripcién de fabp2 en el intestino anterior de Danio rerio. Se
alimentaron peces con yema de huevo y se sacrificaron a distintos tiempos luego de la
ingesta. Mediante PCR en tiempo real se verificd que en peces sacrificados una hora y
media luego de la ingesta, la presencia del transcripto de fabp2 aumenta mas de ocho
veces respecto al control no alimentados. Consideramos este estudio como una primera
aproximacion para futuros estudios de la regulacidn de la expresidn de este gen, en
particular con su relacién con receptores nucleares de tipo PPAR

En este trabajo se ha contribuido desde el punto de vista molecular al estudio
del rol de FABP2, particularmente obteniendo los primeros indicios de como esta
proteina ingresa al nucleo, y cdmo se regula su expresidn respecto a la dieta.
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2. INTRODUCCION

2.1. La absorcion intestinal como el primer paso en la etiologia de las enfermedades
vinculadas al metabolismo lipidico.

La obesidad es sin duda uno de los principales problemas de salud publica en
todo el mundo debido a su rapida progresion y los efectos nocivos de las enfermedades
asociadas (Ogden et al., 2014; Arroyo-Johnson et al., 2016; Buttet et al., 2016). Segun la
organizacién mundial de la salud, en el afio 2016 alrededor de 1900 millones de adultos
de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de los cuales, mas de 650 millones eran obesos,
mientras que mas de 340 millones de nifios tenian sobrepeso o eran obesos (WHO
2018). En Uruguay, la obesidad en general y la obesidad infantil en particular, son uno
de los principales problemas de salud publica que enfrenta el pais. La guia alimentaria
para la poblacién uruguaya indica que cuatro de cada diez jévenes de 15 a 24 afios y tres
de cada diez adolescentes entre 13 y 15 afios presentan sobrepeso u obesidad
(Ministerio de Salud Publica, 2016). El acceso facil a alimentos sabrosos y ricos en
energia se cree que contribuye en gran medida a esta epidemia (Besnard, 2016). En las
dietas occidentales, los lipidos representan mas del 40% de la ingesta caldrica diaria,
mientras que el valor nutritivo recomendado es menor al 10%. Este alto consumo graso,
asociado con un desbalance nutritivo, contribuye no solamente al aumento de la
prevalencia de la obesidad en la poblacidn, sino también a la aparicién de una serie de
enfermedades como la aterosclerosis, diabetes no dependiente de insulina, cancer de
mama y colon, con costos dramaticos para el hombre y la sociedad (Miyares et al., 2014;
Hirakawa et al., 2015; Claas y Arnett, 2016, Ramasamy, 2016).

La incidencia del sindrome metabdlico (MS) ha crecido enormemente en las
ultimas décadas (Wild et al., 2004; Lorenzo et al., 2006). El MS es un conjunto de
marcadores de riesgo metabdlico que incluyen la obesidad abdominal, el elevado nivel
de glucosa sanguinea, y alteraciones a nivel del perfil lipidico, los cuales en su totalidad
contribuyen al desarrollo de desdrdenes cardiovasculares (Gogia et al., 2006; Grundy,
2007). Pacientes que sufren del MS suelen mostrar disturbios en el metabolismo de
acidos grasos (NCEP 2001) con un incremento de niveles de acidos grasos libres en
plasma, lo cual influencia negativamente la absorcién de glucosa mediada por insulina
(Boden, 1999; McGarry et al., 2002). Las alteraciones en los perfiles de lipoproteinas se
originan muy probablemente a partir de una elevada produccién hepatica de particulas
de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) ricas en triacilgliceroles, que en
combinacidon con un aumento en los flujos de lipidos mediado por la proteina de
transferencia de colesterol (CETP) y una lipdlisis disminuida mediada por lipoproteinas
(LPL), resulta en la hipertrigliceridemia y la baja concentracion sérica de HDL
(Nordestgaard et al., 1997; Agerholm-Larsen et al., 2000; Pollex y Hegele, 2006). Sin
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embargo, se ha vuelto cada vez mas evidente que el metabolismo de las lipoproteinas
es también regulado por las caracteristicas de absorcion del colesterol y los acidos
grasos en el intestino. Por ejemplo, se ha visto recientemente que los niveles de
absorcion en el intestino se encuentran inversamente relacionados con el transporte
reverso del colesterol transportado desde macroéfagos del tejido periférico hacia las
heces (Sehayek y Hazen, 2008).

Es por estas razones que se ha realizado una considerable inversidon para
comprender el papel de los lipidos en la etiologia de estas patologias. Sin embargo, a
pesar de conocerse que el intestino es responsable de la absorcion de las grasas, no han
sido totalmente comprendidos los mecanismos involucrados en la captura, transporte
intracelular y destino de los lipidos y sus derivados metabdlicos en la célula intestinal.
La comprensiéon de los mecanismos moleculares vinculados a estos procesos podra
aportar nuevas estrategias en la lucha contra estos desordenes metabdlicos.

2.2. Captura de acidos grasos en el intestino.

Las grasas obtenidas a través de la dieta son el mayor aporte de lipidos presentes
en el lumen del intestino. La hidrélisis de lipidos por los jugos pancredticos libera
grandes cantidades de 4cidos grasos de cadena larga (LCFA) que son absorbidos por los
enterocitos a nivel de su membrana apical, mediante mecanismos complejos (Alpers et
al., 2000; Wang et al., 2013). La internalizacién de los acidos grasos a través membrana
plasmdtica no es un tema completamente entendido. Particularmente, hay un debate
sobre el paso limitante en el proceso total de captura, y en qué medida una o mas
proteinas asociadas facilitan la captura o regulan el destino de los lipidos absorbidos a
nivel intestinal (Mansbach y Siddiqi, 2016; Glatz y Luiken, 2017). Se han estudiado tres
transportadores de acidos grasos que cumplen un rol importante en la captura de los
mismos. La proteina FABPpm de 40 kDa, localizada periféricamente en la membrana
plasmatica (Stump et al., 1993), FAT/CD36 una glicoproteina integral de membrana de
88 kDa, con dos dominos transmembrana, también conocida como el receptor
scavenger de clase B CD36 (Abumrad et al., 1993), y la proteina integral de membrana
transportadora de acidos grasos subtipo 4 FATP4 de 63 kDa que posiblemente puede
impulsar la absorcidn de acidos grasos o activarlos al atraparlos dentro de la célula como
sus tioésteres de CoA (Stahl et al., 1999; Pei et al., 2004; DiRusso et al., 2005; Pelsers et
al., 2008; Watkins PA, 2008) (Figura 2.1).

Las proteinas vinculadas a la captura de LCFA, FATP4, FABPpm, Caveolina-1 y
CD36/SR-B2 han sido aisladas de la membrana apical del enterocito (Niot et al., 2009;
Glatz et al., 2016). Si bien la contribucion de los transportadores de membrana en la
captura de los LCFA no parece ser su rol principal, estudios in vivo sugieren que podrian
afectar el destino de los LCFA en el enterocito (Niot et al., 2009; Glatz y Luiken, 2017).
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Figura 2.1. Esquema de captura intestinal de acidos grasos provenientes de la dieta. Los acidos grasos

atraviesan el lumen intestinal. Extraido de Masson et al., 2010.

Se ha sugerido que la mayor parte de los LCFA absorbidos son incorporados en
vesiculas que contienen ademads caveolina-1, CD36 y fosfatasa alcalina intestinal. Una
vez endocitadas se dirigirian al reticulo endoplasmico (Siddigi et al., 2013). Por otro lado,
mas recientemente se ha sugerido que dada la concentracién de LCFA (micromolar) a
nivel del lumen intestinal la participacidon de las proteinas facilitadoras seria
cuantitativamente marginal, adquiriendo la difusidn pasiva un rol muy importante
(Cifarelliy Abumrad, 2018). La elevada concentracion intracelular de proteinas de unién
a acidos grasos, FABPs, a nivel de la membrana apical del enterocito, sugiere que
participan en la captura de estos ligandos hidrofébicos (Alpers et al., 2000). Se ha
postulado que los transportadores de membrana actuarian como un punto de anclaje
para estas proteinas (Niot et al., 2009; Schwenk et al., 2010; Buttet et al., 2016).
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2.3. Las proteinas de union a acidos grasos: FABPs.
2.3.1. Estructuray funcion de las FABPs.

Las FABPs fueron identificadas en 1972 por Ockner y colaboradores y son
miembros de la familia de proteinas intracelulares de unién a lipidos (iLBPs, del inglés
intracellular lipid-binding proteins), que también incluye las proteinas de unién a retinol
y acido retinoico (CRBP y CRABP, del inglés cellular retinol-binding protein y celular
retinoic acid-binding protein, respectivamente) (Haunerland y Spener, 2004). Son
proteinas tejido especificas, de baja masa molecular (14-15 kDa), tipicamente de entre
127 y 134 residuos aminoacidicos, que unen de forma no covalente ligandos
hidrofdbicos, principalmente LCFA y otros ligandos no polares (Ockner et al., 1972;
Alpers et al., 1984; Bernlohr et al., 1984; Chan et al., 1985; Lowe et al., 1985; Billich et
al., 1988; Narayanan et al., 1988; Siegenthaler et al., 1993; Fujita et al., 1995; Shimizu et
al., 1997). Estas proteinas ademas tienen una distribucion filogenética muy amplia
(Hertzel y Bernlhor, 2000; Esteves y Ehrlich, 2006; Lucke et al., 2006; Smathers et al.,
2011; Venkatachalam et al., 2017).

Las FABPs poseen una estructura terciaria altamente conservada que consiste en
dos hojas 3 antiparalelas con cinco hebras cada una, formando un barril 3, dentro del
cual se posicionan los ligandos. En el interior del barril, aminodcidos cargados
positivamente interaccionan con el anién carboxilo de los acidos grasos (Coe y Bernlohr,
1998). Particularmente, se ha visto que los residuos de Triptéfano 83 (W83), Arginina
106 (R106) y Glutamina 116 (Q116) de FABP2 son importantes para la unién del
carboxilato del ligando (Eads et al., 1993). Ademas, un motivo corto de hélice-vuelta-
hélice conecta las hebras 3 Ay By también tiene un importante rol en la transferencia
del ligando desde y hacia membranas artificiales (Kaczocha et al., 2009; Storch y
Thumser, 2010) (Figura 2.2). A pesar de la similitud de estructura terciaria de estas
proteinas, en general comparten entre el 20y 70% de identidad a nivel de su estructura
primaria (Chmurzynska, 2006; Storch y Thumser, 2010), sugiriendo la posibilidad de
funciones especificas entre las distintas FABPs.
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Figura 2.2. Estructura tridimensional de FABP2 humana resuelta mediante NMR (3IFB). En cintas, se
sefialan las hebras B y las hélices a. Modificado de Storch y McDermott, 2009.

Las FABPs estan expresadas en mayor abundancia en tejidos involucrados en el
metabolismo activo de lipidos, tales como higado, intestino, corazén y adipocitos. Han
sido identificados 12 subtipos en vertebrados, cada uno nombrado en un principio de
acuerdo al tejido en donde predomina: L-FABP (higado), I-FABP (intestino), H-FABP
(corazon/musculo), A-FABP (adipocito), E-FABP (epidermis), II-FABP (ileon), B-FABP
(cerebro), T-FABP (testiculo), y My-FABP (mielina). Aun cuando su nomenclatura
especifique un tejido en particular, actualmente se conoce que cada miembro de esta
familia de proteinas se expresa en mas de un tejido. Actualmente se tiende a emplear
una nomenclatura en la que se le asigna un nimero a cada una luego de la sigla FABP;
por ejemplo FABP1 para la forma hepatica y FABP2 para la intestinal (Hertzel y Bernlhor,
2000).

En términos generales la funcién de estas proteinas estuvo vinculada al
transporte de acidos grasos hacia los distintos organelos de acuerdo a las necesidades
de cada tejido (Gordon y Lowe, 1985). Estudios posteriores indicaron que se distinguen
unas de otras, no solo por su distribucion tisular, sino también por la especificidad y
afinidad por sus ligandos sugiriendo funciones especificas. Algunos de sus miembros
estarian implicados en la modulacién del crecimiento y proliferacion celular, en la
provision de energia metabdlica, asi como en la regulacién de la expresién génica e
inmunidad celular (Glatz y Veerkamp, 1985; Madsen et al., 1992; Yang Y, et al. 1994;
Shimizu et al., 1997; Wang et al., 2003). Mas aun, se ha postulado que la diversidad
funcional se genera a través de las interacciones con lipidos que permiten sustentar la
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homeostasis facilitando la sefializacién entre células y drganos (Hotamisligil y Bernlohr,
2015).

La funcidn especifica de cada una de las FABPs esta alin bajo investigacion, si bien
en los ultimos afios se han obtenido avances importantes, particularmente centrados en
la FABP hepatica (FABP1), y la de adipocito (FABP4) (Gillilan et al., 2007; Neeli et al.,
2007; Smith et al., 2008; Hostetler et al., 2009; Atshaves et al., 2010; Siddiqi et al., 2010;
Huang et al., 2016; Zamarreno et al., 2017; Ge et al., 2018, Zeng et al., 2018).

Se ha sugerido que algunas FABPs ademas de su funcidn de transporte de acidos
grasos entre organelos, cumplen un rol nuclear participando en respuestas bioldgicas y
transcripcion de genes relacionados con el metabolismo lipidico a través de la unién a
receptores de hormonas nucleares (NHRs) y otras moléculas de sefalizacién
extracelulares (De Santis et al.,, 2004; Furuhashi y Hotamisligil, 2008), asi como
moduladores del metabolismo (Figura 2.3) (Li et al., 2012; Kawaguchi et al., 2016). El
movimiento de acidos grasos en las células es un proceso complejo y dindamico que tiene
efectos en varios aspectos de las funciones celulares pudiendo ser responsable de la
modulacion del crecimiento celular y proliferacion (Amiri et al., 2018).
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Figura 2.3. Esquema de procesos bioldgicos que involucran FABPs y acidos grasos. Extraido de Amiri et al.,
2018.

Se ha reportado que algunas FABPs estdn relacionadas con el desarrollo de
procesos oncolégicos, estando sobre reguladas en células tumorales en cancer de
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prostata, vejiga y rifidn (Kawaguchi et al., 2016; Tolle et al., 2011), y pueden ser utilizadas
como marcadores tumorales en algunos casos (Boiteux et al., 2009).

2.3.2. Las FABPs en el intestino.

Las células intestinales son las responsables del procesamiento e hidrdlisis de los
productos lipidicos de la dieta. La absorcion intestinal de los lipidos es altamente
eficiente en la cual se capturan mds del 95% de los lipidos de la dieta (Caspary, 1992).
Para este proceso es critica la presencia de proteinas que capturen y transporten acidos
grasos en el citoplasma (Storch y Cérsico, 2008). Dentro del enterocito, a lo largo de las
vellosidades intestinales se encuentran presentes varias isoformas de FABPs, no siendo
asi en las regiones de las criptas intestinales (Guilmeau et al., 2007).

En el enterocito se expresan la forma hepatica, intestinal e ileal. La FABP hepatica
(L-FABP o FABP1) fue la primera en ser identificada dentro de la familia. Como su
nombre sugiere fue inicialmente localizada en el higado, pero mas tarde se encontrd
gue estaba presente en intestino y rifdn (Storch y Cérsico, 2008). La FABP intestinal (I-
FABP o FABP2) también esta presente en el enterocito, y a diferencia de la FABP1 es
especifica de este tejido. Aunque ambas proteinas comparten solo un 29% de similitud
de secuencia, su estructura terciaria es altamente similar (Gordon y Lowe, 1985; Lowe
et al., 1987; Bass, 1988; Storch y Cérsico, 2008). En humanos, la cantidad de FABP1
expresada en el intestino es mayor que la de FABP2 (Levy et al., 2009; Pelsers, et al.
2003), pero sin embargo en ratones se ha observado niveles similares de expresion (Levy
et al., 2009; Pelsers et al., 2003; Bass et al., 1985). Ademas de la FABP1 y FABP2, en la
region distal del intestino se ha evidenciado la presencia de la FABP ileal (lI-FABP o
FABP6) con mayor afinidad los acidos biliares que por los acidos grasos (Zimmerman et
al., 2001), obteniéndose constantes de disociacién en el rango de micromolar (Fujita et
al., 1995; Miller y Cistola, 1993). La expresién de la FABP6 aumenta en respuesta a la
presencia de acidos biliares (Ono, 2005; Grober, 1999; Hwang et al., 2002). Adem3s, se
ha observado que en ratones knock out para esta proteina incrementa la excrecién fecal
de 4cidos biliares y no hay cambios en la expresidon de FABP1 en el intestino (Praslickova
et al., 2012), sugiriendo la ausencia de solapamiento funcional entre ambas proteinas.

La FABP1 se encuentra presente a lo largo de todo el intestino, pero su mayor
expresion es a nivel del duodeno y yeyuno (Agellon et al., 2002). La FABP1 es la Unica
proteina de la familia que tiene dos sitios de unién a acidos grasos, y por lo tanto tiene
mayor capacidad de unién que el resto de las FABPs. Esta proteina también puede unir
otros tipos de lipidos como lisofosfolipidos, monoacilgliceroles, acidos grasos unidos a
coenzima A (CoA) y prostaglandinas (Storch y Cdrsico, 2008). Se ha demostrado
mediante el uso de membranas artificiales, que esta proteina es capaz de transferir
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acidos grasos hacia la membrana por un mecanismo difusional, a diferencia de Ila
mayoria de las FABPs que interaccionan directamente con la membrana mediante un
mecanismo colisional (Hsu y Storch, 1996; Storch et al., 2002). En cuanto a la localizacién
subcelular de esta proteina, se ha visto que es dependiente del estado de alimentacién.
Luego de la ingesta, la FABP1 se localiza extensamente sobre el citosol, y en cambio, en
estado de inanicion se localiza en la regién mas apical de la célula (Alpers et al., 2000).
Por otro lado, se ha visto que en el promotor de FABP1 se encuentra una region
denominada elemento de respuesta a proliferadores de peroxisomas (PPRE), y por lo
tanto su expresion estaria regulada mediante receptores activados por proliferadores
de peroxisomas (PPARs) (Issemann et al., 1992). Ademas, se ha reportado que en
ausencia de FABP1 se reduce la oxidacidon de acidos grasos en el higado (Erol et al., 2004;
Mcintosh et al., 2009) y en el intestino (Lagakos et al., 2011; Gajda et al., 2013).

En cuanto a la FABP2, a diferencia de la FABP1, en mamiferos se expresa
solamente en las células intestinales. Esta proteina se expresa a lo largo de todo el
intestino delgado, siendo maxima su expresién en el yeyuno (Sacchettini et al., 1990).
Asi como la FABP1, la FABP2 se encuentra distribuida sobre todo del citosol del
enterocito luego de la ingesta, y en la regién apical durante la inanicién (Alpers et al.,
2000).

La FABP2, asi como la mayoria de los miembros de su familia, tiene un Unico sitio
de unidn a ligando, y posee alta afinidad por los acidos grasos saturados e insaturados.
Se ha reportado que posee menor afinidad que FABP1 por los dcidos grasos insaturados
(Richieri et al., 1994; Lowe et al., 1987; Richieri et al., 2000). No se ha observado que
esta proteina tenga la capacidad de unir otros ligandos lipidicos. A diferencia de FABP1,
se ha reportado que FABP2 transfiere los acidos grasos a membranas artificiales a través
de un mecanismo colisional (Hsu y Storch, 1996). Particularmente, la region hélice-
vuelta-hélice de la FABP2 contiene varios residuos cargados positivamente que
interaccionan con las cargas negativas de las cabezas de los fosfolipidos de estas
membranas (Franchini et al., 2008). Ensayos utilizando una variante de FABP2 en la cual
se sustituyeron las hélices a por las de FABP1 mostraron que disminuye la tasa de
transferencia y la transferencia de acidos grasos se da por un mecanismo difusional
(Franchini et al., 2008). Por el contrario, cuando en la FABP1 se sustituyen las hélices por
las de FABP2 se evidencia un mecanismo de transferencia colisional (Cérsico et al., 2004;
Franchini et al., 2008). Por lo tanto, las hélices de FABP2 son necesarias para la
interaccion directa con la membrana y la transferencia del ligando (Cdrsico et al., 2004;
Hsu y Storch, 1996). Mds recientemente se ha reportado que las FABPs colisionales,
podrian interaccionar también con éstas a través de aminoacidos cargados
positivamente posicionados en el barril 3 del lado opuesto a las helices a (Zamarrefio et
al., 2017).
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La expresiéon de FABP2 en el intestino esta influenciada por la hormona PYY
(péptido tirosina tirosina), la cual es liberada por las células intestinales en respuesta a
lipidos en el intestino (Hallden y Aponte, 1997). En ratones, la expresion de FABP2 en el
intestino no incrementa en respuesta a la ablacion de FABP1 y viceversa (Lagakos et al.,
2011; Newberry et al., 2003; Vassileva et al., 2000). Las diferencias entre FABP1 y FABP2
y la falta de mecanismos compensatorios a falta de una u otra, sugieren que estas
proteinas juegan roles distintos en el enterocito (Figura 2.4). Si bien las funciones de las
FABPs intestinales se encuentran en estudio, actualmente se conoce mas sobre FABP1
que de FABP2.

= Basolateral

Intestinal
Lumen

Bloodstream
Figura 2.4. Esquema de las funciones de FABP1 y FABP2 en el enterocito. Extraido de Gajda y Storch, 2015

Los niveles elevados de estas FABPs en las vellosidades intestinales en respuesta
a dietas con alto contenido lipidico, y la necesidad de un transportador intracelular
soluble de moléculas hidrofébicas sugieren un rol activo en el transporte intracelular de
los acidos grasos absorbidos, dirigiéndolos hacia los distintos compartimentos
subcelulares (Storch y Cdrsico, 2008; Lagakos et al., 2011; Gajda et al., 2013; Huang et
al., 2016).

La co-existencia de ambas proteinas en el intestino como ya se indicara, sugieren
funciones diferentes. Si bien estas proteinas tienen una estructura tridimensional
superponible, difieren en el nimero y variedad de ligandos que transportan, estabilidad
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frente a la desnaturalizaciéon térmica, sensibilidad al pH asi como el mecanismo de
transferencia desde y hasta membranas modelo, modulacién frente a diferentes
efectores, localizacién a lo largo del intestino y patréon de desarrollo (Kim y Storch, 1992;
Hsu y Storch, 1996; Thompson et al., 1997; Thumser y Storch, 2000; Dube et al., 2001,
Levy et al., 2009; Hughes et al., 2015). Estudios con ratones fabp2 -/- han mostrado
alteraciones en el metabolismo del enterocito sin afectar la absorcion lipidica, mientras
que en ratones fabp1 -/- no se observaron modificaciones en el metabolismo intestinal
de acidos grasos (Lagakos et al., 2011; Gadja et al., 2013 ). Resultados de otros autores
generan incertidumbre sobre los efectos de la eliminacion de FABP1 en el modelo
murino (Rodriguez Sowicki et al., 2017). Se ha propuesto que la FABP1 juega un rol
importante en el ensamblado de las vesiculas transportadoras de quilomicrones (PCTVs)
desde el reticulo endopldsmico, hacia el aparto de Golgi para su exportacién (Siddiqi et
al., 2010). En cuanto al rol de FABP2 en el enterocito se han vertido diferentes
propuestas. Por un lado se ha propuesto a través de ensayos con células Caco-2, que
esta proteina juega un rol en la sintesis de TAG y fosfolipidos (Levy et al., 2009), mientras
que ensayos con células cultivos con células HIEC-6 indican que la FABP2 no participa en
la esterificacion de acidos grasos en TAG y fosfolipidos (Montoudis et al., 2006;
Montoudis et al., 2008). Ambas proteinas han sido inmunolocalizadas en las
mitocondrias de enterocitos y hepatocitos sugiriendo también un rol en la § oxidacién
(Erol et al., 2004; Montoudis et al., 2008; Karsenty et al., 2009; Levy et al., 2009).

En el caso de FABP2 se ha reportado que no esta involucrada en la formacién de
quilomicrones (Neeli |, et al. 2007; Siddiqi S, et al. 2010), y se ha propuesto que participa
en la captura de acidos grasos desde el lumen intestinal, y el trafico dentro del
enterocito entre organelos (Alpers DH, et al. 2000). Mas recientemente se ha visto que
Fabp2 se transloca al nucleo del enterocito de D. rerio. Ademas, se verificd que en peces
alimentados con un analogo de acido graso fluorescente (BODIPY FL C12), esta proteina
co-localiza con el ligando en el nucleo de las células intestinales, sugiriendo un rol en el
metabolismo nuclear (Esteves et al., 2016).

12
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2.3.3. Las FABPs en la regulaciéon de la expresion génica.

Hay un creciente interés en elucidar los mecanismos moleculares que subyacen
a los efectos beneficiosos y adversos de los alimentos y sus componentes. Desde la
identificacidn de las FABPs se conoce que los niveles de las FABPs intestinales aumentan
su expresion en respuesta a una dieta rica en grasas y aumenta la expresion de enzimas
claves de la 3 oxidacién (Ockner y Manning, 1972; Ockner y Manning, 1976). En los afios
70 se desconocian los mecanismos moleculares que vinculaban la dieta, las FABPs y el
catabolismo de los lipidos. Debieron pasar mas de 30 afios para que comenzara a
conocerse que los nutrientes impactan en la expresidn génica a través de la activacion
o supresion de factores de transcripcion especificos (Muller et al., 2003; Desvergne et
al., 2006). Se ha demostrado que el receptor nuclear PPARa. tiene un rol clave en la
regulacién de la expresién génica mediada por la dieta, en el intestino (Bunger et al.,
2007). Los PPARs forman parte de una subfamilia de receptores nucleares (NRs), cuyos
activadores enddgenos incluyen a los LCFA. Drogas antidiabéticas e hipolipidémicas
como los fenofibratos y thiazolidinediones son también activadores de estos receptores.
Estos receptores (subtipos o, v y 8) regulan la transcripcidn de genes que codifican para
enzimas vinculadas al metabolismo energético (Kersten et al., 2000; Francis et al., 2003;
Rakhshandehroo et al., 2010, Lamichane et al., 2018). Para hacer efectiva su accién,
ademas de unirse a su ligando, los PPARs deben heterodimerizarse tanto con alguno de
sus subtipos, como con los receptores RXR o LXR los cuales son activados por acido 9-cis
retinoico y acidos grasos respectivamente. Esto ocurre debido a que el LBD (dominio de
unién al ligando), ademas de unir el ligando, tiene funciones de dimerizacién. Una vez
formado el complejo activo, éste se une al ADN en regiones especificas de los
promotores de los genes blanco, los elementos de respuesta a proliferadores de
peroxisomas (PPRE), (Tontonoz et al., 1994; Lemberger et al., 1996). Estas secuencias
PPRE se encuentran hacia el extremo 5°de los genes blanco, y generalmente poseen la
siguiente secuencia: AGGTCANAGGTCA (Chan et al., 2010). PPARa. se expresa en varios
tejidos, siendo los niveles de expresidn en el intestino de los mas altos reportados. En
particular, PPARa estd presente en el intestino y el higado, y cuando une ligandos tales
como LCFA y fibratos, aumenta la transcripcidon de genes involucrados en la oxidacién
de lipidos (Nakamura et al., 2014). Se ha determinado que en el genoma de varios
organismos estan presentes elementos respuesta de PPAR, HNF4a, y NF-kB,
demostrandose ademas, que responde a fenofibrato (Torra et al.,, 2002; You et al.,
2017).

Experimentos con células Caco-2 adicionadas con bezafibrato asi como en
ratones alimentados con dietas con alto contenido en grasas, aumenta la expresién de
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genes vinculados a la oxidacidén de acidos grasos. Se observé también que el aceite de
oliva administrado con bezafibrato suprime la lipidemia postprandial (Kimura et al.,
2011, Colin et al., 2013). Entre los genes blanco de PPARa se encuentra varios genes de
la B oxidacidon: Acil-CoA oxidasa, Enoil-CoA-hidratasa y 3-hidroxiacil-CoA-
deshidrogenasa, entre otros. Son también blanco de estos receptores en el higado, los
genes que codifican para las FABPs hepatica, de enterocito, cardiaca, adipocito, y
epitelial (Rakhshandehroo et al., 2010). La induccidén de la expresién de FABP1 y FABP2
por PPARa en el intestino se ha analizado a través de diferentes aproximaciones. Se ha
observado que aumenta los niveles de transcripcidén de fabpl y fabp2 en el intestino,
luego de la administracion de clofibrato (Bass et al., 1985). Para el caso de fabpl se
demostré mediante ensayos de transactivacion, el efecto del receptor PPARS sobre la
region 5’ del gen (Poirier et al., 2001). Los mismos autores demostraron que la induccién
de este gen es independiente de PPARa en el intestino de ratones knock out. Por otro
lado, empleando también en ratones knock out, se observd que la expresion de fabp2
en el intestino es dependiente de PPARa. (Fujishiro et al., 2002).

La identificacién de la FABP1 en el nucleo de los hepatocitos junto con la co-
localizacion con el receptor nuclear PPARa ha aumentado el interés en las FABPs
(Bordewick et al., 1989; Wolfrum et al., 2001; Hostetler et al., 2009). Se ha demostrado
gue FABP1 interacciona con PPARa y mdas recientemente se demostré que también
interacciona con HNF4a, un receptor de hormonas esteroideas que promueve la
transcripcion de genes involucrados con la inflamacion en el higado e intestino
(Hostetler et al., 2009; MclIntosh et al., 2009; McIntosh et al., 2013; Babeu y Boudreau,
2014). Por este motivo, se propone que las FABPs cederian sus ligandos a estos
receptores, activandolos. En células COS-7 en presencia de PPARa, el acido oleico
provoca la traslocaciéon de FABP1 y FABP2 al nudcleo. Ensayos de transactivacidon
demostraron que el acido oleico activa al receptor induciendo la expresién de un gen
reportero. El efecto se magnifica cuando estan presentes las FABPs, sugiriendo que son
éstas quienes le transfieren el acido oleico al receptor activandolo. Similares resultados
se obtuvieron empleando agonistas de PPARa, siendo el fenofibrato activador del
receptor a través de FABP2 y el acido fenofibrico a través de FABP1. Es asi que las FABPs,
junto a los PPARs adquieren un papel clave en la regulacion de las vias metabdlicas
involucradas en mantener el balance energético y en especial participando en la
oxidacién de las grasas. Por otro lado, dada la especificidad tisular de las FABPs podrian
actuar selectivamente sobre los PPARs hecho que puede ser explotado
terapéuticamente para promover la seleccién celular de agonistas de PPARs (Hughes et
al., 2015).
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2.4. Transporte de proteinas hacia el nucleo.

2.4.1. Generalidades del transporte nucleo-citoplasma.

Una de las caracteristicas que define a las células eucariotas es la segregacién de
la sintesis de acidos nucleicos dentro de un compartimiento membranoso, el nucleo. La
envoltura nuclear es una doble membrana contigua, que presumiblemente evolucioné
a partir del reticulo endoplasmico (RE). Se ha sugerido que la unién de las vesiculas del
RE a la cromatina durante la mitosis puede asegurar una division equilibrada del RE a las
dos células hijas. En este sentido, durante la evolucién temprana las vesiculas del RE
comenzaron a fusionarse encerrando la superficie de la cromatina. Sin embargo, el
cierre completo seria letal y, por lo tanto, se necesitarian proteinas para mantener los
orificios en la envoltura, los cuales poseen un tamafio suficiente para permitir el paso
de los ribosomas y las moléculas de ARNSs. Si bien estos orificios originalmente no eran
mas que pasajes abiertos para permitir la difusién, actualmente se definen como los
complejos de poros nucleares (NPC del inglés nuclear pore complex), y son posiblemente
las estructuras proteicas mas grandes en las células eucariéticas (Reichelt et al., 1990).
Estos complejos involucrados en la compartimentalizacién celular proveen la posibilidad
de la regulacién de la importacidn y exportacidn de proteinas de una forma altamente
controlada.

El NPC estd compuesto de multiples copias de 30 familias de proteinas
diferentes, entre los cuales se encuentran mas de 400 denominadas nucleoporinas. En
vertebrados hay 2.000 a 4.000 NPC por nucleo (Adam S, 2001). EI NPC es una gran
estructura proteica de aproximadamente 120 MDa en humanos (Doye y Hurt, 1997;
Rout et al., 2000; Schwartz, 2016). En el NPC se distinguen un anillo citoplasmatico y uno
nuclear. Del anillo citoplasmatico se proyectan ocho filamentos de caracter proteico
hacia el citoplasma. Desde el anillo nuclear se proyectan también ocho filamentos que
se unen a un anillo distal proteico, formando la canasta nuclear hacia el nucleoplasma
(Ryan y Wente, 2000, Alberts et al., 2002; Schwartz, 2005; Lim y Fahrenkrog 2006; Alber
et al., 2007). Asociado a esta estructura se encuentran las laminas nucleares formadas
por filamentos intermedios que se situan en la periferia del nucleoplasma en contacto
con la cara interna de la envoltura nuclear (Beck y Hurt, 2017). En el interior de la
estructura de rueda se ubican regiones ricas en fenilalanina-glicina formando una regién
hidrofébica en el canal del NPC (Alber et al., 2007; Terry et al., 2007) y reforzado por
repeticiones de glicina-leucina-fenilalanina-glicina de otras nucleoporinas (Lim y
Fahrenkrog, 2006).
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La estructura del NPC es consistente para permitir el transporte y difusién pasiva
de pequeiias moléculas capaces de acomodarse en el canal del NPC, cuyas dimensiones
son 9 nm de didmetro y 45 nm de longitud (Keminer y Peters, 1999). Por lo tanto,
tedricamente solo aquellas proteinas con un didmetro inferior al del NPC podrian
difundirse a través de él en pocos minutos. Sin embargo, se sabe que no es asi, por
ejemplo, las subunidades ribosomales poseen un didmetro de 25 nm y pueden ser
transportadas por el NPC (Doye y Hurt, 1997; Feldherr y Akin, 1997). Este hecho plantea
la pregunta y la necesidad de comprender como funciona el NPC flexionandose vy
discriminando las moléculas que se transportan a través de él. Hasta el momento se
sabe que para llevar a cabo este proceso colaboran varias proteinas motoras, ATPasas o
GTPasas, entre los componentes del NPC.

El transito nucleocitoplasmatico se ha diversificado funcional y
mecanisticamente, sirviendo no solo para permitir la replicacién basal, la transcripcién
y el procesamiento de su maquinaria, sino también en la regulacion del ciclo celular,
activacion y represion de la transcripcion, ritmo circadiano, entre otros procesos. La
diversificacion del transporte nucleocitopldasmico ha evolucionado por una ruta
diferente de la tomada para la translocacion de iones y pequefias moléculas a través de
las membranas. Para estas moléculas, las células han desarrollado numerosos canales
gue abarcan la bicapa de la membrana. Sin embargo, se ha visto mediante estudios de
microscopia electrdnica, la genética de las levaduras y su bioquimica, que los NPC
parecen ser idénticos entre si y permiten el paso de diversos tipos de carga que deben
cruzarse entre los compartimentos nuclear y citopldsmico (Dworetzky, et al. 1988; Yang
et al., 1998; Rout et al., 2000). La selectividad de este transporte se basa en parte a la
estructura del NPC, pero adicionalmente depende de una variedad de proteinas
transportadoras solubles. Estas proteinas estan disefiadas para reconocer las moléculas
destinadas a ser translocadas para permitir este proceso de forma eficiente. Se han
logrado rapidos avances en la identificacion y el analisis de estos transportadores
solubles y de los factores accesorios que ayudan a su funcién (Yang et al., 1998; Stoffler
et al., 1999; Damelin y Silver, 2000; Fahrenkrog et al., 2000; Rout et al., 2000; Macara,
2001).

Por otro lado, la busqueda de sefiales especificas que regulan la translocacién
nuclear surgio de la observacion de que ciertas proteinas mayores al tamafio limite apto
para el transporte por difusion pasiva (50 kDa), pueden estar presentes en el nucleo.
Experimentos clasicos con Nucleoplasmina proporcionaron los primeros indicios de la
existencia de una sefal de localizacidén nuclear (NLS), y la primer sefal descrita para la
importacion fue identificada en el antigeno T del virus SV40 (Dingwall et al., 1982;
Kalderon et al., 1984a). Esta secuencia rica en lisinas (PKKKRK) y la encontrada en
nucleoplasmina KRPAATKKAGQAKKKKLD (Robbins et al., 1991), son los prototipos de
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NLS monopartita y bipartita, y actualmente se sabe que estan presentes en muchas
proteinas. Estas proteinas que poseen la NLS pueden ser transportadas a través de los
poros nucleares dado que pueden ser reconocidas por receptores solubles que llevan a
cabo el proceso. Experimentos de fraccionamiento celular permitieron identificar
factores solubles que pueden en conjunto con el ATP, reconstituir laimportacion nuclear
(Adam y Gerace, 1991; Moore y Blobel, 1993). Uno de estos factores son las importinas
o, (también llamadas karioferina o, Kapa. o PTAC58) que pueden unirse directamente a
la NLS formando un complejo importina a-carga (Adam y Gerace, 1991; Adam y Adam,
1994; Gorlich et al., 1994; Moroianu et al., 1995). En la importina a, el sitio de unién a
la NLS se encuentra en un bolsillo interno recubierto de residuos conservados de
triptéfanos y asparaginas. Existen dos sitios de unién, uno mayor al cual se pueden unir
NLS monopartitas y al otro la regidn N-terminal de una NLS bipartita (Conti y Kuriyan,
2000). Sin embargo, las importinas a no traspasan el NPC como mondmeros, sino que
para cumplir su funcién deben heterodimerizarse con la importina B, y es esta ultima
guien permite la translocacion a través del poro (Macara, 2001).

Como caracteristica en comun, las importinas tienen la habilidad de unirse a las
nucleoporinas. Ademas, forman complejos con Ran GTPasas para regular la unién de las
cargas. Ran es el miembro mds abundante dentro de la superfamilia Ras de GTPasas,
constituyendo cerca del 0,4% del total de las proteinas celulares (Bischoff y Ponstingl,
1991). Asi como otros miembros de esta superfamilia, Ran funciona como un interruptor
molecular, el cual cambia de conformacién si se encuentra unido a GDP o GTP. La
conversion entre estas dos formas es regulada por un factor intercambiador de guaninas
(RanGEF) y una proteina activadora de GTPasas (RanGAP) (Bischoff y Ponstingl, 1991;
Bischoff et al., 1994; Becker et al., 1995). La clave para entender cémo funciona esta
regulacién se basa en que RanGEF se encuentra a nivel nuclear y RanGAP en el
citoplasma (Hopper et al., 1990). Esta asimetria crea un gradiente de Ran-GTP a través
del NPC, y provee la informacidn direccional de la importacidn y exportaciéon nuclear
(Gorlich et al., 1996). Una caracteristica clave de las importinas es que la unién de Ran-
GTP y la unién de la carga se excluyen mutuamente, por lo que la carga puede unirse a
la importina en el citosol, donde las concentraciones de Ran-GTP probablemente sean
muy bajas, y se liberan dentro del nicleo, donde las concentraciones son mas altas
(Figura 2.5). La afinidad de la importina por Ran-GTP es 10.000 veces mayor que por
Ran-GDP, y por lo tanto este interruptor molecular es sumamente eficiente e implica un
cambio conformacional en este transportador.
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Figura 2.5. Mecanismo de laimportacion nuclear por la interaccion directa con transportadores proteicos.
Ran-GTP estd presente en altas concentraciones a nivel nuclear, donde promueve el desensamblaje del
complejo importina-carga. El complejo formado por importina-Ran-GTP regresa al citoplasma, donde el
GTP es hidrolizado, liberandose Ran-GDP. Extraido de Macara, 2001.

A pesar de haberse logrado descifrar algunos de los mecanismos de translocacién
nuclear, han aparecido varias proteinas que no contienen este tipo de NLS monopartita
o bipartita , y pueden ingresar al nicleo mediante mecanismos alternativos o a través
de la formacidon de complejos con otras proteinas que si las contienen. Varias sefiales
gue se apartan de la cldsica han sido identificadas (Picard et al., 1987; Michael et al.,
1997; Walther et al., 2005). Un ejemplo es la proteina hnRNP1 la cual se ha visto que
ingresa por la presencia de una secuencia rica en glicinas y asparaginas denominada M9,
la cual no es reconocida por importinas a. Esta secuencia M9 se ha visto que puede ser
reconocida por otras proteinas, las transportinas 1 (karioferinas 32) que se encuentra
relacionada con la importina 3 (Pollard et al., 1996).

2.4.2. Translocacion nuclear de las FABPs.

Se ha detectado por medio de microscopia confocal de células vivas, e
inmunomicroscopia confocal y electrénica, la presencia de FABP1 y FABP2 en el nucleo
de enterocitos, FABP3 en cardiomiocitos, FABP5 y CRABP-II, en células en cultivo e in
vivo (Borchers et al., 1989; Hellendie et al., 2000; Budhu y Noy, 2002; Esteves et al.,
2016). Si bien es claro que varios miembros de la familia de las FABPs pueden entrar al
nucleo, el mecanismo por el cual lo realizan no es tan claro. Se ha manejado la
posibilidad que la entrada de las FABPs con su ligando se realice a través del poro nuclear
dado que sus tamafios lo permiten (Schroeder et al., 2008). También se ha sugerido que
la proteina ingresa sin el ligando y lo une una vez en la matriz nuclear (Schroeder et al.,
2008). Por otro lado, si bien estas proteinas no cuentan con la secuencia consenso de
localizacion nuclear en su estructura primaria que sugieran la participacion de
importinas, se identificd en primer lugar una NLS tridimensional funcional en la proteina
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de unidn a acido retinoico Il (CRABP-II) formada por los tres residuos bdsicos K21, R29 y
K30 (Sessler y Noy, 2005). Sefiales muy similares a esta se verificaron
experimentalmente para FABP4 y FABP5 compuestas por K21, R30y K31, y K24, R33 y
K34 respectivamente, localizados en la regidn helicoidal de las proteinas (Ayers et al.,
2007, Gillilan et al., 2007; Armstrong et al., 2014). En este sentido se ha propuesto que
otras proteinas pertenecientes a las iLBPs podrian contener este tipo de sefial
(Armstrong et al.,, 2014) (Figura 2.6). Los autores determinaron ademds, que la
activacion es ligando especifica en tanto para FABP4 la troglitazona y el acido linoleico
son capaces de activar la sefal, y no el acido oleico. El efecto no activador podria ser
especifico del modelo celular empleado ya que en otros, el acido oleico promueve la
translocacidn nuclear de algunas FABPs (Hughes et al., 2015).

BA a2 BB BC BD
e | a

FABPS5 : 15DSKGFDEYMKELGVGIALRKMG--AMAKPDCIITCDGKNLTIKTE-STLKTTQF®3
FABP1 : 11SQENFEAFMKAIGLPEELIQKG--KDIKGVSEIVONGKHFKFTIT-AGSKVIQN®?
FABP2 : 11RSENYDKFMEKMGVNIVKRKLA--AHDNLKLTITQEGNKFTVKES-SAFRNIEV®?
FABP3 : 13pSKNFDDYMKSLGVGFATRQVA-—-SMTKPTTI IEKNGDI LTLKTH-STFKNTEI ¢3
FABP4 : 13sSENFDDYMKEVGVGFATRKVA--GMAKPNMI I SVNGDVITIKSE-STFKNTET 83
FABP6 : 11 SEKNYDEFMKLLGISSDVIEKA--HNFKIVTEVQQDGODFTWSQHYYGGHTMTN62
FABP7 : 13NSONFDEYMKALGVGFATRQVG--NVTKPTVIISQEGDKVVIRTL-STFKNTEI 53
FABPS8 : 133SENFDDYMKALGVGLATRKLG--NLAKPTVIISKKGDIITIRTE-STFKNTEI®3
FABP9 : 13sSENFEDYMKELGVNFAARNMA--GLVKPTVTISVDGKMMTIRTE-SSFQDTKI 83

CRABP-I| : 12RSENFEELLKVLGVNVMLRKIAVAAASKPAVEIKQEGDTFYIKTS-TTVRTTEI 64
CRBP-| : 13yNENFEEYLRALDVNVALRKIA--NLLKPDKEIVQODGDHMI IRTL-STFRNYIM®3

Figura 2.6. Alineamiento de FABP1-9 y CRABP-I y Il, posicionados segun la estructura secundaria. Se
destacan en azul los aminodcidos propuestos para formar la NLS tridimensional. Modificado de Armstrong
et al., 2014).

Alineamientos con secuencias de proteinas cuya localizacidon nuclear se ha verificado
experimentalmente como FABP1, FABP2 y FABP3, sugieren una seiial de este tipo en
una regidén estructuralmente similar. Por otro lado, hay evidencias mediante ensayos de
western blot, que indican que la relocalizaciéon nuclear de FABP1 y FABP2 no tendria
lugar a través del sistema importinas por carecer hasta el momento de una la sefial
consenso, sugiriendo mecanismos independientes a esta via (Hughes et al., 2015).
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2.5. Nuestros modelos experimentales.

2.5.1. El pez cebra como un modelo util para el estudio del rol de las FABPs en la
absorcion y transporte de acidos grasos.

Un organismo modelo es una especie ampliamente estudiada, por lo general
debido a que es facil de mantener y reproducir en un entorno de laboratorio y tiene
ventajas experimentales particulares. Se utilizan para obtener informacion acerca de
otras especies (incluyendo los humanos) que son mas dificiles de estudiar directamente.
Son ejemplo de ellos Sacharomices cereviciae, Caenorabditis elegans, Drosophila
melanogaster, Danio rerio, Mus musculus, y Rattus norvegicus entre otras. Por otro lado,
los estudios in vitro no pueden recrear los mecanismos complejos que regulan los
procesos metabdlicos in vivo, por lo que el empleo de un organismo vivo es invalorable
para estudios metabdlicos.

Nuestro grupo de investigacién ha elegido al pez cebra (Danio rerio) como
modelo para el estudio de la FABP1 y FABP2 en la absorcién y transporte de acidos
grasos. El optar por este sistema ante otros modelos mamiferos se debe a razones
éticas, econdmicas, biolégicas, genéticas y fisioldgicas que apoyan esta eleccién. Un gran
cuerpo de evidencia demuestra que el pez cebra puede servir como un "vertebrado
canonico" no solo en biologia del desarrollo sino también en el estudio de enfermedades
humanas (Seth et al., 2013, Santoro et al., 2014, Astone et al., 2017; Yoganantharjah y
Gibert, 2017; Danilova et al., 2018; Volkel et al., 2018). El pez cebra posee los mismos
drganos digestivos que los humanos. El higado, el intestino, el pancreas exocrino y
endocrino y la vesicula biliar estan presentes en él (Stainier et al., 1995). La formacién
de estos drganos digestivos y los de los vertebrados superiores esta controlada por
programas de desarrollo similares al de los mamiferos (Pack et al., 1996). La composicién
celular de los érganos digestivos del pez cebra también es similar a la de los mamiferos,
al igual que la morfologia de los enterocitos y su composicién de organelos. El epitelio
intestinal estd compuesto por enterocitos, células endocrinas y células caliciformes
(Carten y Farber, 2009). La maquinaria vinculada al transito de lipidos en el enterocito y
el hepatocito esta altamente conservada en los metazoarios al igual que la regulacién
transcripcional de las células intestinales (Schlegel y Gut, 2015; Lickwar et al., 2017).

Notablemente, patologias del pez cebra muestran a menudo trastornos similares
a los de enfermedades humanas, haciendo de éste un sistema sobresaliente para
estudiar enfermedades hepatobiliares, gastrointestinales y pancreaticas (Zhao y Pack,
2017). Por ejemplo, muchas de las caracteristicas de la enfermedad del higado graso,
gue en los humanos es tipicamente causado por el sindrome metabdlico o el abuso de
alcohol, asi como diabetes tipo Il, inflamacién intestinal o sindromes raros como el de
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Alagille, son similares en el pez cebra. Varios estudios que involucran alteraciones en el
metabolismo lipidico se han realizado utilizando como modelo de estudio el pez cebra,
como los trabajos del laboratorio de K.C Sadler (New York University Abu Dhabi) sobre
sus estudios acerca de la enfermedad hepatica vinculada al alcohol (ADL) (Schlegel,
2012, Vacaru et al., 2014; Howarth et al., 2014; Goessling y Sadler, 2015; DeRossi et al.,
2016; Bambino et al., 2018) y los del equipo de S. A. Farber (Carnegie Institution,
Department of Embryology, Baltimore, USA) sobre la fisiologia y trdnsito intracelular de
lipidos (Sadler et al., 2013; Anderson et al., 2016; Otis et al., 2017; Quinlivan_y Farber,
2017). Muchos ensayos novedosos se han desarrollado y se siguen desarrollando para
estudiar las enfermedades humanas en el pez cebra (Yoganantharjah y Gibert, 2017).
Vale la pena mencionar ademds, que la mayoria de los genes de D. rerio estan
conservados en mamiferos, habiéndose identificado un 70% de genes ortélogos (Howe
et al.,, 2013).

El pez cebra se ha utilizado como modelo no mamifero en el rastreo de drogas,
moléculas y condiciones fisioldgicas que modulan la transcripcion de genes vinculados
al metabolismo lipidico, la sintesis de lipoproteinas y la acumulacién de gotas lipidicas
en el enterocito (Farber et al., 2001; Marza et al., 2005; Anderson et al., 2011; Sadler et
al., 2013; Seth et al., 2013; Santoro, 2014; Schlegel et al., 2015). Ademas, este organismo
constituye un modelo dptimo para el estudio de las condiciones de los sindromes
humanos de absorcion deficiente o la distribucidn de drogas lipofilicas desde la luz
intestinal al sistema circulatorio. La mucosa intestinal es un sistema muy atractivo para
evaluar el destino intracelular de los acidos grasos exdgenos. Entre los candidatos a
transportar los acidos grasos en los enterocitos de Danio rerio se encuentran la FABP de
tipo intestinal (Fabp2?), la de tipo hepatico (Fabp1l) y la de tipo ileal (Fabp6).

El patrén de expresidn cefalocaudal de las FABPs en el intestino de los mamiferos
se conserva a través de la evolucién (André et al., 2000; Haunerland y Spener, 2004;
Venkatachalam et al.,, 2013; Gajda y Storch, 2015). Este patrén se conserva
notablemente en el pez cebra, en el que el dominio de expresién de fabpl y fabp2 se
restringe al intestino anterior, mientras que los transcriptos de fabp6 se encuentran en
el intestino posterior (Levy et al., 2009; Domenichiello et al., 2015). Las secuencias
reguladoras en cis que dirigen la expresion fabp2 estan conservados en el pez cebray
mamiferos (Her et al., 2004). Es de destacar que las proteinas FABP1 y FABP2 humanas
presentan una similitud del 88% y 90% en su estructura primaria, respectivamente con
las de D. rerio.

!la nomenclatura que se emplea para nombrar las proteinas del pez cebra es la
definida para esta especie y difiere de la empleada en otros vertebrados (primera letra
mayuscula y las restantes minusculas).
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Resultados recientes de nuestro grupo de investigacion han demostrado que
tanto Fabp2 como Fabpl se localizan en el nucleo del enterocito de Danio rerio,
sugiriendo por primera vez a través de estudios in vivo con andlogos de acidos grasos,
que estas proteinas serian las responsables de la translocacidn nuclear de acidos grasos
ingeridos con la dieta (Esteves et al., 2016). Nuestra eleccidén en este modelo no sélo se
basa en las numerosas publicaciones que apoyan el uso de D.rerio mencionadas
anteriormente, su facil mantenimiento en menor espacio y a menor costo que otros
vertebrados, junto con razones éticas, y econdmicas sino que por la experiencia y las
herramientas moleculares que el equipo de investigacién ha generado durante el
trabajo con este modelo (Canclini, 2010; Suarez, 2015; Esteves et al., 2016).

2.5.2. Caco-2 como modelo celular.

En la década del 70, varias lineas celulares fueron establecidas a partir de
tumores gastrointestinales con el propdsito de estudiar los mecanismos del desarrollo
del cédncer y los efectos de la citoterapia. En parte, debido a la heterogeneidad de las
células epiteliales intestinales primarias tanto en morfologia como en funcion, es decir,
enterocitos del intestino delgado, células caliciformes, células enteroendocrinas, células
de Paneth y células M, era necesario diferenciar las células tumorales en tipos de células
mas especializadas. Varias de estas lineas celulares pudieron ser parcialmente
diferenciadas por adicidn de factores sintéticos o bioldgicos en los medios de cultivos.
Una de las lineas establecidas, Caco-2, fue la Unica en diferenciarse espontaneamente
al alcanzar la confluencia celular. Caco-2 (Cancer coli-2) fue obtenida a partir de un
paciente con adenocarcinoma colorrectal por Jorgen Fogh en el Instituto de
Investigaciones de Cancer Sloan-Kettering (Fogh et al., 1977).

Los primeros estudios revelaron que las células Caco-2 expresan propiedades
morfoldgicas y funcionales caracteristicas de enterocitos del intestino delgado. Cuando
los cultivos alcanzan la confluencia, las células comienzan a polarizarse adquiriendo el
borde en cepillo con las microvellosidades. Ademas, se forman las uniones estrechas
entre células adyacentes, y comienzan a expresar enzimas tipicas de los enterocitos
como N-aminopeptidasas, sucralosa-isomaltasa y dipeptidilpeptidasa IV. Sin embargo,
también se encuentran presentes en las células Caco-2 distintos marcadores
colonociticos (Engle et al., 1998).

Desde el establecimiento de esta linea celular, su uso se ha propagado en un gran
numero de laboratorios alrededor del mundo. Segun las diferentes condiciones de
cultivo y numeros de pasaje, las células Caco-2 adquieren diferentes propiedades. La
expresion de diferentes marcadores tipicos de los enterocitos, cambian con el
incremento del niUmero de pasajes (Artursson et al., 2001). Ademas, pardmetros como
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la resistencia transepitelial (TEER) y la tasa de proliferacién también se ha reportado que
aumentan con el nimero de pasaje (Briske Andersson et al., 1997). Se ha documentado
qgue, debido al pasaje tardio, estas células pueden comenzar a crecer en multicapas,
fendmeno que afecta las medidas de TEER, y hacer comparaciones con resultados
basados en células en pasajes tempranos puede ser dificultoso.

Las células Caco-2 se diferencian espontaneamente expresando caracteristicas
morfolégicas (epitelio columnar polarizado) y funcionales de enterocito maduros. Los
cultivos de Caco-2 polarizados muestran valores de resistencia transepitelial (TEER)
cuatro veces mayores comparados con las monocapas de HT29. Ademas, esta linea
expresa mayor cantidad de receptores, transportadores, y enzimas metabdlicas como
aminopeptidasas, estearasas y sulfatasas, las cuales se encuentran en el epitelio normal.
A pesar de esto, recientes estudios sugieren que existen variaciones entre los perfiles
de expresidon génica entre las lineas celulares transformadas como Caco-2 o HT29 y las
células del tejido normal. Ademas, inesperadamente también se han encontrado
diferencias en los perfiles de expresion génica entre las lineas celulares Caco-2 y HT29
(Bourgine J, et al. 2012).

Frecuentemente, con el propdsito de mimetizar las condiciones estéricas de un
cultivo in vivo, las células Caco-2 pueden ser cultivadas sobre filtros permeables. Este
tipo de cultivo ayuda a mejorar su morfologia y diferenciaciéon funcional. Se ha
documentado que las monocapas polarizadas de Caco-2 representan una correlacién
fiable para estudios de absorcidon de drogas y otros compuestos después de la captura
en humanos. Varios estudios han comparado los coeficientes de permeabilidad de Caco-
2 con datos de absorcion en humanos y se encontré una alta correlacién,
particularmente si los compuestos son internalizados por mecanismos de transporte
celulares pasivos (Artursson y Karlsson, 1991; Cheng et al., 2008; Sun et al., 2008).

El epitelio intestinal normal se compone de varios tipos de células, y las
diferencias en los perfiles de expresion génica no solo se observan en el epitelio de la
mucosa a lo largo de todo el tracto gastrointestinal, sino también a lo largo del eje de la
cripta-vellosidad (Anderle et al., 2005). Por lo tanto, es claro que los datos obtenidos por
analisis in vitro en el modelo celular Caco-2 pueden no ser directamente comparables
con la situacion in vivo. Aun asi, este modelo de epitelio intestinal posee varias ventajas
como la simplicidad y reproducibilidad permitiendo la comparacion de resultados
interlaboratorio.

Los andlisis en cultivos celulares ofrecen una alta variedad de nuevas
posibilidades en distintas disciplinas cientificas. Particularmente las células Caco-2
proveen informacién sobre las bases bioldgicas y bioquimicas de la barrera de la mucosa
intestinal, pero también pueden ser utilizadas para descifrar informacién valiosa sobre
la absorcién de medicamentos y componentes dietéticos relevantes para la industria
farmacéutica y alimentaria. Por este motivo, esta linea celular ha sido ampliamente
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utilizada en distintas aplicaciones como: el estudio de mecanismos y efectos de la
microbiota, digestion de alimentos en la funcidn de la barrera del epitelio intestina
(Shimizu M, 2010), elucidar vias de sefializacidn involucradas en el transporte de drogas
u otros componentes alimenticios (Knipp et al., 1997), entre otros.

Las expresion de las FABPs intestinales en las células Caco-2 depende de su
estado de diferenciacion. La FABP1 se expresa en pequeiias cantidades, pero a medida
que se diferencian su expresidon aumenta significativamente (Trotter y Storch, 1991). En
cuanto a FABP2 su nivel de expresidn es casi indetectable sin ser influenciado por su
estado de diferenciacion (Rodriguez Sawicki et al., 2017). Esta linea celular tanto en su
estado diferenciado como indiferenciado, ha sido utilizada en numerosos estudios en lo
gue respecta a la investigacidon sobre FABPs y su rol en el metabolismo lipidico (Trotter
y Storch, 1991; Baier et al., 1996; Dube et al., 2001; Poirier et al., 2001; Rodriguez Sawicki
et al., 2017). Se ha observado, que en cultivos de células Caco-2 suplementadas con
benzafibrato, agonista de PPARa, aumenta la expresion de genes vinculados con la
oxidacion de acidos grasos (Kimura et al., 2011), evidenciando la importancia de este
tipo de receptores en el metabolismo lipidico y su relacion con las FABPs.
Particularmente en ensayos de transactivacién en esta linea celular en su estado
indiferenciado, se ha estudiado el nivel de transcripcién de FABP1 dependiente de la
activacion de PPARa, d y y (Poirier et al., 2001). Ademas, se ha evidenciado que FABP2
participa en la sintesis de triacilglicéridos y fosfolipidos (Levy et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivo General.

Contribuir en la comprension de las funciones de las proteinas intestinales,

utilizando como modelo de estudio el pez cebra (Danio rerio). Particularmente nos
centraremos en el analisis de los mecanismos moleculares que permiten el ingreso al
nucleo de Fabp2, y como cambia su expresion en respuesta a la dieta.

3.2

Objetivos Especificos.

Realizar la busqueda in silico de una sefal de localizacion nuclear (NLS)
tridimensional en Fabp2 de D. rerio.

Determinar in vitro la existencia de una NLS en Fabp2 utilizando cultivos de la
linea celular Caco-2.

Determinar el efecto del dcido oleico y el acido palmitico sobre la localizacién
celular de Fabp2 y mutantes.

Expresar y purificar la proteina Fabp2 y los mutantes generados recombinantes.
Determinar si se produjeron cambios estructurales y funcionales relevantes en
las proteinas mutantes.

Estudiar in vivo el efecto de una dieta alta en contenido graso sobre la expresion
del gen de fabp2.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Modelado por homologia de Fabp2

Se realizaron modelos por homologia reemplazando las cadenas laterales de
Fabp2 de Danio rerio por las de FABP2 de Rattus norvegicus sin ligando (Protein Data
Bank ID 1IFC) y unida a acido palmitico (Protein Data Banck ID 2IFB); y de Homo sapiens
unida a acido oleico (Protein Data Bank ID 2MQ5). La identidad de secuencia observada
entre Fabp2 de D. rerio y FABP2 de R. norvegicusy H. sapiens corresponde a 67.2 y 66.9%
respectivamente, por lo cual son aptos para realizar el modelado por homologia. Todos
los modelos se realizaron en la plataforma online SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/). Las imagenes mostradas y las superposiciones de

estructuras se generaron en el software Swiss PDB View v4.1.

4.2. Mutagénesis dirigida sobre fabp2.

De acuerdo a la bibliografia, las proteinas de esta familia podrian tener una sefial
de localizacion nuclear tridimensional, conformada por residuos bdsicos localizados en
las hélices de las proteinas. En base a ello seleccionamos una serie de residuos como
posibles integrantes de dicha sefial, asi como varias combinaciones de ellos que incluyen
K17, K28, R29 y K30.

Los codones que codifican para los aminoacidos K17, R29 y K30 fueron
sustituidos por codones que codifican para Alaninas empleando el kit “QuickChange I
Site Directed Mutagenesis kit” (Agilent Technologies). La mutagénesis se realizé
mediante dos reacciones sucesivas de PCR en las cuales primero se mutd el codén que
codifica para Lisina en la posicion 17 (K - A) y posteriormente se mutaron los
correspondientes a Arginina 29 (R -A) y Lisina 30 (K-> A). Como molde para las
reacciones se utilizé el constructo fabp2wt-pET5a (Esteves et al., 2016). La primera
reaccion se llevd a cabo utilizando 45 ng de fabp2-pET5a, 125 ng de oligonucledtidos
forward  (5'-GCACGCAATGAGAACTACGAGGCCTTCATGGAACAAATGGGCGTC-3') vy
reverse (5’-GACGCCCATTTGTTCCATGAAGGCCTCGTAGTTCTCATTGCGGTC-3’), dNTPs (10
mM) vy 2.5 U de PfuUltra High-Fidelity DNA polymerase (2.5 UE/uL), en un volumen total
de reaccién de 50 L. El procedimiento utilizado incluyd un primer paso de activacion a
95°C por 30 segundos seguido de 16 ciclos de 95°C durante 30 segundos para la
desnaturalizacion, 55°C por 1 minuto para el annealing y 68°C durante 5.5 minutos para
la extension. Asimismo, se realizé la reaccion de mutagénesis control que recomienda
el kit para verificar su efectividad siguiendo las indicaciones del fabricante. Los
productos de PCR fueron utilizados para transformar mediante heat shock células
guimiocompetentes de la cepa DH5a de E. coli. Las células fueron sembradas en placas
conteniendo LB-agar con 100 ug/mL de ampicilina (resistencia que le confiere el vector
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pET5a) y crecidas durante 16 horas a 37°C. En particular para la reaccién control de la
mutagénesis que utiliza el plasmido pWhitescript, se suplementd el medio de cultivo con
50 pug/ml de X-gal y 1 mM de IPTG.

Se seleccionaron 10 colonias y se inocularon en medio liquido LB conteniendo
100 pg/mL de ampicilina y se incubaron durante 16 horas a 37°Cy 200 rpm. Se purificd
el ADN plasmidico mediante el uso del PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen).
La eficiencia de la mutagénesis fue determinada mediante secuenciacion de dichos ADN
confirmando la presencia de fabp2'’K/A-pET5a.

El plasmido conteniendo la mutacién adecuada fue utilizado como molde para la
segunda reaccion de mutagénesis. En este caso la secuencia de los oligonucledtidos

utilizados fue: 5’-
GAACAAATGGGCGTCAACATGGTGAAAGCCGCCCTGGCTGCCCATGACAACCTG-3’
(forward) y 5’-

CAGGTTGTCATGGGCAGCCAGGGCGGCTTTCACCATGTTGACGCCCATTTGTTC-3" (reverse).
La reaccién de PCR se realizé como se describié previamente a excepcidon de que se
realizaron 18 ciclos en vez de 16 por tratarse de la sustitucién de mas de un aminodcido.
Nuevamente la eficiencia de la mutagénesis fue determinada mediante secuenciacion
confirmdndose la presencia de fabp2'’K/A?°R/A3°K/A-pET5a.

Posteriormente se propuso la generacién de otros mutantes de NLS. Para ello se
realizaron distintas combinaciones de los posibles aminodcidos que podrian estar
involucrados en dicha senal. Se generd en mutante por sustitucién nucleotidica de los
codones que codifican a K17, K28 y R29 nuevamente por Alaninas. Para ellos se utilizd
como molde de la reaccion de mutagénesis el plasmido verificado previamente
denominado fabp2'’K/A-pET5a utilizando los oligonucledtidos forward 5'-
GAACAAATGGGCGTCAACATGGTGGCCGCCAAACTGGCTGCCCATGACAACCTG-3' y reverse
5’-CAGGTTGTCATGGGCAGCCAGTTTGGCGGCCACCATGTTGACGCCCATTTGTTC-3’
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Se verificd por secuenciacidon
obteniéndose el plasmido fabp2'’K/A?8K/A*°R/A-pET5a.

En el caso del mutante por sustitucion nucleotidica de K28 y R29 por alaninas se
utilizd como molde pasa la reaccién de mutagénesis el constructo original fabp2wt-
pET5a y los oligonucledtidos descritos previamente como segunda reaccién del
fabp2t’K/A%2K/A?°R/A-pET5a. Finalmente se verificd por secuenciacidn la efectividad de
la mutagénesis obteniéndose el plasmido fabp2?2K/A%°R/A-pET5a.
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4.3. Clonado de fabp2 y mutantes en pDCNA3-EGFP y purificacion de plasmidos para
ensayos de cultivo celular

Se clonaron en el vector pPCDNA3-EGFP (Addgene) las regiones codificantes tanto
de fabp2 de D. rerio en su forma salvaje asi como las variantes generadas previamente.
Este vector permite clonar regiones codificantes cuyo producto proteico resultard una
proteina de fusion a EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) hacia el extremo
carboxilo terminal (Figura 4.1). Para la construccién de dichos plasmidos optamos por la
adicion de una regidn linker de cuatro repeticiones de los aminodcidos glicina-alanina
entre la region codificante de fabp2 (tanto la salvaje como las mutadas) y la de egfp para
otorgarle flexibilidad a la unién y permitir el plegado independiente de cada proteina.
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Figura 4.1. Esquema del vector pCDNA3-EGFP (Addgene).

Para todas las variantes de fabp2 el clonado se realizé entre los sitios de
restriccion de las enzimas BamHI y Xhol que se encuentran en el sitio multiple de
clonado del vector. Para ello se utilizaron oligonucleétidos forward que contenian en su
extremo 5’ nucledtidos adicionales que constituyen la secuencia blanco de la enzima
BamHI. Los oligonucleétidos reverse se disefiaron de manera que contuviesen
nucledtidos adicionales su extremo 5’ que contiene la secuencia GCCGGC por repeticidon
cuatro veces, seguida de la secuencia reconocida por la enzima Xhol. Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pL, conteniendo dNTPs una
concentracion final de 0.3 mM para cada dNTP, oligonucledtidos forward y reverse a una
concentracion final de 0.3 uM cada uno, 0.5 U de KAPA HiFi DNA Polymerase
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(Biosystems) en el buffer adecuado conteniendo 2 mM de MgCl, y 10 ng de ADN molde.
Las  secuencias de los oligonucledtidos utilizados  fueron: 5’-
CCGGGATCCATGACCTTCAACGGGACCTGG-3’ (forward) y 5’-
CCGCTCGAGGCCGGCGCCGGCGCCGGCGCCGGCAGCCCTCTTGAAAATCCTCT-3" (reverse).
Las letras en negrita marcan la secuencia blanco de las enzimas BamHI (GGATCC) y Xhol

(CTCGAG) utilizadas en el posterior clonado de los fragmentos amplificados. La region
subrayada del oligonucledtido reverse representa la region linker. La reaccién de PCR
consistié en una primera etapa de activacién a 95°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos
a 95°C por 30 segundos para desnaturalizacién, 62°C por 30 segundos para el annealing
y 72°C por 30 segundos. Finalmente se realizé una extensidn final a 72°C durante 3
minutos. Los fragmentos amplificados fueron analizados mediante electroforesis en
geles de agarosa 1%, en buffer TAE 1X y visualizados mediante tincién con SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen) observados utilizando el equipo FastGene GelPic LED Box
(Genetics). Dichos fragmentos fueron extraidos del gel de agarosa 1% para ser
purificados utilizando el Universal DNA Purification Kit (TIANGEN). Los fragmentos
purificados fueron ligados en el vector pCR-blunt (Invitrogen), que ya se encuentra de
forma lineal y con los extremos romos adecuados para clonar los fragmentos generados
por la Taq polimerasa empleada. Este vector posee el gen ccdB fusionado con el extremo
C-terminal del LacZa, el cual es letal para las células, ya que interacciona con las ADN
girasas bacterianas involucradas en el correcto superenrrollamiento del ADN. La ligacion
del fragmento de PCR al vector, interrumpe esta construccién LacZa ccdB, impidiendo
la expresidon del gen letal, y por lo tanto esto asegura que sélo sean viables aquellas
células que poseen el inserto. La mezcla de ligacidn se utilizé para transformar células
quimiocompetentes E. coli TOP10 sembradas en placas de LB-agar con 50 ug/mL de
Kanamicina incubandose durante 16 horas a 37°C.

Posteriormente se seleccionaron varias colonias para su andlisis. Cada una de
ellas fue inoculada en medio liquido LB con dicho antibidtico cultivandose en agitacién
por 16 horas a 37°C y 200 rpm. Estos cultivos se utilizaron para la purificacién de ADN
plasmidico mediante miniprep alcalina (ver anexo). Posteriormente se confirmd la
insercion del fragmento de interés mediante PCR utilizando los oligonucledtidos
descritos previamente analizando los productos de PCR por electroforesis en gel de
agarosa 1%. Una vez confirmada la presencia del inserto se sometieron los plasmidos
generados, asi como también el plasmido comercial pPCDNA3-EGFP a la doble digestion
con las enzimas de restriccion BamHI/ (New England, Biolabs) y Xhol (Invitrogen). La
digestion se realizd en dos pasos separados dado los diferentes buffers que utilizan
ambas enzimas. En primer lugar, se realizé la digestion con BamHI durante 1 horaa 37°C,
se analizo en gel de agarosa 1% y se purificé el plasmido lineal mediante el Universal
DNA Purification Kit (TIANGEN). Posteriormente se realizé la digestiéon con Xhol durante
1 hora a 37°C. Los plasmidos sometidos a la doble digestidn se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa 1%y el inserto y el vector digeridos fueron escindidos y
purificados del gel tefiido con SYBR Safe, utilizando el kit comercial ya mencionado.
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Para la ligacion se utilizo la ligasa T4 (Thermo Scientific) en las siguientes cantidades:
36,5 ng de inserto, 50 ng de vector, 1 uL de T4 ligasa y 2 uL del buffer de ligasa en un
volumen final de 20 pL. Se utiliz6 una relacion inserto:vector de 10:1 moléculas de cada
uno. La mezcla se dejdé toda la noche a 4°C. La reaccion de ligacion se utilizd para
transformar células de E. coli DH50 competentes. A continuacidn, se realizaron cultivos
en medio liquido de algunas colonias, y se confirmd la presencia de cada inserto
mediante PCR empleando como molde el ADN plasmidico y posterior secuenciacién,
utilizando el servicio de Macrogen. Finalmente, se realizé la purificacién de los plasmidos
a mediana escala mediante el PurelLink HiPure Plasmid Midiprep Kit (Invitrogen),
utilizando cultivos de 50 mL crecidos 16 horas a 37°C a 200 rpm. La concentracion de los
plasmidos fue determinada mediante el NanoDrop LITE Spectrophotometer (Thermo
Scientific).

4.4. Ensayos de cultivo celular

4.4.1. Cultivo de células Caco-2

En primer lugar se pusieron a punto las condiciones para el cultivo en monocapa
de células Caco-2 para los ensayos de transfeccién. Estos ensayos se realizaron en el
Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable bajo la direccion del Dr.
Gustavo Folle y la Dra. Lucia Canclini. Las células fueron cedidas por la Dra. Mariela
Bolatti de la Unidad de Biologia Celular del Instituto Pasteur de Montevideo.

En base a la bibliografia consultada para la linea celular Caco2 se opté por utilizar
como medio de cultivo DMEM High Glucose (Capricorn) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) (Capricorn), penicilina 100 U/mL y estreptomicina 125 ug/mL. Como
medio de congelamiento para preservar la linea celular se utilizé 90% de suero fetal
bovino y 10% DMSO en ampollas crioresistentes, tanto en freezer -802C como en
nitrégeno liquido.

4.4.2. Transfeccion en cultivos de células Caco-2

Todos los ensayos de transfeccidn fueron realizados en placas de 24 pocillos
sobre vidrios de 16 mm? colocados en el fondo del pocillo para facilitar la posterior
fijacion y tincién. Se utilizé el método de lipidos catidnicos Lipofectamina®. Se evaluaron
distintas condiciones, variando tiempos de cultivo (24 y 48 horas) y el numero de células
por pocillo (1x10° y 2x10°). Ademas, se utilizé distintas cantidades de Lipofectamina
(Invitrogen) recomendadas por el fabricante, siendo éstas 0.75, 1.25 y 1.75 ulL, y
cantidades variables de ADN plasmidico a transfectar. También se probaron distintos
tiempos de incubacién luego de la transfeccion (24, 48 y 72 horas) hasta el fijado de las
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células. Finalmente se optd por utilizar un cultivo de 24 horas con 1x10° células por
pocillo, utilizando 1 pug de ADN, 1.25 ulL de Lipofectamina (LTX) y 48 horas de incubacién
luego de la transfeccién.

La transfeccion se llevd a cabo incubando durante 25 minutos a temperatura
ambiente 100 pL de medio de cultivo Opti-MEM, 2 uL de PLUS™ Reagent, 1.25 pL de LTX
y 1 ug de plasmido. Paralelamente, se lavaron suavemente cultivos en monocapa de 24
horas con PBS y se agregd 500 pL de medio de cultivo completo (DMEM High Glucose
10 % SFB) sin antibidtico. Transcurrido el tiempo de incubacion de la mezcla previa, se
agrego al cultivo 100 pL de la misma, y se incubd en estufa de cultivo a 37°C por 48
horas.

Como control negativo se realizé el ensayo en las mismas condiciones
mencionadas pero sin el agregado de ADN, y como control positivo se transfectd con el
pldsmido pCDNA3-EGFP sin inserto.

Las células transfectadas se lavaron con PBS a 37°C y fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 15 minutos. Posteriormente se realizaron 2 lavados de
5 minutos cada uno con PBS en agitacién y finalmente un ultimo lavado con DAPI (2
ug/mL) diluido en PBS. Posteriormente los vidrios con la monocapa celular se retiraron
de los pocillos y se montaron sobre portaobjetos con medio de montaje ProLong Gold
Antifade (Invitrogen).

Cada experimento se realizd por duplicado y fueron visualizados mediante
microscopia confocal utilizando los equipos Olympus BX61-Fluoview FV300 y Zeiss LSM
800. A partir de las imagenes capturadas se realizd la cuantificacion de la relacién
nucleo/citoplasma de 30 células individuales transfectadas para cada condicion,
utilizando el software Fiji (Image J). Finalmente se realizé el analisis estadistico mediante
el test t de Student para medias independientes.

4.4.3. Preparacion y ensayos de acidos grasos para cultivo celular.

Se realizaron ensayos de transfeccion en los cuales se suplementaron las células
transfectadas con acido oleico-seroalbumina bovina (OA-BSA) (Sigma 03008) y con
acido palmitico-seroalbimina bovina (PA-BSA) generado a partir de acido palmitico
(Sigma P5585). Para la solubilizacion y conjugacién del acido palmitico con BSA se utilizé
un protocolo modificado del reportado por Seti et al., 2009. El protocolo consistié en
preparar 1 mL de una solucién 10 mM de acido palmitico en etanol absoluto por pesada
directa y una vez solubilizado agregar 1 mL de NaOH 10 mM en PBS. A continuacién, se
evaporé el etanol utilizando el Savant SpeedVac SC100. Posteriormente se agregd BSA
(Sigma A7030) en concentracion final 100 mg/mL y se homogeneizé. Finalmente, la
solucién preparada 10 mM de PA-BSA se desgased con nitrégeno para evitar la oxidacion
de los acidos grasos.
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Tanto OA-BSA como PA-BSA fueron utilizados como suplemento en cultivos de
células Caco-2 transfectadas con los plasmidos conteniendo fabp2 tanto en su forma
salvaje como para los mutantes generados. Los acidos grasos se utilizaron en una
concentracion final de 10 uM. La transfeccion se realizé como ya se describiera, pero
transcurridas las 48 post-transfeccion se lavaron las células con PBS y se agregdé 1 mL de
medio de cultivo sin SFB ni antibidticos y 1 uL de OA-BSA o PA-BSA 10 mM. Se incubaron
los cultivos, a 37° C, 5% CO; por 24 horas y posteriormente se continud con la fijacién,
tincidn y visualizacién como se describid previamente.

4.5. Expresion de Fabp2 salvaje y mutantes recombinantes.

La expresion de las proteinas recombinantes Fabp2wt, Fabp2'’K/A%R/A3K/A,
Fabp2'7K/A%8K/A>°R/A, Fabp2'/K/A y Fabp2?2K/A%°R/A se realiz6 utilizando el vector
pET5a en el cual se encontraba clonada inicialmente la regién codificante de fabp2, y
sobre el cual se realizaron todas las mutaciones. Los plasmidos fueron utilizados para
transformar células E. coli de la cepa BL21 (DE3) Star. Esta cepa posee el gen ARNpol T7
bajo el control del promotor lacUV5. Ademas, para evitar la degradacion de la proteina
de interés durante la purificacién esta cepa es deficiente en las proteasas lon y ompT.
BL21 (DE3) Star es también deficiente en ARNasa E, por lo que los ARNm expresados en
esta cepa poseen una vida media mayor. Una vez transformadas las bacterias, se
confirmé la presencia de cada inserto mediante PCR usando el plasmido purificado como
molde e iniciadores adecuados.

La expresidn y purificacidon de las proteinas se realizé en base a Esteves et al.,
2016, con algunas modificaciones dado el grado de pureza requerido para los ensayos
posteriores.

Cada clon confirmado de células E. coli BL21 (DE3) Star conteniendo cada uno de
los plasmidos correspondientes se plaqued en medio sélido LB-agar con 100 pug/mL de
ampicilina para utilizar como indculo en la expresion de las proteinas recombinantes.
Las colonias crecidas en LB-agar se inocularon 250 mL de ZYM5052 (ver anexo) (Studier
et al., 2005) con 100 pg/mL. El cultivo fue incubado a 37°C con agitacién orbital a 200
rpm durante 20 horas.

Transcurrido este tiempo se centrifugaron los cultivos a 5000xg a 4°C por 10
minutos para colectar las células, y se congelaron por 16 horas. Se descongelaron y
fueron resuspendidas en buffer de lisis (Tris-HCI 30 mM pH 8.3, NaCl 500 mM, DTT 1
mM, MgCl; 5 mM, PMSF 1mM) manteniendo una relacién de 5 mL por cada gramo de
pellet. A continuacion, se realizd la lisis celular mediante sonicacion (Sonic Ruptor 250
OMINI INTERNATIONAL) en hielo realizando 3 ciclos de 6 minutos de 50% de pulsos al
50% de amplitud. Posteriormente se realizd una incubacidn con DNasa y RNasa 20
ug/mL (Invitrogen) durante una hora a temperatura ambiente en agitacion y se
centrifugd a 15000xg a 4°C durante 20 minutos para obtener la fraccion soluble.
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4.6. Purificacidn de las proteinas recombinantes

La purificacidn de las cinco proteinas recombinantes se realizé mediante 3 pasos:
una precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia de exclusion molecular y
cromatografia de intercambio idnico.

Como primer paso, la fraccidn soluble resultante de la induccién de las proteinas
se precipitd con sulfato de amonio al 30% (ver anexo), durante 2 horas, a temperatura
ambiente y con agitacion. La mezcla se centrifugd a 15000xg y 4°C durante 15 minutos.
El sobrenadante recuperado se precipitd posteriormente con sulfato de amonio al 50%
(ver anexo) a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a 15000xg y 4°C durante
15 minutos. La fraccidén soluble recuperada (aproximadamente 20 mL) se dializé con
membrana de dialisis (Sigma D9777) contra 2 L de Tris-HCl 30mM pH8.3, a 4°C durante
16 h realizando un cambio a las 8 h. Luego se concentraron las muestras hasta un
volumen de 5 mL en membrana de didlisis con polietilenglicol 8000 (Sigma P5413).

La fraccidn concentrada se sometié a una cromatografia de exclusién molecular.
Dicha cromatografia se realizé utilizando una columna de 26 x 600 mm (HiPrep 26/60
Sephacryl S-100 HR, GE Healthcare), con un volumen total de lecho de 320 mL. Tanto la
elucién como los lavados previos y posteriores se realizaron con bomba peristaltica a un
flujo de 1 mL/min. En primer lugar, se lavo la resina con cuatro volumenes de columna
de agua desionizada filtrada, y luego se equilibré con dos volimenes de Tris-HCl 30mM
pH8.3, NaCl 150 mM. Las muestras concentradas fueron filtradas con filtros de acetato
de celulosa (Sartorius 11107—45y 11107—25) asi como también la fase mévil. Una vez
sembrada la muestra se descartaron los primeros 100 mL para luego colectar
fracciones de 3 mL utilizando un colector automatizado (Frac-920, GE Healthcare). Todas
las fracciones fueron analizadas mediante absorbancia a 280 nm en espectrofétometro
UV-1800 Shimadzu, y los picos del cromatograma fueron evaluados por electroforesis
SDS-PAGE 15% visualizados mediante tincién con Azul Coomassie.

Se verific6 mediante electroforesis el grado de pureza de las proteinas
recombinantes identificandolas por su masa molecular aparente. A aquellas fracciones
gue contenian la proteina de interés se les realizdé un espectro de absorcién en luz
ultravioleta en el rango entre 240 y 340 nm y fueron conservadas a -20°C hasta el
préximo paso de purificacion.

Finalmente se realizé el ultimo paso de purificacion mediante una cromatografia
de intercambio anidnico utilizando una columna HiTrap 5 mL Q XL (GE Healthcare). En
este caso se utilizé como fase movil el buffer Tris-HCI 5 mM pH 7. La elucidn se realizo
por gradiente creciente de NaCl. Las fracciones conservadas del paso anterior de
purificacion se descongelaron y se diluyeron 1/6 para disminuir el NaCl contenido en las
muestras y mantener el Tris-HCl a la misma concentracion que la fase movil. Ademas, se
llevé el pH de las muestras a pH 7 por el agregado gota a gota de HCl| concentrado
monitoreado por pHmetro.
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La matriz se equilibré con 5 volimenes de columna de Tris-HCl pH 7 5mM y se
sembro la muestra utilizando bomba peristaltica a un flujo constante de 1 mL/min. Los
pasos posteriores se realizaron utilizando el equipo automatizado para cromatografias
liquidas AKTAprime (GE Healthcare) también a un flujo constante de 1 mL/min. Se lavé
la columna con 5 volumenes de Tris-HCl pH 7 5mM y se comenzé un gradiente de NaCl
en 2 pasos: de 0-50% de NaCl en 25 mL, de 50-100% de NaCl en 10 mL. Durante los
lavados y elucidn se colectaron fracciones de 0.75 mL. Aquellas fracciones que
correspondieron a los picos visualizados en el cromatograma que devuelve el equipo se
evaluaron mediante SDS-PAGE 15% asi como también la fracciéon que no se unié a la
matriz y los lavados, verificando la presencia de la proteina de interés por peso
molecular. Nuevamente se juntaron las fracciones que contenian la proteina
recombinante y se realizaron espectros de absorcidon en el rango ultravioleta. Las
muestras fueron conservadas a -20°C hasta su posterior uso.

4.7. Evaluacion de la pureza, dialisis y liofilizacion

Las proteinas purificadas fueron analizadas por dicroismo circular para evaluar si
las mutaciones provocaron cambios conformacionales en las proteinas. Este trabajo se
realizé bajo la direccién del Dr. Mario Ermdacora (Universidad de Quilmes, Bs As,
Argentina). Para realizar este estudio fue necesario definir el grado de pureza de las
proteinas de acuerdo a un criterio definido por el Dr. Ermacora. Para ello se realizé un
analisis semicuantitativo mediante electroforesis utilizando diluciones seriadas al
décimo partiendo de entre 20 y 30 ug y asumiendo que una proteina deja de detectarse
con Azul Coomassie por debajo de 0.1 ug se calcula el porcentaje de cada contaminante
como 100*0.1/ ug de proteina total de la muestra en la que ya no se observa
contaminante. Un valor de pureza del 98% (2% de contaminante) o mayor es correcto
para realizar dicroismo circular, dado que los contaminantes significativos que posean
alto contenido de residuos aromaticos podrian interferir en los resultados.

Luego de confirmar el nivel de pureza adecuado, se dializaron las proteinas
contra agua desionizada dado que el Tris contenido en las muestras interfiere en los
ensayos de dicroismo circular (CD), en particular en el CD lejano. Finalmente, se
liofilizaron las muestras para facilitar el transporte a la Universidad Nacional de Quilmes
donde se realizaron los estudios de CD.
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4.8. Dicroismo circular de Fabp2 salvaje y mutantes.

Los ensayos de CD se realizaron en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de
la Universidad Nacional de Quilmes, con la colaboracion del Dr. Mario R. Ermacora y la
Lic. Pamela Toledo.

Las proteinas liofilizadas se resuspendieron en buffer fosfato de sodio 5mM pH
7, NaF 100 mM. Las medidas se realizaron en un espectropolarimetro Jasco 810 (Jasco
Corporation, Japan) a 20°C. Previamente se calibré el equipo siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El CD lejano se realizé midiendo entre 185 y 235 nm
en celda de cuarzo de 0.1 cm y aproximadamente 15 pM de muestra. Para el CD cercano
se escaned aproximadamente 30 uM de muestra, en el rango de 250 a 320 nm, en celda
de 1.0 cm. La velocidad de escaneo se sete6 de 20 nm/min para el CD lejano y 50 nm/min
para el CD cercano, con un tiempo de respuesta de 1 s, colectando los datos cada 0.2
nmy 1 nm de ancho de banda. Para cada muestra se tomaron cinco espectros los cuales
fueron promediados y suavizados utilizando el polinomio de cuarto grado de Savitzky—
Golay. Finalmente, para comparar los espectros de cada proteina, se normalizé por la
concentracion por cada enlace peptidico para el CD lejano, y la concentracién proteica
total para el CD cercano.

4.9. Delipidacion de Fabps recombinantes.

Para retirar los ligandos hidréfobicos unidos a la proteina se realizé una
cromatografia de afinidad utilizando Llpidex (Hidroxyalkoxipropil-Dextran, Type VI,
Sigma H6258).

La resina (1 gr) se dejé toda la noche con 6 mL de etanol absoluto. Se retird el
exceso de etanol y se agregaron 5 volimenes de Tris-HCl 30 mM pH 8.2, y NaCl 1M. Se
dejo decantar la matriz y se retird el sobrenadante. Este procedimiento se repitid 4 veces
y en el ultimo lavado se empaquetd la resina en columna. Previo a la delipidacion a cada
una de las proteinas recombinantes se les aumentd la concentracion de NaCl a 1M. A
continuacion, se agrego la solucién de proteina a la resina y se incubd durante 1 hora a
37°C en agitaciéon. Las cinco proteinas recombinantes fueron delipidadas en paralelo
utilizando distintas columnas.

Transcurrida la incubacion, se eluyd cada proteina por gravedad y se conservo a
-20°C. Se realizé una segunda elucidn por el agregado de 1 volumen de columna de
buffer Tris-HCl 30 mM pH 8.2 NaCl 1M y nuevamente se guardé a -20°C.

El producto final se dializé contra Tris-HCl 30 mM pH 8.3, para retirar el NaCl de
la muestra. Se empled membrana de didlisis con un punto de corte de 14 kDa (Sigma
D9777). La dosificacidon de las proteinas delipidadas se realizé mediante absorbancia a
280 nm utilizando el coeficiente de extincién molar tedrico.
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4.10. Ensayos de union al ligando fluorescente BODIPY FL C16 de Fabp2 salvaje y
mutantes.

Con el objetivo de evaluar las propiedades de uniéon de las cinco Fabp2
producidas se realizaron ensayos de unién empleando el ligando fluorescente BODIPY
FL C16 (Invitrogen). La solucién stock de BODIPY FL C16 1mM se preparé en DMSO, a
partir de la cual se realizé la solucién de trabajo 3 uM. Se realizaron espectros de
absorcion y emision del BODIPY FL C16 diluido en etanol y buffer Tris 30 mM pH 8.3. El
mismo buffer se utilizd en los ensayos con proteinas. A partir de éstos, se obtuvo las
longitudes maximas de excitacidon y emisién adecuados para las condiciones de trabajo.
Los ensayos de union se realizaron en un espectrofluorimetro Chronos FD Fluorescence
Lifetime Spectrometer a 25°C en oscuridad en celda de cuarzo, esperando 2 minutos
entre cada medida. Para el disefio del ensayo se utilizdé una concentracion final fija de
proteina 0.5 uM, y BODIPY FL C16 en concentraciones variables crecientes de 0, 0.05,
0.1,0.2,0.3,0.50.7y 1 uM.

Todas las medidas se realizaron en duplicado en 300 uL de volumen final. Los
datos se analizaron realizando curvas de saturacion de las proteinas. Las curvas de cada
proteina fueron corregidas por el valor de intensidad de fluorescencia correspondiente
a la emisién del BODIPY FL C16 en buffer (ver anexo).

4.11. Ensayos de expresion de fabp2 in vivo.
4.11.1. Cria de peces

Se utilizaron peces cebra adultos salvajes de la linea TAB-5, cedidos por el
Instituto Pasteur de Montevideo. Durante la realizacién del experimento se
mantuvieron en peceras termostatizadas de 25 L con agua mili Ro aireada,
suplementada con 0.5 mL/L de una solucion stock de 80 g/L de sales marinas. El pHy la
conductividad se mantienen constantes en el rango de 6.5 - 7 y 200 - 250 puS/cm?
respectivamente. La temperatura de las peceras se mantuvo constante a 27°C bajo un
ciclo de luz/oscuridad de 14/10 horas.

4.11.2. Obtencién de muestras para estudios de expresion

Se emplearon peces cebra adultos sacrificados luego de media hora, una horay
media, tres, cuatro, seis y diez horas de alimentados. El grupo control se mantuvo 24
horas sin comer (no alimentados). El resto de los grupos se mantuvieron 24 horas sin
comer y luego alimentados con yema de huevo seca en polvo, durante el tiempo
indicado. Se emplearon grupos de 5 peces por grupo.
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Los peces se sacrificaron de acuerdo con el protocolo aprobado por la CHEA N°
240011-000984-17 “Sacrificio y posterior diseccidn de intestino de pez cebra adulto para
estudios de absorcién lipidica” disecando el intestino anterior. Los intestinos fueron
homogeneizados en Trizol y mantenidos a -802C hasta su uso.

4.11.3. Extraccion de ARN de muestras de intestino anterior de Danio rerio.

Se aisld ARN total de 5 intestinos anteriores para cada condicién utilizando el
reactivo Trizol (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Los 5 intestinos de
cada condicion fueron resuspendidos en 1 mL de Trizol y se realizé la lisis mecdnica con
homogenizador para eppendorfs (Pellet Pestle Sigma). Se agregd cloroformo con lo cual
se forma una mezcla capaz de ser separada por centrifugacién en dos fases, acuosa y
organica. Se aislo la fase acuosa y se precipitd le ARN con isopropanol. Finalmente se
lavd el ARN con etanol 75% vy se solubilizé en H,0 libre de nucleasas.

Posteriormente se digirié con DNAsa (RQ1 RNasa Free Promega), incluyendo un
inhibidor de RNasas (RNas OUT, Invitrogen) y se incubd 1 hora a 37°C. A continuacién,
se agrego agua y fenol, se centrifugd y se recuperd la fase acuosa donde se encontraba
el ARN. El mismo se precipitd con acetato de sodio 3 M y etanol y se dejé durante 16
horas a -20°C. Finalmente se centrifugd, se lavd el precipitado con etanol y se
resuspendid en 10 uL de H,O0 libre de nucleasas

Una vez obtenido los ARNs se analizaron por electroforesis en agarosa 1%
utilizando todos los reactivos libres de nucleasas y los materiales tratados con agua
DEPC.

4.11.4. Retrotranscripcion de ARN mensajero

Para generar el ADN copia (cDNA) se realizd la retrotranscripcién del ARN
utilizando oligonucleétidos de deoxy-timidina (oligo dT), y transcriptasa reversa
Superscript Il (Invitrogen). Para ello, 5 ug de ARN molde fue incubado durante 5 minutos
a 65 °C con 50 ng de oligo dT, 1 uL de dNTPs 10 mM y agua libre de nucleasas hasta un
volumen final de 13 pL. Luego se agregaron 4 uL de buffer de reaccion 5x First-Strand
Buffer para la transcriptasa reversa Superscript lll, 1 uL de DTT 0.1 M, 1 ulL del inhibidor
RNaseOUT, y 1 pL de la enzima (200 unidades enzimaticas). La mezcla se incubd durante
50 minutos a 50°C. A continuacidén, se inactivd la enzima por calor incubando por 15
minutos a 70°C. Finalmente se agregd 1 uL de RNAsa H para la degradacion del ARN
utilizado como molde.
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4.11.5. PCR en tiempo real

Para evaluar los niveles de fabp2 bajo las distintas condiciones alimentarias se
realizé una cuantificacioén relativa por PCR en tiempo real (QPCR). Para cada condicién
se realizaron 3 réplicas técnicas. Se empleo el gen del Factor de elongacion 1o (eeflal)
como normalizador (housekeeping).

Fueron empleados 25 ng de cDNA de cada condicién, como molde para
amplificar los genes seleccionados en la reaccidon de qPCR utilizando un par especifico
de cebadores para cada gen. Todas las determinaciones se hicieron utilizando SensiFAST
SYBR Hi-Rox Kit (Bioline). Este kit contiene la sonda fluorescente SYBR Green, hot start
DNA polimerasa, el buffer especifico y los dNTPs necesarios para la reaccién. Las
reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen final de 10 pL, conteniendo los
cebadores en una concentracion final de 0.4 uM. El primer paso de la reaccién es una
incubacién a 95°C durante 2 minutos para activar la polimerasa, y luego 40 ciclos a 95°C
por 5 segundos para desnaturalizar el cDNA molde, 62°C durante 15 segundos para la
hibridizacién de los cebadores y 60°C durante 15 segundos para la extensién. La eleccién
de la temperatura de hibridacidon debid ponerse a punto para aumentar la especificidad
de los cebadores.

Debido a que se utilizd la quimica SYBR Green como sistema de deteccion , fue
posible realizar curvas de disociacidn de los amplicones generados para verificar la
presencia de un Unico producto de amplificacion. Las reacciones se llevaron a cabo en
un Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System. Los datos obtenidos fueron
procesados en una primera instancia con el Applied Biosystems 7500 and 7500 FAST
software versién 2.0.4.

Los cebadores especificos fueron disefiados con la herramienta online Primer
Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabla 4.1). Se generaron
cebadores especificos para fabp2 y como normalizador el gen eeflal, cuya eficacia fue
comprobada previamente (Esteves et al., 2016).

Se realizaron las curvas estandar y se calcularon las eficiencias (ver anexo) para
cada par de cebadores utilizando como molde cDNA para el gen eeflal y el plasmido
fabp2-pET5a para la amplificacién de fabp2. Las concentraciones ensayadas se
realizaron por diluciones seriadas al cuarto, a partir de 35 ng.

Tabla 4.1. Cebadores empleados en ensayos de qPCR. Fw: forward; Rev: reverse.

fabp2 gfabp2_Fw CGACCGCAATGAGAACTACGAG  64.0
gfabp2_Rev  TCTGCTCCAGGGTGATCTTCAG  64.0
eeflal qEfla_Fw CCCTCAATCACACCGTTCCAAA  62.1
qEfla_Rev AGTAGAGTGCCCAGGTTTAGAGA 62.9
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La determinacidn de los valores relativos de ARN se realizé6 mediante el método
de 24ACT (Livak et al., 2011) utilizando como condicidn calibradora los cDNA generados
a partir de las muestras de intestino del grupo de peces no alimentados. Para el cdlculo
el primer valor de ACT se obtuvo normalizando los valores contra el gen eeflal, y en
segunda instancia el AACt se calculé en relacion a la condicion calibradora.
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5. RESULTADOS

En este trabajo los resultados se han dividido dos grandes secciones con
enfoques distintos pero complementarios, para estudiar por un lado como la Fabp2 de
D. rerio ingresa al nucleo del enterocito, y por otro analizar cémo se regula su expresion
respecto a la dieta.

Estudio de los mecanismos moleculares que regulan el ingreso al nucleo
de la proteina Fabp2 de Danio rerio.

5.1. Estudios in silico.

Antecedentes de nuestro grupo de investigacion, han evidenciado la presencia
de Fabp2 en el nucleo del enterocito de D. rerio. Sin embargo, esta proteina no contiene
la clasica sefal de localizacion nuclear descrita en Dingwall et al., 1982 y Kalderon et al.,
1984b formada por una sucesién de residuos bdsicos en la secuencia primaria. Por otro
lado, se ha reportado que proteinas de la familia a la que pertenece Fabp2 tienen una
NLS tridimensional a nivel de las hélices o.. Dado que no se ha reportado la estructura
tridimensional de la proteina en estudio, se realizé un modelo por homologia utilizando
como referencia la estructura de la apo FABP2 de rata (1IFC.pdb) con la cual posee un
67.2 % de identidad de secuencia (Figura 5.1). La desviacién de la media cuadratica
(RMSD) entre las distancias entre los carbonos o y la cadena principal fue de 0.079 Ay
0.114 A entre el modelo generado y la estructura utilizada como molde.

Al mismo tiempo, se realizaron modelos por homologia utilizando como molde
estructuras de FABP2 unida a ligandos. Para este caso se utilizaron las estructuras de
FABP2 de humano unida a acido oleico (2MO5.pdb) y de rata unida a acido palmitico
(11IFB.pdb). Se obtuvieron valores de RMSD entre carbonos a y cadena principal de cada
modelo con su correspondiente molde de 0.093 A y 0.143 A; y 0.124 A y 0.163 A
respectivamente.

Figura 5.1. Modelo por homologia de Fabp2 de D.
rerio a partir de FABP2 de R. norvegicus (1IFC. pdb).
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La superposicién de nuestro modelo con el de FABP4 reportado (1LIB.pdb)
mostré que los aminodcidos Lisina 17 (K17), Arginina 29 (R29) y Lisina 30 (K30) se
posicionan de manera muy similar a la de la sefial descrita (K21, R30, K31), a pesar que
el alineamiento de secuencias aminoacidicas no lo mostraban (Figura 5.2).

Figura 5.2. Alineamiento de estructuras de FABP4 (1LIB) y el modelo de Fabp2 de D. rerio. Se destacan la
NLS descrita para FABP4 en rojo, y la propuesta para Fabp2 en azul.

Los mismos autores que describieron la sefial tridimensional, analizaron si la
misma era dependiente del ligando, encontrando que ciertos ligandos activaban la sefial
mientras que otros no lo hacian. Observaron que en estructuras de FABP4 unida a acidos
grasos no activadores, los ligandos sobresalen desde su sitio de unidn a través de la
region portal provocando el cambio de posicion de la Fenilalanina 57 (F57) hacia una
posicién que los autores definieron como abierta. Por otro lado, la unién aligandos
activadores posicionan a la F57 en una conformacioén cerrada. El estado apo de la FABP4
muestra una posicion intermedia de F57 entre el estado abierto y cerrado (Gillian et al.,
2007). En base a este antecedente, analizamos si la translocacidon nuclear de Fabp2 se
podria regular en base a este cambio conformacional, dado que en Fabp2 hay una
Fenilalanina (F56), posicionada en la misma regién que F57 de FABP4. De acuerdo al
modelado de Fabp2 mediante homologia con la estructura cristalografica de FABPs
intestinales unidas a acido oleico (PDB 2MO?5) y a 4cido palmitico (PDB 2IFB), se observd
gue ambos ligandos favorecen la conformacién cerrada de F56 (Figura 5.3), lo cual
sugiere que se trata de ligandos activadores.
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Figura 5.3. Superposicion de modelos de Fabp2 con distintos ligandos y FABP4. Se muestra en negro
FABP4-acido oleico (PDB 1LIB), en rojo FABP4-acido linoleico (PDB 2Q9S), en azul y verde modelo por
homologia de Fabp2 de D. rerio realizado con FABP2-acido oleico (PDB 2MO5) y FABP2-acido palmitico
(PDB 2IFB) respectivamente.

En FABP4, la posicidn cerrada inducida por ligandos activadores, la F57 establece
contacto con la Valina 32 de la hélice all, quedando en posicidn paralela y empujandola
hacia afuera. En cambio, en la conformacién abierta observada para la unién de ligandos
no activadores, F57 empuja la V32 hacia el lado opuesto. A su vez, la V32 esta adyacente
a los residuos K31 y R30 que forman parte de la NLS de FABP4, lo que sugiere que
podrian influir sobre estos residuos, cuando la proteina se une a ligandos activadores
(Gillilan et al., 2007). En este sentido, realizamos la busqueda in silico de residuos que
respondan a este mecanismo en el modelo realizado de FABP2 unido a ligandos. Se
encontré que la Leucina 31, se ubica de forma muy similar a la V32 de FABP4,
posicionandose también paralelamente. Asimismo, las distancias entre F57 y V32 de
FABP4 y F56 y L31 de FABP2 son también semejantes (Figura 5.4). Estos resultados
apoyan la presencia de una NLS en Fabp2, que se comporte de forma similar a la descrita
para otras proteinas de la familia.
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Y

Figura 5.4. Superposicién de Fabp2 modelada con acido oleico y FABP4. Se muestra en azul la F57 y V32
de FABP4-acido oleico (PDB 1LID), y en rojo la F56 y L31 de Fabp2-acido oleico. Se destacan las distancias
entre los aminoacidos.

5.2. Ensayos en cultivos celulares

Analizamos el efecto de las posibles sefiales de localizacion de la proteina Fabp2
transfectando en la linea celular Caco-2 la forma salvaje de esta proteina y cada uno de
los mutantes generados. Estudiamos ademds, como afectaban los ligandos acido
palmitico y oleico a la sefial. Para ello previamente fue necesario realizar las mutaciones
puntuales y generar los constructos necesarios.

5.2.1. Mutagénesis dirigida

Si bien el modelo nos indica como posible NLS los residuos K17, R29 y K30,
consideramos también realizar construcciones con K28 por ser otro aminoacido basico
gue se encuentra en la misma region que los anteriores.

Se realizaron mutaciones en el gen de fabp2 sobre los codones que codifican
estos aminoacidos seleccionados como posibles NLS, mediante mutagénesis dirigida, en
varias combinaciones. Los mutantes fueron generados en pasos sucesivos de reacciones
de PCR sobre la region codificante del gen clonado en el vector pET5a. La eficacia de las
reacciones de mutagénesis fue determinada mediante secuenciacién. La Figura 5.5
muestra la secuencia de los mutantes alineadas con la secuencia de la forma salvaje .
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Figura 5.5. Control de eficacia de mutagénesis dirigida. Alineamiento de secuencias nucleotidicas de
fabp2wt, fabp2’K/A, fabp2*’K/A?°R/AXK/A, fabp2YK/A2K/AZR/Ay fabp2?8K/A*°R/A. En rojo se destacan
los nucledtidos mutados segulin corresponda.
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Resultados

5.2.2. Clonado de fabp2 y mutantes en pDCNA3-EGFP y purificacion de plasmidos para
ensayos de cultivo celular

Las regiones codificantes de fabp2 y la de los mutantes fueron amplificadas
mediante PCR, a partir de los clones que contienen los fragmentos correspondientes
(Figura 5.6). Para las reacciones de PCR se utilizaron oligonucledtidos especificos que
incluyen los sitios de restriccion de las enzimas BamH! y Xhol, y en particular en el
cebador reverso el linker de glicina-alanina. Por lo tanto, el tamafio esperado para el
amplicon de cada uno de las variantes es de 432 pares de bases.
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Figura 5.6. Amplificacion de fabp2wt y mutantes a partir de los clones en pET5a. Electroforesis en gel de
agarosa 1% de productos de PCR. MPM: marcador de peso molecular, C-: control negativo de la PCR, 1:

producto de amplificacién de los clones segun corresponda: A: fabp2wt, B: fabp2'’K/A, C:
fabp27K/AZR/A3OK/A, D: fabp21’K/A%K/A?°R/A, E: fabp2?6K/A®R/A.

A continuacion, los fragmentos fueron clonados en el vector pCR Blunt, y
posteriormente digeridos con las enzimas BamHI y Xhol y ligados al vector pCDNA3-
EGFP. Se seleccionaron 3 clones para cada variante y se analizé la presencia del inserto
mediante amplificacién por PCR sobre los plasmidos purificados de cada clon, utilizando
los oligonucledtidos mencionados previamente (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Clonado de fabp2wt y mutantes en pCDNA3-EGFP. Electroforesis en gel de agarosa 1% de
productos de PCR. MPM: marcador de peso molecular, C-: control negativo de la reaccion, 1-3: producto
de amplificacion segln corresponda. A: fabp2wt, B: fabp2’K/A, C: fabp2'’K/A*R/A3°K/A, D:
fabp27K/AZK/AR/A, E: fabp2?6K/AZR/A.

Se determind que todos los clones fueron positivos para las variantes analizadas,
a excepcidon de la isoforma salvaje, en la cual sélo un clon contenia el inserto. La
secuenciacion de los clones seleccionados confirmé la presencia de las regiones
codificantes de fabp2wt; fabp2'’K/A; fabp2'’K/A?°R/A%K/A; fabp2'’K/A2K/A°R/A y
fabp2?2K/A%°R/A en el marco de lectura adecuado para la expresion correcta de las
proteinas de fusion a EGFP (Figura 5.8).
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fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2Y7K/A2R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A%K/A*R/A-pCDNA3_EGFP
fabp228K/A2R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2Y7K/A2R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A%K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp228K/A2R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A%R/A3XK/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A%K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?8K/A?°R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A?R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A%K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?2K/A?°R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp27K/A2R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2Y7K/A%K/A2°R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?8K/A2°R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2*7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A?°R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A?6K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?8K/A2°R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A*R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A%K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp226K/A?R/A-pCDNA3_EGFP

Resultados

GGATCCATGACCTTCAACGGGACCTGGAAAGTCGACCGCAATGAGAACTACGAGAAGTTC
GGATCCATGACCTTCAACGGGACCTGGAAAGTCGACCGCAATGAGAACTACGAGGCCTTC
GGATCCATGACCTTCAACGGGACCTGGAAAGTCGACCGCAATGAGAACTACGAGGCCTTC
GGATCCATGACCTTCAACGGGACCTGGAAAGTCGACCGCAATGAGAACTACGAGGCCTTC
GGATCCATGACCTTCAACGGGACCTGGAAAGTCGACCGCAATGAGAACTACGAGAAGTTC

Kk kkhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkkhxk** * Kk K

ATGGAACAAATGGGCGTCAACATGGTGAAAAGGAAACTGGCTGCCCATGACAACCTGAAG
ATGGAACAAATGGGCGTCAACATGGTGAAAAGGAAACTGGCTGCCCATGACAACCTGAAG
ATGGAACAAATGGGCGTCAACATGGTGAAAGCCGCCCTGGCTGCCCATGACAACCTGAAG
ATGGAACAAATGGGCGTCAACATGGTGGCCGCCAAACTGGCTGCCCATGACAACCTGAAG
ATGGAACAAATGGGCGTCAACATGGTGGCCGCCAAACTGGCTGCCCATGACAACCTGAAG

Kk kkhkhkhkhhhhkhhhhkhhkkhkhkhkkx* Kk kkhkkhkhhkhhkhhkhhKhhkhkkkkx

ATCACCCTGGAGCAGACCGGAGACAAGTTCAACGTGAAGGAAGTCAGCACTTTCCGCACA
ATCACCCTGGAGCAGACCGGAGACAAGTTCAACGTGAAGGAAGTCAGCACTTTCCGCACA
ATCACCCTGGAGCAGACCGGAGACAAGTTCAACGTGAAGGAAGTCAGCACTTTCCGCACA
ATCACCCTGGAGCAGACCGGAGACAAGTTCAACGTGAAGGAAGTCAGCACTTTCCGCACA
ATCACCCTGGAGCAGACCGGAGACAAGTTCAACGTGAAGGAAGTCAGCACTTTCCGCACA

B e T T R R T

CTGGAAATTAACTTTACTCTGGGCGTCACCTTTGACTATTCTCTGGCAGACGGCACTGAG
CTGGAAATTAACTTTACTCTGGGCGTCACCTTTGACTATTCTCTGGCAGACGGCACTGAG
CTGGAAATTAACTTTACTCTGGGCGTCACCTTTGACTATTCTCTGGCAGACGGCACTGAG
CTGGAAATTAACTTTACTCTGGGCGTCACCTTTGACTATTCTCTGGCAGACGGCACTGAG
CTGGAAATTAACTTTACTCTGGGCGTCACCTTTGACTATTCTCTGGCAGACGGCACTGAG

B L R T T

CTCACAGGATCCTGGGTCATAGAGGGAGACACGCTCAAGGGGACTTTCACACGCAAGGAC
CTCACAGGATCCTGGGTCATAGAGGGAGACACGCTCAAGGGGACTTTCACACGCAAGGAC
CTCACAGGATCCTGGGTCATAGAGGGAGACACGCTCAAGGGGACTTTCACACGCAAGGAC
CTCACAGGATCCTGGGTCATAGAGGGAGACACGCTCAAGGGGACTTTCACACGCAAGGAC
CTCACAGGATCCTGGGTCATAGAGGGAGACACGCTCAAGGGGACTTTCACACGCAAGGAC

B L T

AACGGAAAGGTACTAACAACAGTCAGGACTATCGTTAATGGTGAACTTGTACAGAGCTAT
AACGGAAAGGTACTAACAACAGTCAGGACTATCGTTAATGGTGAACTTGTACAGAGCTAT
AACGGAAAGGTACTAACAACAGTCAGGACTATCGTTAATGGTGAACTTGTACAGAGCTAT
AACGGAAAGGTACTAACAACAGTCAGGACTATCGTTAATGGTGAACTTGTACAGAGCTAT
AACGGAAAGGTACTAACAACAGTCAGGACTATCGTTAATGGTGAACTTGTACAGAGCTAT

B R

AGCTATGATGGAGTCGAGGCCAAGAGGATTTTCAAGAGGGCTGCCGGCGCCGGCGCCGGL
AGCTATGATGGAGTCGAGGCCAAGAGGATTTTCAAGAGGGCTGCCGGCGCCGGCGCCGGL
AGCTATGATGGAGTCGAGGCCAAGAGGATTTTCAAGAGGGCTGCCGGCGCCGGLCGCCGGL
AGCTATGATGGAGTCGAGGCCAAGAGGATTTTCAAGAGGGCTGCCGGCGCCGGLCGCCGGL
AGCTATGATGGAGTCGAGGCCAAGAGGATTTTCAAGAGGGCTGCCGGCGCCGGCGLCGGL

B R
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fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/AR/AK/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A%K/A*R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?28K/A2°R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2Y7K/AR/AK/A-pCDNA3_EGFP
fabp27K/A28K/A2°R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?6K/A2R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A%R/A3XK/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A%K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?8K/A?°R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A?°R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2Y7K/A2K/A2°R/A-pCDNA3_EGFP
fabp228K/A°R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2Y7K/A?R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A%K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?6K/A?R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2Y7K/A%R/A3XK/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A%K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?6K/A?R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A?R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A?8K/A*R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?6K/A?R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp27K/A-pCDNA3_EGFP
fabp27K/A2°R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp27K/A28K/A2°R/A-pCDNA3_EGFP
fabp228K/A2°R/A-pCDNA3_EGFP

Resultados

GCCGGCCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTG
GCCGGCCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTG
GCCGGCCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTG
GCCGGCCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTG
GCCGGCCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTG

Kk kkhkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkx*

GTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGL
GTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGLC
GTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGL
GTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGC
GTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGL

Kk kkhkhkhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkkhkk*

GATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTG
GATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTG
GATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTG
GATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTG
GATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTG

B e T T R R T

CCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCC
CCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCC
CCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCC
CCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCC
CCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCC

hkkkhkkhkhhkhhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhhhhhhhkhhkkhkhkhkkhkkhkkkx*

GACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAG
GACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAG
GACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAG
GACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAG
GACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAG

B L T R

CGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAG
CGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAG
CGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAG
CGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAG
CGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAG

i L

GGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAAC
GGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAAC
GGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAAC
GGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAAC
GGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAAC

i T

ATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGAC
ATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGAC
ATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGAC
ATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGAC
ATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGAC

i T
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fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2Y7K/A%R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2Y7K/A28K/A2°R/A-pCDNA3_EGFP
fabp226K/A%R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2Y7K/A2R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A%K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp228K/A2R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp217K/A-pCDNA3_EGFP
fabp27K/AR/AZK/A-pCDNA3_EGFP
fabp217K/A2K /AR /A-pCDNA3_EGFP
fabp2?8K/A?R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A2R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A%K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?8K/A?°R/A-pCDNA3_EGFP

fabp2wt-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2'7K/A?°R/A3K/A-pCDNA3_EGFP
fabp2V7K/A%K/A?R/A-pCDNA3_EGFP
fabp2?8K/A?°R/A-pCDNA3_EGFP

Resultados

AAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGC
AAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGC
AAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGC
AAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGC
AAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGC

B L L T R T T

GTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTG
GTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTG
GTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTG
GTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTG
GTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTG

Kk kkhkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkkhkhkhkk*

CCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAACAAAGACCCCAACGAGAAGCGC
CCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAACAAAGACCCCAACGAGAAGCGC
CCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAACAAAGACCCCAACGAGAAGCGC
CCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAACAAAGACCCCAACGAGAAGCGC
CCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAACAAAGACCCCAACGAGAAGCGC

hkkkhkhhkhhkhhhhhhhhkhhhhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhkhhhkhkhkkhkhkhkkhkkhkkkx*

GATCACATGGTCCTGCTGGAATTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACCAA
GATCACATGGTCCTGCTGGAATTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACCAA
GATCACATGGTCCTGCTGGAATTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACCAA
GATCACATGGTCCTGCTGGAATTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACCAA
GATCACATGGTCCTGCTGGAATTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACCAA

Kk kkhkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhkhhkhkhkhhkhhhhhhhhkhkhkhhkhhkhkkhkkhkkhkkhkhkkkkx
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Figura 5.8. Alineamiento de secuencias nucleotidicas de fabp2wt-pCDNA3_EGFP; fabp2'’K/A-

pCDNA3_EGFP;

fabp2'7K/AR/A3K/A-pCDNA3_EGFP;

fabp2Y'K/A*K/A*°R/A-pCDNA3_EGFP

Y

fabp2?8K/A*°R/A-pCDNA3_EGFP). En rojo se destacan las mutaciones realizadas; subrayados los sitios de

las enzimas de restriccion BamHI y Xhol; en azul el linker de glicina-alanina y en verde la secuencia

codificante para la EGFP.

Finalmente se realizd la purificacidn y dosificacidon de los pldsmidos a mediana

escala para cada uno de los clones seleccionados. Las concentraciones obtenidas se

detallan en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Dosificacion de preparaciones plasmidicas conteniendo la regidn codificante de fabp2wt y
mutantes en el vector pCDNA3-EGFP.

fabp2wt-pCDNA3_EGFP 0.53
fabp21’K/A-pCDNA3_EGFP 0.70
fabp217K/A*R/A3K/A-pCDNA3_EGFP 0.85
fabp21’K/A%K/A°R/A-pCDNA3_EGFP 1.87
fabp228K/A2°R/A-pCDNA3_EGFP 0.80

5.2.3. Puesta a punto de condiciones de transfeccién

Para la optimizacion de los experimentos de transfeccién se ensayaron
diferentes condiciones variando pardametros como el tiempo de incubacidén del cultivo
previo a la transfeccidn, el nimero de células por pocillo, la cantidad de lipofectamina y
el tiempo de incubacién post transfeccion. En base a las pruebas realizadas se opté por
utilizar cultivos en monocapa de 24 horas respecto a 48 horas, dado que no se
observaron grandes cambios en las dos condiciones ensayadas. En cuanto a la cantidad
de células, se optd por emplear 1x10° células por pocillo, dado que un mayor nimero
de células resulté en una menor eficiencia de transfeccion.

Los tiempos de incubacidn post transfeccion mostraron diferencias en cuanto a
la tasa de transfeccién. En los cultivos incubados por 24 horas, la transfeccién fue casi
nula tanto para el control positivo (pCDNA-EGFP) como para el pldsmido con la forma
salvaje de fabp2. En cambio, los cultivos incubados 48 horas fueron positivos para los
mismos plasmidos ensayados, y la eficiencia de transfecciéon dependié del volumen de
lipofectamina utilizado, evaluado cualitativamente (Figura 5.9 A y B). Para los cultivos
incubados 72 horas luego de la transfeccidn, los resultados fueron muy similares a los
obtenidos a las 48 horas, por lo tanto, se optd por utilizar esta ultima para reducir los
tiempos experimentales. Vale mencionar que en las transfecciones con el plasmido
pPCDNA-EGFP, se observa la expresion de EGFP tanto en el citoplasma como en el nicleo
de la célula. Probablemente esto se deba a la sobreexpresidon de esta proteina lo que
provoca fugas a nivel nuclear, incluso en ausencia de una NLS especifica (Sessler et al.,
2005). Este control positivo fue incluido en todos los ensayos posteriores, verificandose
gue la localizacion de EGFP no se altera en respuesta a los cambios realizados.
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fabp2wt- ,
LTX (uL) | pCDNA3-EGFP OCDNA3-EGFP sin pCDNA-EGFP
- .
- .
1.75
B LTX (uL)

1.25 1.75

Figura 5.9. Evaluacion de la eficiencia de transfeccidén en células. Transfecciones de cultivos de 24 horas
de células Caco-2 con 1 pg de plasmido segln corresponda e incubados 48 horas previo a la fijacién. A:
Transfecciones utilizando 0.75, 1.25 y 1.75 ulL de LTX, con los pldsmidos pCDNA3-EGFP (control positivo),
fabp2wt-pCDNA3-EGFP y sin adicidn de pladsmido (control negativo). Barra 100 um. B: Transfecciones con
el plasmido fabp2wt-pCDNA3-EGFP utilizando 1.25 y 1.75 pL de LTX (Lipofectamina) a mayor aumento.
Azul: DAPI, Verde: EGFP o proteina de fusion a EGFP, segun corresponda. Barra 20 um.
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De acuerdo a las cantidades de Lipofectamina empleadas, se consideré adecuado
continuar los ensayos con 1.25 pL dado la similitud de los resultados obtenidos
utilizando 1.75 ulL (Figura 5.9 B). Asimismo, la cantidad de ADN a transfectar no resulté
ser limitante en las condiciones tratadas, por lo tanto, se trabajé con 1 ug. Por lo tanto,
todos los ensayos de transfeccidn posteriores se realizaron con un cultivo de 24 horas
con 1x10° células por pocillo, utilizando 1 ug de ADN, 1.25 plL de Lipofectamina (LTX) y
48 horas de incubacién luego de la transfeccion.

5.2.4. Estudio de localizacién celular de Fabp2wt.

Una vez optimizadas las condiciones de transfeccion se procedid al estudio de la
localizacion celular de la proteina Fabp2wt-EGFP. Nuestros resultados indican que esta
proteina se localiza tanto en el nudcleo como en el citoplasma de las células Caco-2
cultivadas en presencia de suero fetal bovino (SFB) (Figura 5.10).

Figura 5.10. Localizacién de Fabp2wt-EGFP en cultivos de células Caco-2 en presencia de SFB,
transfectadas con el plasmido fabp2wt-pCDNA3-EGFP. Azul: DAPI, Verde: proteina de fusion a EGFP,
segun corresponda. Barra 20 um.

Posteriormente se analizo el efecto de los acidos grasos palmitico y oleico en la
localizacion de la proteina salvaje, adicionando los mismos al cultivo. En estos ensayos
se emplearon cultivos sin suplemento de suero fetal bovino, para que los lipidos del
suero no interfirieran en el estudio (Figura 5.11).

La cuantificacion de estos ensayos mostré que hay una mayor proporciéon de la
proteina Fabp2wt-EGFP en el nlcleo en presencia de ambos acidos grasos con respecto
a los controles tanto al que no tiene el agregado de suero como el que si lo tiene (Figura
5.12). Asimismo, se observd que el acido oleico promueve la translocacion nuclear de la
proteina en mayor medida que el acido palmitico.
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s/SFB

c/SFB

Ole

Pal

Figura 5.11. Localizaciéon de Fabp2wt-EGFP en cultivos de células Caco-2 transfectadas con el pldsmido
fabp2wt-pCDNA3-EGFP. s/SFB: sin SFB; c/SFB: con SFB; Ole: 4cido oleico; Pal: acido palmitico. Azul: DAPI,
Verde: proteina de fusién a EGFP, segln corresponda. Barra 20 um.
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*hk

*kk sk Figura 5.12. Cuantificacién de la relacion
nucleo/citoplasma F(nuc/cyt) de la intensidad de
204 fluorescencia de Fabp2wt-EGFP, en células
transfectadas con el plasmido fabp2wt-pCDNA3-
a 1.54 EGFP. s/SFB: sin SFB; c/SFB: con SFB; Ole: acido
% oleico; Pal: acido palmitico. Se contaron 30
g 1.04 células para cada condicidn. Las barras de error
w indican el desvio estdndar. Test t de Student: ***
0.59 p <0.01.
0.0-

5.2.5. Estudio de la localizacion celular de Fabp2wt y los mutantes.

5.2.5.1. Fabp2'7K/A2R/A3°K/A.

Se estudid la localizacion celular de la proteina mutante Fabp2’K/A?°R/A3°K/A,
respecto a Fabp2wt, con la finalidad de encontrar si los residuos propuestos
corresponden a la sefial de localizacion nuclear. Se transfectaron en paralelo cultivos de
la linea Caco-2 con el pldsmido fabp2wt-pCDNA3-EGFP y fabp2’K/A?°R/A3°K/A-
pPCDNA3-EGFP suplementados con SFB. Los resultados obtenidos (Figura 5.13) muestran
gue los residuos propuestos no estarian implicados en la translocacién nuclear, dado
que la relacion de intensidad de fluorescencia nucleo/citoplasma medida, es incluso
mayor que para la forma salvaje de la proteina (Figura 5.14).
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Figura 5.13. Localizacién de la proteina Fabp2'’K/A,?°R/A,*°K/A. Cultivos de células Caco-2 en presencia
de SFB, transfectadas con el pldsmido fabp2wt-pCDNA3-EGFP (arriba) y fabp2'’K/A*R/A3K/A-
pCDNA3_EGFP (abajo). Azul: DAPI, Verde: proteina de fusidn a EGFP, segun corresponda. Barra 20 pum.

Figura 5.14. Cuantificacion de la relacién nucleo/citoplasma
F(nuc/cyt) de la intensidad de fluorescencia en células
transfectadas con el plasmido fabp2wt-pCDNA3-EGFP vy
fabp2'K/A?°R/A3°K/A-pCDNA3-EGFP. Se contaron 30 células
para cada condicion. Las barras de error indican el desvio
estandar. Test t de Student: *** p < 0.01.

F (nuc/cyt)

Con el objetivo de confirmar que los residuos seleccionados no conforman la NLS
repetimos el ensayo anterior con la adicién de los acidos grasos que provocan la
traslocacidn nuclear de la forma salvaje. Se realizé el analisis de la localizacidn celular de
la proteina mutante en cultivos con y sin suplemento de suero fetal bovino, y con la
adicién de acido oleico y acido palmitico (Figura 5.15). La cuantificacién de estos
resultados mostré que en presencia de acido palmitico y oleico el mutante
Fabp2’K/A,>°R/A,*°K/A-EGFP se comporta igual que en los controles (Figura 5.16).
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) . .
Pal . -

Figura 5.15. Localizacién de la expresidn de Fabp2'7K/A?°R/A3°K/A-EGFP en cultivos de células Caco-2
transfectadas con el plasmido fabp2'’K/A,?°R/A,*°K/A-pCDNA3-EGFP. s/SFB: sin SFB; ¢/SFB: con SFB; Ole:
acido oleico; Pal: acido palmitico. Azul: DAPI, Verde: proteina de fusion a EGFP. Barra 20 pum.

56



Resultados

Figura 5.16. Cuantificacidn de la relacidn
nacleo/citoplasma  F(nuc/cyt) de |la
intensidad de fluorescencia de
Fabp2’K/A?°R/A®K/A-EGFP en células
transfectadas con el pldsmido

fabp2Y7K/A2°R/A3°K/A-pCDNA3-EGFP.
s/SFB: sin SFB; ¢/SFB: con SFB; Ole: 4cido
oleico; Pal: 4cido palmitico. Se contaron

F (nuc/cyt)

30 células para cada condicion. Las barras

de error indican el desvio estandar

5.2.5.2. Fabp2'’K/A%K/A*R/A.

Continuando con la busqueda de la NLS, estudiamos otra combinacién de
aminodacidos basicos. En este caso, se probd con el constructo cuyo producto proteico
poseera la sustitucidn por alaninas de la lisina 17, lisina 28 y arginina 29
(Fabp27K/A,?8K/A,>°R/A). Nuevamente se transfectaron en paralelo cultivos de la linea
Caco-2 con el plasmido fabp2wt-pCDNA3-EGFP y fabp2'’K/A,?2K/A,*°R/A-pCDNA3-EGFP
suplementados con SFB. Los resultados obtenidos (Figura 5.17) muestran que los
aminodcidos propuestos si estarian implicados en la translocacion nuclear, dado que la
relacion de intensidad de fluorescencia nucleo/citoplasma medida, es
significativamente menor que para la forma salvaje de la proteina (Figura 5.18). Estos
resultados en conjunto de con los observados previamente, nos sugieren un rol
importante del residuo K28 en la NLS propuesta.
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Figura 5.17. Localizacién de la proteina Fabp2’K/A28K/A?°R/A. Cultivos de células Caco-2 en presencia de
SFB, transfectadas con el pldsmido fabp2wt-pCDNA3-EGFP (arriba) y fabp2'7K/A 22K/A°R/A -
pCDNA3_EGFP (abajo). Azul: DAPI, Verde: proteina de fusién a EGFP, seglin corresponda. Barra 20 um.

2.0

1.5

1.0

F (nucicyt)

0.5

0.0-

Figura 5.18. Cuantificacion de la relacion
nucleo/citoplasma F(nuc/cyt) de la intensidad de
fluorescencia en células transfectadas con el
plasmido fabp2wt-pCDNA3-EGFP %
fabp2'K/A?8K/A?°R/A-pCDNA3-EGFP. Se contaron
30 células para cada condicidn. Las barras de error
indican el desvio estandar. Test t de Student: *** p
<0.01.

A continuacion, para asegurarnos que los aminoacidos propuestos realmente

integran la sefal de localizacidn nuclear, se procedio a estudiar la localizacién celular de

la proteina Fabp2'’K/A%2K/A%°R/A sometida a diferentes composiciones de acidos grasos

en el medio de cultivo, dado que la composicidon exacta de acidos grasos en el suero fetal

bovino es desconocida. Para ello se realizaron ensayos en paralelo de células
transfectadas con el plasmido fabp2'/K/A?K/A*’R/A-pCDNA3-EGFP, con y sin el
suplemento de SFB. Ademas, se realizé el ensayo con el agregado de acido oleico, el cual

se comprobd previamente que promueve la localizacion nuclear de la proteina Fabp2 en
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su forma salvaje. Los resultados obtenidos muestran que ante la presencia de un acido
graso inductor de la translocacion nuclear, la proteina mutante en la NLS posee una
localizacion mayoritariamente citoplasmatica (Figura 5.19). Ademads, la relacidon de
intensidad de fluorescencia nucleo/citoplasma correspondiente a la proteina mutante
no varia segun la composicion del medio (Figura 5.20). Por lo tanto, la seial de
localizacion nuclear que permite el ingreso de la Fabp2 del pez cebra al nucleo celular
de las células Caco-2 estaria conformada por los aminodcidos Lisina 17, Lisina 28 y
Arginina 29, cuya estructura tridimensional se representa en la figura 21.

s/SFB

c¢/SFB

Ole

Figura 5.19. Localizacidn de la expresion de Fabp2'7K/A,%2K/A,?°R/A-EGFP en cultivos de células Caco-2
transfectadas con el plasmido fabp2'’K/A,?8K/A,*°R/A -pCDNA3-EGFP s/SFB: sin SFB; ¢/SFB: con SFB; Ole:
acido oleico. Azul: DAPI, Verde: proteina de fusién a EGFP. Barra 20 um.
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Figura 5.20. Cuantificacion de la relacion
nucleo/citoplasma F(nuc/cyt) de la intensidad de

-
[=]
1

fluorescencia en células transfectadas con el
plasmido fabp2'’K/A,*2K/A,?°R/A-pCDNA3-EGFP.
s/SFB: sin SFB; ¢/SFB: con SFB; Ole: acido oleico.
Se contaron 30 células para cada condicién. Las

F (nuci/cyt)
e
L3
1

barras de error indican el desvio estandar.

0.0-

Figura 5.21. Modelo por homologia de Fabp2. Se destacan los aminodcidos K17, K28 y R29
correspondientes a la NLS.

5.2.5.3. Fabp2'7K/A y Fabp228K/A%°R/A.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento, es de destacar
el rol de la K28 en la posible NLS. Es por ello que con objetivo de determinar si los tres
residuos participan en forma colaborativa o no, se evalud la localizacién celular de los
mutantes Fabp2’K/Ay Fabp228K/A?°R/A. Para ello se utilizé el mutante ya generado que
posee solo la mutacién de la lisina 17 por alanina, y se generé el que posee la mutacién
de la lisina 28 y arginina 29 por alaninas. Se transfectaron en paralelo cultivos de la linea
Caco-2 con el pldsmido fabp2wt-pCDNA3-EGFP, fabp2'’K/A-pCDNA3-EGFP vy
fabp2?8K/A?°R/A-pCDNA3-EGFP suplementados con SFB. Los resultados obtenidos
(Figura 5.22) muestran que los estos aminoacidos asi evaluados no serian capaces de
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funcionar como seial de localizacién nuclear dada la presencia de la proteina a nivel
nuclear. Sin embargo, la relacién de intensidad de fluorescencia nucleo/citoplasma
medida de la proteina salvaje es significativamente mayor que para los mutantes (Figura
5.23) pero su efecto es menor que para el mutante Fabp2'/K/A 28K/A%°R/A . Pareceria
evidente que los tres residuos actian de forma cooperativa siendo necesarios para
actuar como NLS. Nos quedd pendiente generar los mutantes individuales de 22K/A y
2R/A.

Fabp2wt

Fabp2'7K/A

Fabp22K/A®R/A

Figura 5.22. Localizacién de las proteinas Fabp2'’K/A-EGFP y Fabp228K/A?°R/A-EGFP. Cultivos de células
Caco-2 en presencia de SFB, transfectadas con los plasmidos fabp2wt-pCDNA3-EGFP, fabp2 YK/A-
pCDNA3-EGFP y fabp2 22K/A?°R/A -pCDNA3_EGFP. Azul: DAPI, Verde: proteina de fusién a EGFP, seglin
corresponda. Barra 20 pm.

61



F (nuc/cyt)

Resultados

Figura 5.23. Cuantificacion de la  relacidon
nucleo/citoplasma F(nuc/cyt) de la intensidad de
fluorescencia en células transfectadas con el plasmido
fabp2wt-pCDNA3-EGFP, fabp2 YK/A-pCDNA3-EGFP y
fabp228K/A,*°R/A -pCDNA3_EGFP. Se contaron 30 células
para cada condicién. Las barras de error indican el desvio
estandar. Test t de Student: *** p < 0.01.

5.3. Estudio de estructura y capacidad de unién al ligando de las proteinas

recombinantes salvaje y mutantes

Paralelamente con los ensayos de cultivo celular, se generaron de forma

recombinante las cinco isoformas estudiadas de Fabp2, con la finalidad de verificar si las

mutantes no contenian cambios que afectaran tanto su estructura como su funcidn

como transportador de acidos grasos.

5.3.1. Expresion de Fabp2wt y mutantes recombinantes.

Se realizé la expresion de las proteinas recombinantes Fabp2wt y mutantes en E.
coli BL21 (DE3) Star, utilizando el medio de cultivo autoinductor ZYM5052 a 37°C
durante 20 horas. El tamano esperado para las cinco proteinas es de 14 kDa, cuyas

secuencias aminoacidicas son las indicadas en la Figura 5.24.

Fabp2wt
Fabp2'’K/A,?°R/A,*°K/A
Fabp2l’K/R, 2°K/A, 2°R/A
Fabp2!’K/A

Fabp2?®K/A, ?°R/A

Fabp2wt
Fabp2!''K/A,?°R/A,°K/A
Fabp2''K/A, ?°K/A, ?°R/A
Fabp2!’K/A

Fabp22°K/A, ?°R/A

MTENGTWKVDRNENYEKEFMEQMGVNMVKRKLAAHDNLKITLEQTGDKENVKEVSTFRTLE 60
MTENGTWKVDRNENYEAFMEQMGVNMVKAALAAHDNLKITLEQTGDKENVKEVSTFRTLE 60
MTENGTWKVDRNENYEAFMEQMGVNMVAAKLAAHDNLKITLEQTGDKENVKEVSTFRTLE 60
MTENGTWKVDRNENYEAFMEQMGVNMVKRKLAAHDNLKITLEQTGDKENVKEVSTFRTLE 60
MTENGTWKVDRNENYEKEFMEQMGVNMVAAKLAAHDNLKITLEQTGDKENVKEVSTFRTLE 60
Kk kkhkkkkkhkkkhkkkhkhkkhkkx Kkhkhkkhkkkkkkx K,k ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

INFTLGVTEFDYSLADGTELTGSWVIEGDTLKGTFTRKDNGKVLTTVRTIVNGELVQSYSY 120
INFTLGVTEFDYSLADGTELTGSWVIEGDTLKGTFTRKDNGKVLTTVRTIVNGELVQSYSY 120
INFTLGVTEFDYSLADGTELTGSWVIEGDTLKGTFTRKDNGKVLTTVRTIVNGELVQSYSY 120
INFTLGVTEFDYSLADGTELTGSWVIEGDTLKGTFTRKDNGKVLTTVRTIVNGELVQSYSY 120
INFTLGVTEFDYSLADGTELTGSWVIEGDTLKGTFTRKDNGKVLTTVRTIVNGELVQSYSY 120

T

62



Resultados

Fabp2wt DGVEAKRIFKRA 132
Fabp2l’K/A, 2°R/A, 39K/A DGVEAKRIFKRA 132
Fabp2!’K/A, *®K/A, ?°R/A DGVEAKRIFKRA 132
Fabp2!7K/A DGVEAKRIFKRA 132
Fabp22®K/A, *°R/A DGVEAKRIFKRA 132

ko ok ok ok ok ok ok k ok k K

Figura 5.24. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de Fabp2wt, Fabp2’K/A , Fabp2’K/A%R/A3K/A,
Fabp2'K/A%K/A%R/A, y Fabp228K/A%°R/A. En rojo se destacan las mutaciones realizadas.

Una vez realizada la induccién de expresion de las proteinas, se realizé la lisis
celular y la extraccién de la fraccion total de proteinas solubles intracelulares para
proceder a su purificacion de acuerdo a trabajos previos de nuestro grupo de
investigacion (Canclini, 2010).

5.3.2. Purificacion de Fabp2wt y mutantes recombinantes.

En primer lugar, se realizé una precipitacion con sulfato de amonio al 30 y 50 %
de manera sucesiva. A continuacién, las muestras se dializaron y concentraron para el
siguiente paso de purificacion.

Como segundo paso de purificacién se empled cromatografia de exclusion
molecular. Los perfiles de elucion obtenidos se muestran en la Figura 5.25. Las muestras
coincidentes con los picos de absorcidn que indica cada cromatograma fueron evaluados
por electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Figura 5.26),
observdndose una banda de tamafio esperado, correspondiente a cada isoforma de
Fabp?2.
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Fabp2wt

Fabp2'"K/A,2°RIA,*°K/A
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Figura 5.25. Purificacion de Fabp2wt y mutantes. Perfiles de eluciéon de cromatografias de exclusion
molecular. La flecha indica el pico correspondiente a la elucion de cada proteina.

Los resultados obtenidos nos indican que las proteinas eluyeron a voliumenes
similares, siendo para Fabp2wt entre 178 y 208 mL, para Fabp2'’K/A*R/A3°K/A entre
199y 238 mL, para Fabp2’K/A%®K/A*°R/A entre 184 y 208 mL, para Fabp2’K/A entre
142 y 190 mL y para Fabp2?8K/A?°R/A entre 160 y 205 mL.
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Fabp2wt Fabp2'7K/A*R/A*°K/A
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Figura 5.26. Evaluacién de la purificacion por cromatografia de exclusion molecular de Fabp2wt vy
mutantes. Electroforesis SDS-PAGE. MPM: Marcador de peso molecular, con sus correspondientes
tamafios. En los siguientes carriles se muestran fracciones alternadas de los picos de elucién para
Fabp2wt; Fabp2'7K/A; Fabp2'’K/A%R/A3K/A; Fabp2’K/A%K/A?°R/A y Fabp228K/A%°R/A. Las flechas rojas
indican las bandas de tamafio esperado.

Para todas las proteinas se observé un comportamiento similar durante la
purificacion. Como puede observarse en los perfiles electroforéticos, en las primeras
fracciones colectadas se observa la co-elucidn con una proteina contaminante de
aproximadamente 25 kDa, aumentando la pureza en las siguientes fracciones. Se realizd
espectros de absorcion entre 240y 340 nm a aquellas fracciones obtenidas consideradas
puras, (Figura 5.27). Los resultados obtenidos, no muestran un espectro tipico de
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proteinas, con un maximo de absorcién a 260 nm para todas las muestras, indicando

una probable contaminacién con acidos nucleicos.

Fabp2wt Fabp2'"KIAZRIASK/A
0.5q 0.4+
0.4 0.34
5 0.3 5 o
§ 0.2 §
014 0.1+
0.0 L) T T L) 1 nc L) L) T L) 1
240 260 280 300 320 340 240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
Fabp2'"K/IAZ®K/IAZ°R/A Fabp2'K/A
0.54 0.6+
0.44
— = 0.4
< 0.3 5
/7] 7]
g 0.2+ g 0.2
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0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
240 260 280 300 320 340 240 260 280 300 320 340
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Fabp22KIAZ°R/IA
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1
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Figura 5.27. Espectros de absorcion en UV de proteinas recombinantes entre 240-340 nm.

Teniendo en cuenta los espectros de absorcion atipicos obtenidos, se procedid a

realizar un tercer paso de purificacion mediante una cromatografia de intercambio

idnico incluyendo las fracciones en las cuales se encontré cada isoforma de Fabp2, asi

como la proteina contaminante de mayor peso molecular. Para ello se calcularon los

puntos isoeléctricos tedricos para cada proteina (Tabla 5.2), utilizando la herramienta

online ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Las muestras a purificar fueron

diluidas al sexto para disminuir su concentracion inicial de cloruro de sodio, resultando

en un volumen aproximado para cada proteina de 150 mL.
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Tabla 5.2. Calculo tedrico del punto isoeléctrico para la proteina Fabp2 y mutantes.

Fabp2wt
Fabp2’K/A,%°R/A,3°K/A
Fabp2'/K/A,28K/A,*°R/A
Fabp2'/K/A

Fabp228K/A,2°R/A

7.9

5.4

54

6.6

5.8

Resultados

Cada cromatografia fue realizada utilizando un intercambiador aniénico a pH 7,

en el cual las proteinas se encontraban cercanas a su estado de carga neta cero o

levemente cargadas. Durante la elucion por gradiente de fuerza idnica, no se evidencié

ningun pico de absorbancia a 280 nm, por lo tanto, se analizaron mediante electroforesis

SDS-PAGE tanto el percolado como los lavados (Figura 5.28). Estos resultados muestran

que las proteinas de interés eluyeron mayoritariamente en el percolado y una fraccién

menor en los lavados, teniendo en cuenta los volUmenes de cada fraccion. Por otro lado,

la proteina contaminante de mayor peso molecular eluyd Unicamente en los lavados.

Para evaluar el grado de la purificacion se realizaron espectros a luz UV, tanto al

percolado como a los lavados (Figura 5.29). Segun lo observado, se continud trabajando

con las proteinas obtenidas en los percolados, para las cuales se obtuvieron los

espectros esperados, con un maximo de absorcion a 280 nm, y un

“hombro”

aproximadamente a los 287 nm, debido a la presencia de residuos de triptéfano.
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Resultados

Figura 5.28. Evaluacidon de la purificacion por cromatografia de intercambio idnico de Fabp2wt vy
mutantes. MPM: Marcador de peso molecular con sus correspondientes tamafios. En los carriles P se
muestran las fracciones correspondientes a los percolados, y en los L los lavados.
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Figura 5.29. Espectros de absorcidn en luz UV de las fracciones obtenidas durante la purificacién de Fabp2

y mutantes. Las lineas punteadas indican los espectros correspondientes a los lavados, y las lineas

continuas a los percolados.

Estos resultados indican que el contaminante cuyo maximo de absorcién es a 260 nm

podria estar asociado a la proteina de 25 kDa.
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A continuacién, se concentraron los percolados a aproximadamente 8 mL para
cada proteina y se dializaron contra agua desionizada. Se dosificaron las muestras finales
mediante absorbancia a 280 nm, utilizando el coeficiente de extincion molar tedrico
calculado, de 16960 M1cm™, tanto para la proteina salvaje como para las mutantes. Las
concentraciones finales obtenidas se detallan en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Dosificacidon de las proteinas recombinantes Fabp2wt y mutantes.

Fabp2wt 55 1.04
Fabp2!7K/A,%°R/A,°K/A 38 0.73
Fabp2!7K/A,%8K/A,°R/A 80 1.54
Fabp2!7K/A 117 2.25
Fabp228K/A,°R/A 84 1.62

5.3.3. Estudios estructurales mediante Dicroismo circular

Los estudios de dicroismo circular que realizamos para determinar si se
produjeron cambios estructurales detectables por este método, requieren de un alto
grado de pureza de las proteinas a ser analizadas al igual que los ensayos de unién a
ligandos. Para la evaluacion de la pureza requerida para los analisis posteriores se
analizd cualitativamente la presencia de otros contaminantes proteicos mediante
electroforesis SDS-PAGE teiiidos con azul Coommasie. Para ello se sembraron distintas
cantidades de las proteinas recombinantes previamente purificadas, realizando
diluciones seriadas al décimo, partiendo de una carga inicial de proteinas de 30 ug
(Figura 5.30). Segun resultados observados no habrian proteinas contaminantes capaces
de detectar en ninguna de las concentraciones sembradas.

Finalmente, las muestras fueron liofilizadas para facilitar su transporte, y ser
conservadas hasta su préximo uso.

70



Resultados

Fabp2wt Fabp2'7K/A,*R/A,*K/A Fabp2'’K/A,*K/A*R/A Fabp2'K/A Fabp2#K/A*R/A

ug prot. 30 3 03003 30 3 0.3 0.03 30 3 03 003 30 3 03 003 30 3 0.3 0.03
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Figura 5.30. Evaluacion de la pureza de las proteinas recombinantes generadas. Analisis semicuantitativo
por electroforesis SDS-PAGE de la presencia de contaminantes sembrando distintas cantidades de
proteina: 30, 3, 0.3 y 0.03 pg prot. MPM: marcador de peso molecular.

Se realiz6 el estudio estructural de las proteinas recombinantes mediante CD
para evaluar si las mutaciones realizadas impiden el correcto plegamiento de las
proteinas. Se realiz6 el analisis de la estructura secundaria por CD lejano y el de
estructura terciaria por CD cercano (Figura 5.31). Los resultados obtenidos muestran
gue en cuanto a la comparacién de estructura secundaria las variantes son idénticas
dentro del error experimental de la técnica. En el grafico de CD lejano (Figura 5.31 A) se
observa que todas tienen la sefial tipica de laminas beta (maximo el 196 nm y minimo
en 216 nm), estructura secundaria mayoritaria en estas proteinas (Bernlohr et al., 1997).
Ademas, se obtuvieron sefales de intensidad similares a las reportadas (Clérico et al.,
2000; Clérico et al., 2011). En cuanto al CD cercano (Figura 5.31 B), el grafico muestra
gue respecto a la estructura terciaria las variantes también son muy similares, debido a
la posicién de los minimos en el espectro.
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Figura 5.31. Andlisis estructural de las proteinas recombinantes Fabp2wt y mutantes. A: CD lejano. B: CD

cercano

Por lo tanto, en base a este estudio, es posible afirmar que las mutaciones

realizadas no involucran grandes cambios que puedan afectar la conformacién general

de las variantes.
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5.3.4. Ensayos de unidn al ligando fluorescente BODIPY FL C16

Una vez determinado que los mutantes no tenian cambios estructurales
detectables por Dicroismo circular, nos propusimos determinar si se habia alterado la
capacidad de unién a los dacidos grasos. Para ello, en primer lugar se realizd la
delipidacion en columna de las proteinas recombinantes generadas. El proceso se
realizé dos veces para cada isoforma, de modo de asegurar una mejor captura del
analogo de acido graso BODIPY FL-C16, que usamos como ligando en los ensayos de
union. Este ligando, fluorece en un ambiente hidrofébico y ha sido ampliamente
empleado en estudios con este tipo de proteinas (Thumser y Storch, 2007; Karsenty et
al., 2009). Posteriormente a la delipidacién se realizé la dosificacion por absorbancia a
280 nm (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Dosificacidn de las proteinas recombinantes Fabp2wt y mutantes luego de la delipidacion.

Fabp2wt 25 0.37
Fabp2!’K/A?°R/A3°K/A 6.2 0.09
Fabp2'’K/A?8K/A%°R/A 8.37 0.12
Fabp2'’K/A 53.2 0.80
Fabp228K/A?°R/A 42.1 0.63

Se realizaron los espectros de absorcidén y emisidon del BODIPY FL C16 tanto en
un solvente hidrofébico (etanol), como en un solvente hidrofilico (buffer Tris 30 mM pH
8.3) conysin la presencia de la proteina Fabp2wt recombinante (Figura 5.32 Ay B). Estos
resultados muestran que el maximo de exitacidon se encuentra en 510 nm. Asimismo, el
maximo de emision se ubica en 518 nm sin depender de la polaridad del solvente. Dada
la cercania de los maximos de excitacién y emisidn, se optd por realizar los ensayos
posteriores excitando a 510 y realizando las medidas de emisién a 530 nm.
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Figura 5.32. Propiedades espectrales del BODIPY FL C16 en etanol (EtOH), Buffer Tris 30 mM pH 8.3, y
unido a Fabp2wt. A: Espectros de absorcién del BODIPY FL C16 15uM. B: Espectros de emision del BODIPY

FL C16 0.5 uM. Los espectros con Fabp2 se realizaron con una relacién molar BODIPY FL C16 — Fabp2wt
1:1.

Para evaluar la capacidad de unién al ligando tanto de la proteina salvaje como
las mutantes, se calculd la constante de disociacion (Kd) de la unién BODIPY FL C16 —
proteina a partir de curvas de saturacién (Figura 5.33). Realizando el ajuste hiperbdlico
a las correspondientes curvas, se obtuvieron las constantes indicadas en la Tabla 5.5.

. Fabp2wt
. o .- g e Fabp2 "K/AZRIA, KIA
107 o .- e Fabp2 TK/A *K/A, ZRIA
Fabp2'"K/A
1 T e Fabp2®*K/A°R/A
.-’
2x10° -7

Int. Fluorescencia
(unidades arb.)

00 02 04 06 08 10
BODIPY FL C16 (uM)
Figura 5.33. Determinacion de la afinidad de unién del BODIPY FL C16 a la Fabp2wt y los mutantes

generados. Las muestras contienen 0.5 uM de la correspondiente proteina, y concentraciones variables

de BODIPY FL C16. Para las medidas de Intensidad de fluorescencia se utilizd un Aexc=510 nm y Aem=530
nm.
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Tabla 5.5. Constantes de disociacion de la unién del BODIPY FL C16 a Fabp2wt y los mutantes generados.

Fabp2wt 0.126
Fabp217K/A29R/A3°K/A 0.129
Fabp217K/A28K/A29R/A 0.112
Fabp2'’K/A 0.163
Fabp228K/AZ°R/A 0.296

Considerando estos resultados, es posible afirmar que todas las proteinas son
capaces de unir el ligando fluorescente. Las constantes de afinidad calculadas se
encuentran en el orden de las reportadas previamente (Thumser y Storch, 2007). Por lo
tanto, las sustituciones aminoacidicas no estarian impidiendo la capacidad de las
proteinas a unir el ligando. Asimismo, segun las Kd obtenidas, las proteinas muestran
una afinidad de unién muy similar a la de la proteina salvaje, a excepcion del mutante
Fabp228K/A,*°R/A, cuya Kd fue considerablemente mayor.
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Efecto de la dieta en el nivel de expresion de fabp2 en el intestino de
Danio rerio.

En una segunda parte, este trabajo de tesis se focalizé en el efecto de una dieta
rica en lipidos en la expresidn del transcripto de fabp2, a distintos intervalos luego de la
ingesta. Se emplearon peces machosy hembra adultos, que se separaron en dos grupos,
los que no recibieron alimento por 24 hy los que fueron alimentados con yema de huevo
luego de las mismas horas de ayuno. El grupo que recibié alimento (30 peces), se
sacrificé a diferentes intervalos luego de la ingesta. La cuantificacidn de la expresion se
realiz6 mediante gqPCR.

5.4. Extraccion de ARN de muestras de intestino de Danio rerio.

Se aislo el ARN total del intestino anterior de cinco peces por cada grupo
utilizando el reactivo Trizol. Los grupos estudiados fueron: no alimentados (NA),
alimentados (A), seguido del tiempo postprandial en horas de 0.5, 1.5, 3, 4, 6, 10 h. Las
muestras obtenidas fueron dosificadas mediante absorbancia a 260 nm y se evalud su
calidad por el cociente de absorbancia a 260/280 nm (Tabla 5.6). Ademas, como otro
indicador de la calidad de las muestras se analizd su perfil electroforético en gel de
agarosa 1% (Figura 5.34).

Tabla 5.6. Dosificacién de los ARN totales extraidos y cocientes 260/280.

NA 1.60 1.99
A 0.5 0.73 2.04
AlS5 1.80 2.00
A3 0.88 2.07
A4 0.82 2.09
A6 0.88 2.09
A 10 0.80 1.99
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Figura 5.34. Control de calidad de ARN totales
extraidos. Electroforesis en gel de agarosa 1 %. 1: NA;
2:A0.5;3:A15;4:A3;5:A4;6:A6;7: A10.

Mediante este resultado es posible observar las bandas correspondientes a los ARN
ribosomales, lo cual sugiere una adecuada integridad de los ARN totales extraidos.

5.5. Retrotranscripcion del ARN mensajero.

Se realizé la sintesis in vitro de ADN copia (cDNA) a partir de las muestras de ARN

total previamente purificadas. Las muestras se dosificaron por absorbancia a 260 nm

(Tabla 5.7).

Tabla 5.7. Dosificacion mediante absorbancia a 260 nm.

NA
A0.5
AlS
A3
A4
A6
A 10

1.07
0.89
1.01
0.74
0.95
0.90
0.83
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4.6. PCR en tiempo real

Para evaluar el nivel de expresion de fabp2 en las distintas condiciones
alimentarias, se realizd la cuantificacidon relativa de la expresidon del gen de interés
respecto al gen normalizador eeflal. Para ello se disefaron cebadores especificos
utilizando la secuencia depositada en el GenBank para fabp2 de Danio rerio
(NM_131431.1).

Previo a los ensayos de cuantificaciéon, se calcularon las eficiencias de
amplificacién de cada una de las parejas de cebadores a partir de la pendiente del grafico
de los valores de amplificaciéon CT en funcién de la cantidad de ADN de las muestras
obtenidas por diluciones seriadas. A partir de las curvas estdndar (Figura 5.35) se
calcularon los valores de eficiencias correspondientes, resultando para fabp2 95.4 % y
para el gen normalizador 98.4 %. Vale destacar que los valores de eficiencias poseen
entre si menos de 10% de diferencia, lo cual habilita a continuar con el analisis
cuantitativo

Cr
cr
I
&
°

1 2 3 4 & 10 2 0 100 1 2 3 & 5 10 2 ]

Cantidad de ADN (ng) Cantidad de ADN (ng}

Figura 5.35. Curvas estandar para el calculo de eficiencias del par de cebadores especificos para fabp2 y
eeflal utilizando como molde diluciones seriadas a partir de 35 ng del plasmido fabp2-pET5a o cDNA
respectivamente.

Se analizaron ademas para cada reaccién las curvas de melting obtenidas, y se
constatd la presencia de un Unico pico indicando la amplificacién de un solo producto
de amplificacidn.

Para la cuantificacién de los valores relativos de la expresion de fabp2 los datos
fueron analizados mediante el método de 2-22¢ (Livak et al., 2011). Para ello, los valores
fueron normalizados con el gen de referencia eeflal, y los cambios en los valores de
expresion se determinaron en relaciéon con las muestras control. Los valores de fold
change (FC) obtenidos mediante gPCR se muestran en la Figura 5.36.
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104

FC

NA A0S5 A5 A3 AM A6 A10

Figura 5.36. Cuantificacion relativa de la expresidén de fabp2 en el intestino anterior de Danio rerio. FC:
fold change. NA: no alimentados, A0.5: alimentados media hora, A1.5: alimentados una hora y media; A3:
alimentados tres horas, A4: alimentados cuatro horas, A6: alimentados seis horas, A10: alimentados 10
horas. Los datos representados corresponden a muestras unificadas de 5 intestinos realizados en tres
experimentos. La barra de error indica la variacion de las réplicas técnicas mediante desvio estandar.

En base a los resultados obtenidos, la expresion de fabp2 en el intestino anterior
de D. rerio se ve alterada Unicamente una hora y media después de la alimentacion con
una dieta rica en acidos grasos. Este cambio representa un aumento de la expresién de
fabp2 de 8.3 veces respecto a la condicién no alimentados.
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6. DISCUSION

En este trabajo nos propusimos realizar la busqueda una NLS que explique los
mecanismos que regulan el ingreso de la proteina Fabp2 de Danio rerio en el nucleo del
enterocito y determinar el efecto de una dieta rica en lipidos de la expresion del gen
fabp2.

Estudio de los mecanismos moleculares que regulan el ingreso al nucleo
de la proteina Fabp2 de Danio rerio.

6.1. Estudios in silico.

Antecedentes recientes de nuestro grupo de investigacién han reportado por
primera vez la presencia de la proteina Fabp2 en el nicleo del enterocito de Danio rerio.
Ademas, utilizando peces cebra adultos alimentados con el analogo de acido graso de
cadena larga BODIPY FL C12, demostraron la co-localizacion de este ligando y Fabp2 a
nivel nuclear en el enterocito. Por lo tanto, estos resultados apoyan la hipdtesis de que
Fabp2 podria tener un rol importante en la regulacién de la expresién de genes
vinculados al metabolismo lipidico, via activacidn de receptores nucleares dependiente
del ligando.

FABP2 asi como el resto de las proteinas de la familia no tienen una sefial de
localizacion nuclear (NLS) consenso. La mayoria de las proteinas que no contienen una
NLS en su secuencia primaria pueden sin embargo moverse entre el nucleo y el
citoplasma, planteando la pregunta de cdmo se realiza su transito. Se ha manejado la
posibilidad de que la entrada de las FABPs con su ligando se realice a través del poro
nuclear dado que sus tamafios lo permiten. También se ha sugerido que la proteina
ingresa sin el ligando y lo une una vez en la matriz nuclear (Schroeder et al., 2008). Se
ha demostrado para otras proteinas de unién a lipidos intracelulares (iLBPs), la presencia
de una NLS tridimensional. Este tipo de NLS fue confirmada por primera vez para la
proteina CRABP-II (proteina de unién a 4cido retinoico Il) compuesta por los
aminodcidos basicos K21, R29 y K30 (Sessler et al., 2005) posicionados en las hélices a |
y Il. Posteriormente se describieron sefiales muy similares para FABP4 y FABP5 mediante
estudios en cultivo celular mutando los residuos propuestos, concluyendo que los
aminodcidos K21, R30 y R31 y K24, R33 y K34 respectivamente forman parte de la NLS
(Ayers et al., 2007; Gillilan et al., 2007; Armstrong et al., 2014). El alineamiento de los
miembros de esta familia de proteinas muestra que algunas podrian contener una NLS
idéntica a las descritas, mientras que otras como FABP2 no la tendria.
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Por otro lado se observd que la activacidén de la sefal de FABP4 es ligando
especifica en tanto la troglitazona y el 4cido linoleico son capaces de activar la sefial, y
no el acido oleico. El efecto no activador podria ser especifico de esta proteina ya que
en otras, el acido oleico promueve la translocacién nuclear de algunas FABPs (Hughes et
al., 2015). En las FABPs se ha definido una region portal formada por la hélice all y la
region que comprende los dos bucles 3 adyacentes (C-D y E-F), que actuaria como puerta
de entrada de los acidos grasos (Hodsdon et al., 1996; Hodsdon y Cistola, 19973;
Hodsdon y Cistola, 1997b). En particular para FABP4 en esta regién se ubica la
Fenilanalina 57 (F57), el cual participaria también en la acivacidn de la sefial. Mediante
estudios in silico, se demostré que cuando FABP4 esta unida a acidos grasos no
activadores como el oleico, palmitico, estedrico y araquiddnico, los ligandos provocan el
cambio de posicion de la F57 hacia una posicion definida por los autores como abierta.
Sin embargo, la union a ligandos activadores como linoleico o la troglitazona muestran
la F57 en una conformacion cerrada. El estado apo muestra una posicién intermedia de
este residuo entre el estado abierto y cerrado. (Gillilan et al., 2007). Los modelos que
hemos realizados de Fabp2 muestran que la F56 se posiciona de forma cerrada cuando
estd unida a acido oleico y palmitico, sugiriendo que ambos son activadores de la NLS.
Nuestros posteriores ensayos en cultivo celular confirmaron que estos acidos grasos
promueven la translocacién nuclear. En la posicidon cerrada inducida por ligandos
activadores en FABP4, la F57 entra en contacto con la Valina 32 (V32) de la hélice all,
guedando en posiciéon paralela y empujandola hacia afuera. En cambio, en la
conformacidn abierta observada para la unién de ligandos no activadores, F57 empuja
la V32 hacia el lado opuesto. A su vez, la V32 esta directamente adyacente a los residuos
K31 y R30 que forman parte de la NLS de FABP4 y por lo tanto serian importante para
exponer estos aminoacidos cuando la proteina se une a ligandos activadores (Gillilan et
al., 2007). En este sentido, realizamos la busqueda in silico de aminodcidos que
respondan a este mecanismo en el modelo realizado de Fabp2 unido a ligandos que
estimulan la translocacidn nuclear. Se encontré que la Leucina 31 (L31), se ubica de
forma muy similar a la V32 de FABP4. Asimismo, las distancias entre F57 y V32 de FABP4
y F56 y L31 de Fabp2 son también semejantes. Por lo tanto, en Fabp2, la L31 por tratarse
de un aminodcido con igual polaridad que la V32 de FABP4, podria ser la encargada de
interaccionar con la fenilalanina y provocar el corrimiento de la hélice all al unirse a
ligandos activadores. Consideramos que sera necesario profundizar en estudios
estructurales a través de la obtencién de cristales y/o mutagénesis dirigida sobre estos
residuos que apoyen esta hipétesis.
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6.2. Ensayos en cultivo celular.

Segln el modelo realizado de Fabp?2, se localizaron los residuos bdsicos K17, R29
y K30 que se posicionan de manera muy similar a la NLS tridimensional descrita para
FABP4 (Gillilan et al., 2007), considerando también la presencia de K28 en la misma
region. A partir de ello, se procedié a realizar mutantes para los residuos aminoacidicos
seleccionados, de modo de determinar si su sustitucién por Alaninas impide el ingreso
al nucleo de esta proteina.

Las regiones codificantes de fabp2wt y los mutantes generados, fueron clonadas
en el vector pPCDNA3-EGFP para los estudios de translocacién nuclear en la linea celular
Caco-2. Este vector esta disefiado para la expresion transitoria y estable de proteinas en
células de mamifero. Dicho vector presenta el promotor temprano de citomegalovirus
(CMV), un promotor fuerte que promueve la alta expresion de proteinas. Por otro lado,
el vector pCDNA3-EFGP permite generar proteinas de fusién a la proteina fluorescente
EGFP, lo cual facilita su posterior visualizacién en ensayos de cultivo celular. Las
proteinas de fusion se disefiaron de tal forma que el vector posee la regién codificante,
ya sea para fabp2wt como la de los mutantes, hacia la regiéon 5 de la secuencia
codificante de la egfp. Asi mismo, para unir las dos proteinas se disefié una region
“linker” constituida por cuatro repeticiones de residuos de Glicinas y Alaninas. De esta
forma, se genera una proteina con la misma estrategia estructural que tienen las
proteinas nativas compuestas por dos o mds dominios unidos por péptidos linkers (Chen
et al., 2013). Este linker sirve como conexidn entre mitades de proteinas, pero también
posee varias otras funciones tales como el mantenimiento cooperativo inter-dominios
(Gokhale y Khosla, 2000), o preservar la actividad bioldgica (lkebe et al., 1998). Se han
realizado varios analisis sobre la estructura de proteinas multidominios para el
desarrollo de disefio de likers en proteinas de fusidn. Estudios realizados mostraron que
la longitud 6ptima de residuos para esta region es de entre 6 y 10 aminoacidos (Argos,
1990; George y Heringa, 2002). Los linkers flexibles son usualmente aplicados cuando
la unién entre dominios requiere un cierto grado de movimiento o interaccién. Dichas
uniones generalmente contienen aminodcidos pequefios no polares como Glicina, o
polares como Serina. También pueden poseer residuos adicionales tales como Treonina
y Alanina para mantener la flexibilidad. La presencia de aminodacidos de pequeno
tamafio colabora también con permitir la movilidad de la conexién entre dominios (Chen
et al., 2013). En el caso de proteinas recombinantes de fusion a GFP ha sido reportado
este tipo de linkers flexibles para ensayos de plegamiento rdpido de proteinas (Waldo
et al., 1999).

82



Discusion

Las construcciones generadas se utilizaron para transfectar cultivos de la linea
celular Caco-2. Esta linea celular se utiliz6 como modelo eucariota para estudiar si los
residuos sugeridos como integrantes de la seial, favorecian la translocacién nuclear de
la proteina Fabp2wt de Danio rerio y los mutantes generados. Las células Caco-2 en su
estado diferenciado son ampliamente utilizadas como el modelo de enterocito en lo que
refiere a la asimilacion de lipidos (Rodriguez Sawicki et al., 2017; Buttet et al., 2016;
Karsenty et al., 2009; Trotter et al., 1991). Sin embargo, varios trabajos han utilizado
esta linea celular en su estado indiferenciado como modelo en el estudio del nivel de
transcripcion de FABP1 mediante la activacidon de PPARa, 3y v (Poirier et al., 2001), asi
como para estudios del metabolismo lipidico y del rol de la microbiota intestinal en la
regulacion de PPARy y la activacion de FABP2 (Couvigny et al., 2014). Particularmente
en este trabajo optamos realizar los andlisis de translocacion nuclear con la linea celular
Caco-2 en su estado indiferenciado, dado la facilidad y el costo reducido de su cultivo en
estas condiciones, ya que se trataron de los primeros ensayos realizados por nuestro
grupo en lineas celulares con este propdsito.

En primer lugar, se realizaron transfecciones con la construccién conteniendo la
region codificante para la proteina salvaje para la puesta a punto del método y el estudio
de su localizacion celular. Los resultados obtenidos mostraron que dicha proteina se
localiza tanto en el nucleo como en el citoplasma cuando las células son cultivadas en
presencia de suero fetal bovino. Asimismo, cuando las células transfectadas son
cultivadas en presencia de acido oleico y dcido palmitico aumenta la localizacién nuclear
de la proteina. Este resultado estd acorde con lo descrito para FABP2 humana donde se
ha observado que en cultivos de células COS-7 en presencia de acido oleico se promueve
la translocacion nuclear de dicha proteina e induce la activacién de PPARo. (Hughes et
al., 2015). Es interesante mencionar que se ha observado que el acido palmitico
promueve la heterodimerizacion de los receptores PPARa y LXRa. formando el complejo
capaz de ejercer se funcién como factores de transcripcion (Balanarasimha et al., 2014).
Por otro lado, antecedentes de nuestro grupo han demostrado la presencia de Fabp2 en
el nucleo del enterocito de peces cebra adultos (Esteves et al., 2016). Por lo tanto, estos
resultados sugieren que Fabp2 de D. rerio podria tener un rol en la regulacién de la
expresion génica via receptores de tipo PPAR, el cual es activado en presencia de acido
oleico y acido palmitico.

En cuanto a la busqueda de los aminodacidos que podrian componer la NLS de
Fabp2, se realizd la superposicion a la sefial descrita para FABP4 con un modelo
generado por homologia de Fabp2. En nuestro modelo, los aminodcidos basicos K17,
R29 y K30, poseen una localizacién espacial muy similar a la descrita en FABP4, y con las
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propiedades bioquimicas caracteristicas de la NLS. Sin embargo, los estudios en cultivos
celulares, mutando por Alaninas los aminodcidos propuestos, demostraron que ésta no
es la sefal de localizaciodn buscada. La ausencia de los residuos K17, R29 y K30 no
impide el ingreso al nucleo celular, de hecho, su localizaciéon nuclear aumenta. Igual
resultado se obtuvo suplementando los cultivos con acidos grasos, confirmando que
este triplete no participa como sefial de localizacidon nuclear. A pesar de que este
aumento es estadisticamente significativo, biolégicamente podria ser insignificante, por
lo cual no ha sido considerado.

Dada la cercania dentro de la secuencia primaria de Fabp2wt de otro aminoacido
basico (K28) a la sefial propuesta inicialmente, se generd otra serie de mutantes para
continuar con la busqueda de la NLS. Los resultados obtenidos muestran que la
sustitucion por Alaninas de los aminodcidos K17, K28 y R29 impide el ingreso al nucleo
celular, incluso en presencia de ligandos promotores de la translocacion verificados
previamente, como el acido oleico. Por lo tanto, dichos aminodcidos estan involucrados
en la sefial de localizacion que regula el ingreso al nlcleo de Fabp2 de D. rerio.

Finalmente nos propusimos desglosar la sefial descrita (K17, K28 y R29),
buscando si todos los aminoacidos que la componen son imprescindibles para la
translocacion nuclear o solo alguno de ellos. Los resultados obtenidos muestran que la
mutacion de K17 individual, asi como el par K28, R29, disminuyen la localizacién nuclear
de la proteina en forma parcial, con un menor efecto que el cambio de los tres
aminodcidos simultaneamente. Por lo tanto, la contribucidén de estos aminoacidos para
la funcionalidad de la NLS seria Unicamente en conjunto, e independientemente no
tendrian ningun efecto.

Por otro lado, notamos que las células Caco-2 transfectadas con la construccién
mutante correspondiente a la NLS encontrada (fabp2’K/A%2K/A?°R/A-pCDNA3_EGFP)
poseen una morfologia distinta a las células transfectadas con el resto de las
construcciones, e incluso los controles. La observacion mediante microscopia confocal
muestra a las células en un aparente estado de estrés o muerte celular, a pesar de que
esto no fue comprobado por otra metodologia. Es por este hecho que consideramos de
especial importancia la confirmacion de que la estructura y la capacidad de unir el
ligando de las proteinas mutantes no se encuentra alterada debido de los cambios
aminoacidicos realizados, ya que podria existir la agregacion proteica en cuerpos de
inclusidn, que provoquen como consecuencia la muerte celular. Como muestran los
resultados, es posible afirmar que tanto estructural como funcionalmente no existen
cambios significativos que puedan afectar la viabilidad celular, por lo tanto, descartamos
gue este sea el motivo del cambio morfoldgico. En base a esto, podriamos pensar que
este hecho es consecuencia de la acumulaciéon de proteinas en el citosol, debido al
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impedimento a su transporte al nucleo, lo que provoca una situacién de estrés para las
células Caco-2.

6.3. Expresion y purificacion de Fabp2wt y mutantes recombinantes.

Con el objetivo de evaluar si los cambios aminoacidicos realizados provocan
cambios conformacionales que puedan tener consecuencias a nivel estructural y
funcional, paralelamente se generé cada proteina de forma recombinante. Como
sistema de expresién de proteinas recombinantes se utilizd Escherichia coli como célula
hospedera. Este modelo ha sido extensamente utilizado para expresar FABPs en grandes
cantidades. Dado su pequeio tamaio, su alta solubilidad en medio acuoso, y la ausencia
de modificaciones post-traduccionales en la proteina nativa, hacen de E. coli un sistema
adecuado para expresarlas (Haunerland y Spener F, 2004; Chmurzynska, 2006; Storch J
y McDermott, 2009; Jakobsson et al., 2003). En general, la expresion de proteinas
recombinantes en E. coli requiere plasmidos con nimero de copias de moderado a alto,
con un promotor fuerte, altamente regulado, cuya induccion sea simple y de bajo costo
(Janay Deb, 2005). Ademas, el plasmido debe proporcionar el sitio de unién al ribosoma
que asegure la iniciacion de la traduccion de la manera mas eficiente (Sprengart y Porter,
1997). Particularmente para las FABPs se han utilizado una importante variedad de
plasmidos para dirigir su expresion, pero el sistema pET ha sido el mas eficiente en
cuanto a las cantidades de proteina obtenida (Peeters, et al., 1991; Fujita, et al. 1995;
Hsu y Storch, 1996; Schaap et al., 1996; Alvite et al., 2001; Hagan et al., 2008; Franchini
et al., 2008). Este tipo de vectores estan presentes en mulltiples copias dentro de la
célula (40 copias por célula, en promedio), lo cual tiene un efecto directo sobre el nivel
de expresién del gen de interés.

En el sistema de vectores pET, el gen de interés se clona bajo el control de seales
de transcripcién y traduccién del bacteriéfago T7, requiriendo de una cepa bacteriana
gue aporte la ARN polimerasa del fago T7 (ARNpol T7), para expresar el gen de interés
(Studier y Moffatt, 1986). Las cepas conocidas como DE3 poseen el gen de la ARNpol T7
bajo el control del promotor lacUV5. Ante el agregado de un inductor (IPTG o lactosa)
se promueve la produccion de la ARNpol T7, la cual posteriormente podra reconocer el
promotor T7 y activar la transcripcion del gen de interés en grandes cantidades. En este
trabajo se realizé la expresion de las proteinas utilizando la cepa de E. coli BL21(DE3)
como sistema de expresion, el vector de expresién pET5a y utilizando el medio de cultivo
autoinductor ZYM5052, que posee como molécula inductora la lactosa. Los cultivos
bacterianos crecidos en este medio de cultivo alcanzan densidades dpticas cercanas a
20 UA provocando la produccidn de grandes cantidades de proteina (Studier, 2005).
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Posteriormente las proteinas fueron purificadas, basdandose en el protocolo
puesto a punto en Esteves et al., 2016 con algunas modificaciones debido al grado de
pureza requerido. En primer lugar, se realizé la precipitacién con sulfato de amonio, en
la cual todas las isoformas ensayadas se mantuvieron solubles al ser sometidas a la sal,
tanto al 30% como al 50%. Por este motivo, podriamos considerar que los cambios
aminoacidicos realizados no generan parches hidrofdbicos significativos, que provoquen
un cambio en la solubilidad de las proteinas. A continuacion, se realizé el segundo paso
de purificacién mediante una cromatografia de exclusién molecular, en la cual se
observé un comportamiento similar de todas las proteinas. El peso molecular de la
Fabp2 es aproximadamente 14 kDa, y ante un limite de fraccionamiento entre 10y 100
KDa, es de esperar una elucién tardia, dada la cercania del tamafno de la proteina al
limite inferior de excusidn. Por otro lado, el uso de este tipo de cromatografia permite
descartar en las fracciones puras, la presencia de proteinas truncadas, agregadas, o
formas parcialmente plegadas de las mismas (Campbell et al., 1979; Vallet, 1979). Al
completar este paso de purificacidn, una vez confirmada la identidad de las proteinas
recombinantes por peso molecular mediante electroforesis SDS-PAGE, se evidencioé por
espectrofotometria UV la presencia de contaminantes, cuyo maximo de absorcion se
encuentra a 260 nm. Durante la produccién y posteriores pasos de purificacion de
proteinas recombinantes, es muy frecuente que se de la contaminacion por ADN de la
célula hospedera en el producto proteico final. En general este tipo de contaminacién
suele ser muy pequena, y en los casos que los requiere, como en la produccidn de las
proteinas recombinantes con interés terapéutico, la deteccion se realiza por PCR
cuantitativa (Fazelahi et al., 2017; Peper et al., 2014; Wang et al., 2012). En este caso, la
contaminacién observada fue suficiente para enmascarar la presencia de las proteinas
en el espectro en luz UV. Consideramos que esta contaminacién se debe al hecho de
realizar etapas de purificacidn que no contengan pasos de adsorcidn, proceso en el cual
se adsorberian las proteinas de interés a una resina, y mediante los lavados se
eliminarian las impurezas de las muestras. En particular en la cromatografia de exclusién
molecular, estas proteinas de pequefio tamafio eluyen en conjunto con contaminantes
pequeiios presentes, como podrian ser fragmentos de ADN bacterianos generados
durante la sonicaciéon. Teniendo en cuenta estos resultados, se procedid a un tercer paso
de purificacion realizando una cromatografia de intercambio idnico. Para esta etapa se
utilizé un intercambiador anidnico, de modo de que el ADN contaminate se uniera a la
resina, y las proteinas eluyeran en el percolado.

En el disefio de este ensayo, se procedid a la busqueda de un protocolo util para
la purificacién de las cinco proteinas. Para ello se procedié a realizar la cromatografia en
un pH en el cual las proteinas se encontraran con carga neta cero, o levemente
negativas, dependiendo del punto isoeléctrico de cada una. A su vez, antecedentes de
nuestro grupo han mostrado que estas proteinas son estables a pHs entre 7-8, por lo
cual se optd por no trabajar fuera de ese rango. Asi mismo, se utilizé durante la etapa
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de adsorcién una concentracion de NaCl cercana a 25 mM, de modo de evitar las
interacciones débiles inespecificas, asi como la de aquellas isoformas que a pH 7 se
encuentran levemente negativas. El resultado de la cromatografia mostré que las FABPs
eluyeron en el percolado. A diferencia de lo esperado, el posible ADN contaminante
eluyd en conjunto con la proteina contaminante de 25 kDa detectada previamente. Este
resultado sugiere que es dicha proteina quien podria estar unida al ADN del hospedero,
y es por ello que estd en las fracciones en las cuales se encuentra se detecta el acido
nucleico. Finalmente, se obtuvieron las proteinas puras, las que presentaron los
espectros en luz UV tipicos de proteinas, mostrando un maximo de absorciéon a 280 nm,
y un “hombro” aproximadamente a los 287 nm, por la presencia de residuos de
triptéfano.

6.4. Estudios estructurales mediante Dicroismo circular.

La evaluacién de la pureza de cada una de las proteinas se realizé mediante
electroforesis SDS-PAGE tefiidos con Azul Commassie, segun el criterio establecido por
el Dr. Ermacora para realizar dicroismo circular. Los resultados obtenidos mostraron
gue no se visualizan proteinas contaminantes a ninguna de las concentraciones
ensayadas.

El dicroismo circular (CD) actualmente se considera una técnica adecuada para
el andlisis estructural de proteinas en solucidn. En esta técnica se ven sefiales sélo donde
ocurre la absorcion de la radiacidn, y por lo tanto los espectros de bandas pueden ser
facilmente asignables a distintas estructuras caracteristicas de las moléculas. En
proteinas, los cromoforos de interés incluyen el enlace peptidico (absorcién por debajo
de 240 nm), las cadenas laterales de los aminoacidos aromaticos (absorcién en el rango
de 260 a 320 nm) vy los enlaces disulfuro (Kelly et al., 2005). Ademas, los cofactores
también pueden absorber luz UV en todo el rango del espectro (Berova et al., 2000). Los
diferentes tipos de informacidon que se puede obtener mediante los estudios de CD
incluyen: composicién de estructura secundaria, espectros de identidad segin la
estructura terciaria, integridad de sitios de unién a cofactores, conclusiones sobre las
caracteristicas estructurales de proteinas bajo distintas condiciones, cambios
conformacionales y plegamiento de proteinas, entre otros (Kelly et al., 2005).

El andlisis de la estructura secundaria se realiza a partir del estudio de la
absorcién en la regién de 240 nm hacia longitudes de onda menores, originada
principalmente por el enlace peptidico. Las sefiales se visualizan debido a las
transiciones n>m* centradas alrededor de 220 nm, y mas intensamente la transicion
n—>n* cercanas a 190 nm (Hammes, 2005; Berova et al., 2000). Las estructuras
secundarias que se encuentran en las proteinas muestran distintas caracteristicas en el
espectro del CD en el UV lejano (entre 190 y 250 nm). Estas sefales originadas por el
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enlace peptidico se visualizan cuando éste se localiza en un ambiente regular plegado
(Kelly y Price, 1997). Las intensidades de las transiciones van a depender de los angulos
de torsidn del enlace peptidico. Por lo tanto, las hélices o, las hojas B y las estructuras
helicoidales aleatorias van a dar lugar a un espectro de CD lejano de forma y magnitud
caracteristica (Kelly et al., 2005). En el CD lejano, el espectro correspondiente a la
estructura de hojas 3 se muestra negativo a 218 nm y positivo a 196 nm. Para las hélices
o se observa un maximo a 192 nmy dos minimos 208y 222 nm. En el caso de estructuras
al azar, generalmente se observa un espectro positivo a 212 nm y negativo a 195 nm
(Manavalan y Johnson, 1987; Kelly et al., 2005). Por lo tanto, la fraccién de cada tipo de
estructura secundaria que estd presente en cualquier proteina se puede determinar
analizando cualquier espectro de CD en UV lejano como una suma de espectros de
referencia para cada tipo de estructura secundaria que componen la proteina. De todas
formas, aunque el CD lejano muestra un promedio de la totalidad de las moléculas
analizadas, la técnica no es tan poderosa como para determinar cuales son los residuos
especificos que participan en cada regidn (Berova et al., 2000; Kelly et al., 2005).

Por otro lado, el CD en la region del espectro del UV cercano (250- 320 nm) es
sensible a ciertos aspectos de la estructura terciaria de las proteinas. Las sefales
obtenidas son originadas por los residuos aromaticos y enlaces disulfuro, las cuales son
sensibles a la estructura terciara que forma la proteina en su totalidad (Kelly et al., 2005).
Las sefiales en la region de 255 a 270 nm se atribuyen al grupo fenil de los residuos de
la fenilalanina, mientras que las sefiales entre 275 a 285 nm se atribuyen al grupo indol
del triptofano. Los enlaces disulfuro dan lugar a amplias senales débiles en todo el
espectro UV cercano (Kelly et al., 2005; Kelly y Price, 2000; Kelly y Price, 1997; Purdie et
al., 1989). El espectro del CD cercano puede ser sensible a pequefios cambios en la
estructura terciaria debido a interacciones proteina-proteina y/o cambios en las
condiciones del disolvente (Purdie et al., 1989) y las intensidades son mucho mas débiles
gue en la region del CV lejano, por lo cual en general se requieren mayores cantidades
de proteina (Kelly y Price, 2000; Kelly y Price, 1997; Purdie et al., 1989). La forma y
magnitud del espectro del CD cercano van a depender del nimero de cada tipo de
aminodcido aromatico presente, su movilidad, la naturaleza del ambiente (formacién de
enlaces de hidrégeno, grupos polares, etc.) y la disposicion espacial dentro de la
proteina. Por este motivo, dicho espectro es denominado una “huella digital” de la
estructura terciaria de la cada proteina (Kelly et al., 2005)

Estas caracteristicas del CD comentadas previamente son de gran utilidad para
la comparacion de conformaciones dentro de una misma proteina. Frecuentemente es
necesario demostrar que una modificacion en una proteina genera conformaciones
equivalentes, de modo de realizar adecuadamente ensayos que requieran la
funcionalidad de la proteina en su estructura nativa como en nuestro caso. Por ejemplo,
luego de una modificacién en una proteina, el CD es considerada una buena herramienta
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para comparar la estructura de la forma modificada respecto a la salvaje, en términos
de cambios conformacionales o posibles formaciones de agregados proteicos (Tafreshi
et al., 2007; Protasevich et al., 1997; Hadizadeh Shirazy et al., 2007).

En este trabajo se utilizd la técnica de CD tanto lejano como cercano de modo de
determinar si las estructuras mutantes generadas poseen alteraciones en cuanto a su
estructura tridimensional. Los resultados obtenidos sobre la estructura secundaria de
Fabp2wt muestran la sefial tipica de laminas B (mdximo a 196 nm y minimo en 218 nm),
siendo ésta la estructura mayoritaria en esta familia de proteinas (Bernlohr et al., 1997).
Ademas, se obtuvieron sefales de intensidad similares a las reportadas previamente
(Clérico et al., 2000; Clérico et al., 2001). Una vez confirmada la estructura secundaria
de esta proteina, se determind que los mutantes generados eran muy similares entre si,
y con respecto a la proteina salvaje. En cuanto a la estructura terciaria, los resultados
revelados por las curvas de actividad éptica también muestran que debido a la posicidn
de los minimos en el espectro, las estructuras son muy similares entre si dentro del error
experimental de la técnica. En cuanto a las diferencias entre las intensidades de los
espectros, es altamente probable que se deban a diferencias en la dindmica de la
estructura. Esto es, en la amplitud de las fluctuaciones conformacionales de la misma
estructura terciaria. Por lo tanto, podemos concluir que las formas mutantes de Fabp2
no han sido alteradas desde el punto de vista estructural a causa de los cambios
aminoacidicos realizados.

6.5. Ensayos de unidn al ligando fluorescente BODIPY FL C16.

Por otro lado, se analizé si tanto la proteina salvaje como las mutantes
mantenian la capacidad de unién a acidos grasos. La proteina Fabp2 posee un solo sitio
de unidn al ligando y presenta preferencia por los LCFA saturados (Cdrsico et al., 1998;
Thumser y Storch, 2007). En el estudio de la captura de los LCFA, se han utilizado
ligandos radiomarcados, los cuales han sido desplazados por el uso de ligandos
fluorescentes (Pagano et al., 1991; Pagano et al., 1998). Inicialmente se utilizaban lipidos
marcados con nitrobenzoxadiol (NBD), pero recientemente se ha optado por utilizar
lipidos marcados con el BODIPY ya que posee caracteristicas que lo destacan. En
particular, el BODIPY es un fluoréforo no polar, y por lo tanto se ancla mejor a las bicapas
gue los lipidos marcados con NBD para lo que refiere a estudios de captado y localizaciéon
celular. Por otro lado, el BODIPY es foto estable, y tiene una fuerte absorcidn en la regién
azul-verde del espectro visible. Finalmente, este fluorocromo es adecuado y sumamente
util para su observacion mediante microscopia confocal (Kaiser y London, 1998; Johnson
et al., 1991; Chen et al., 1997; Wolf et al., 1992).

Para el caso de las FABPs, se han realizado varios estudios utilizando el BODIPY
FL C16 para estudiar tanto la capacidad de unidn al ligando in vitro, como en ensayos de
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cultivo celular (Thumser y Storch, 2007; Karsenty et al., 2009; Mclntosh et al., 2009;
Hostetler et al., 2010; Li et al., 2012). Se ha sugerido a través de estudios cinéticos que
este andlogo de 4cido graso de cadena larga BODYPY FL C16 se une a la FABP2 en una
configuracion que se superpone parcialmente con el sitio de unién natural del &acido
oleico (Thumser y Storch, 2007). Por este motivo es que optamos realizar los estudios
de funcionalidad de las Fabp generadas utilizando este ligando en ensayos de
saturacion.

En primer lugar, se realizaron los espectros de absorciéon y emisiéon del BODIPY
FL C16 en solventes con distinta polaridad. En este trabajo, hemos verificado lo
observado en reportes anteriores, donde el BODIPY FL C16 posee caracteristicas de
absorcién espectral que muestran un maximo de absorcién a 510 nm, aparentemente
con poca influencia del entorno en el cual se encuentra, con un desplazamiento de
Stokes relativamente pequefio de 8 nm. Sin embargo, aunque las longitudes de onda
maximas de absorcion y emision muestran poca dependencia del entorno, la intensidad
de fluorescencia observadas si se ve notablemente afectada por la polaridad del
ambiente. Nuestros resultados mostraron que el BODIPY FL C16 muestra una alta
intensidad de emisién en etanol, y muy baja en el buffer acuoso Tris 30 mM. En
presencia de Fabp2, la intensidad de fluorescencia aumenta, lo cual implica que el
BODIPY FL C16 se encuentra en un ambiente mas hidrofébico que en su estado disuelto
en solucién. De esta forma verificamos que la proteina esta uniendo el ligando,
posicionandose probablemente en el bolsillo hidrofébico de Fabp2wt y como
consecuencia muestra un aumento en la intensidad de fluorescencia.

Para evaluar si las mutaciones afectaron aspectos funcionales de la capacidad de
unién al ligando, se realizaron ensayos de saturacion de las proteinas por el agregado
de concentraciones crecientes de BODIPY FL C16. Consideramos importante realizar ese
analisis dada su relaciéon con los estudios en cultivos celulares con adicién de ligando, y
asi verificar que todas las isoformas tienen la capacidad de unir acidos grasos. Se
calcularon las constantes (Kd) de las las proteinas para su unién con el BODIPY FL C16,
considerando para todas un Unico sitio de union al ligando (Cérsico et al., 1998; Thumser
y Storch, 2007). Los resultados obtenidos muestran que Fabp2wt posee una Kd de 126
nM, que se encuentra en el orden de lo reportado previamente (Thumser y Storch,
2007). Para el caso de los mutantes realizados, se observd que todas las variantes son
capaces de unir el ligando fluorescente, sugiriendo que los cambios aminoacidicos
realizados no imponen cambios conformacionales que afecten la unién in vitro del
ligando. Los calculos de las Kd realizados muestran que son todas muy similares, a
excepcion del mutante Fabp228K/A°R/A. Este resultado sugiere que la sustitucién de
Unicamente la lisina 28 y/o arginina 29 estaria provocando cambios en el entorno
guimico que provoca una disminucion en la afinidad de unién de esta variante al BODIPY
FL C16. Por lo tanto, considerando los resultados obtenidos de Fabp2wt y los mutantes
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generados, podemos afirmar que los cambios de los aminoacidos realizados no afectan
en forma global la estructura y funcion intrinseca de esta proteina. Este hecho nos
permite validar los resultados de localizacion celular obtenidos en la linea Caco-2.

Efecto de la dieta en el nivel de expresion de fabp2 en el intestino de
Danio rerio.

En una segunda instancia, se realizaron ensayos para evaluar el efecto de una
dieta rica en acidos grasos en la expresion de fabp2 en el intestino de D. rerio. Este
estudio fue una primera aproximacion de las condiciones en las cuales la expresion de
fabp2 es maxima, dirigido a futuros estudios de la regulacién del metabolismo lipidico.

En estos ensayos se emplearon peces adultos divididos en siete grupos, de los
cuales un grupo estuvo 24 horas sin comer. El resto de los grupos experimentaron la
misma cantidad de horas de inanicidn y posteriormente se los alimentd siendo
sacrificados a distintos tiempos luego de la ingesta. Los peces fueron alimentados con
yema de huevo, la cual es basicamente una emulsidn de grasa en agua. Las cantidades
aproximados de los macronutrientes de la yema de huevo corresponden a un 59% de
lipidos totales siendo éstos los mas abundante; las proteinas representan un 34% y
finalmente posee un 0.9% de carbohidratos totales. El resto de los componentes
corresponden al agua, vitaminas y minerales. Dentro de la composicién lipidica, se
describe que un 41,2% corresponde a acidos grasos monoinsaturados, 36% de acidos
grasos saturados, 18,1% de acidos grasos poliinsaturados, 4,1% de colesterol y 0,6% de
grasas trans (USDA National Nutrient Reference Database for Standar Reference). Por lo
tanto, dada la composicién descrita, el uso de yema de huevo como Unica fuente de
alimentacion para los peces sometidos a este estudio implica una dieta rica en lipidos,
donde esperamos obtener un mayor grado de variacion en la expresién de fabp2.

Los peces fueron sacrificados disecandose el intestino anterior. Estudios previos
han demostrado que es en esta regidn proximal del intestino donde tiene lugar la
absorcién de los lipidos, y se expresan en forma abundante dos miembros de esta familia
de proteinas, Fabpl y Fabp2 (Gordon y Lowe, 1985; Lowe et al., 1987; Bass, 1988). A
partir de las muestras intestinales se realizo la extraccién del ARN total, seguido de la
retrotranscripcion para su utilizacion como molde en las reacciones de PCR en tiempo
real. Se realizé el estudio mediante la cuantificacidn relativa de la expresion génica de
fabp2, respecto al gen housekeeping del Factor de elongacién 1la (eeflal), cuya eficacia
como control interno ya ha sido reportada en ensayos muy similares (Esteves et al.,
2016). Asi mismo, para el estudio de cuantificacién relativa se utilizé como condicidn
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calibradora las muestras intestinales de peces no alimentados, realizandose contra ésta
la comparacion de los distintos tiempos post-alimentacién.

El método de cuantificaciéon relativa utilizado requiere el estudio de las
eficiencias para cada par de primers utilizados, la cual representa la fracciéon de
moléculas target que son copiadas en un ciclo de PCR. Siguiendo las indicaciones del
método, las eficiencias deben se cercanas al 100% individualmente, y ser similares entre
si, en particular entre las condiciones que se comparan (Livak et al.,, 2001). Para
determinar las eficiencias de los pares de cebadores se emplearon como molde el
pldsmido fabp2-pET5a para fabp2 y un pool de los cDNA de las condiciones alimentarias
en estudio para la eficiencia de eeflal. Para ambas se utilizaron diluciones seriadas al
cuarto de estos ADN molde. A partir de los graficos de concentracidon de cDNA versus Cr
se obtuvieron valores de eficiencias cercanas al 100% para los dos genes evaluados, lo
cual habilita a realizar la cuantificacién relativa.

La cuantificacién realizada mostré que la expresion de fabp2 aumenta mas de
ocho veces, Unicamente a la hora y media post-ingesta. Para el resto de las condiciones
ensayadas no se encontrd variacion de este gen respecto al control no alimentados. De
acuerdo con estos resultados, ensayos actuales de transcriptémica en curso por parte
de nuestro grupo de investigacidn, mostraron que en peces sacrificados luego de tres
horas de alimentados con una dieta baja en lipidos, la expresién de fabp2 no aumenta
respecto al control. Estos resultados obtenidos complementan los reportados
previamente, donde ante una dieta con bajo contenido graso, la transcripcion de fabp2
en intestino anterior aumenta 1,59 veces respecto al control, en peces sacrificados dos
horas luego de alimentados (Esteves et al., 2016). Demostramos asi el efecto importante
que tienen los lipidos en la regulacion de fabp2. Ademas, nuestros resultados
concuerdan con trabajos previos en donde en peces cebra alimentados con una dieta
con alto contenido graso, se induce el aumento de la expresidon de fabp2 de mayor
manera que con una dieta con bajo contenido graso (Karanth et al., 2009). Los resultados
obtenidos en este trabajo aportan también, un dato temporal no incluido en otros
ensayos publicados. Se ha reportado ademas, que los niveles de expresidn son
modulados segun la composicidn lipidica de la dieta. Particulamente se ha observado un
mayor aumento de los transcriptos de fabp2 en peces alimentados con dietas con alto
contenido de 4acido linolénico (Venkatachalam et al.,, 2013), componente que se
encuentra presente en la yema de huevo.

El comportamiento observado de fabp2 frente a la dieta proporcionada, sugiere
gue la expresidn de éste podria estar regulado por factores de transcripcidon que se
activarian por algunos de los acidos grasos contenidos en la yema de huevo. Por otro
lado, se ha demostrado que el receptor nuclear PPARa tiene un rol clave en la regulacion
de la expresion génica mediada por la dieta en el intestino (Bunger et al., 2007). La
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induccion de la expresion de FABP1 y FABP2 por PPARa en el intestino se ha analizado
a través de diferentes aproximaciones. Un aumento en los niveles de transcriptos de
fabply fabp2 en intestino fueron determinados por northem blot en ratas luego de la
administracion de clofibrato, un activador del PPARa. (Bass et al., 1988). Empleando
ratones knockout, Fujishiro y colaboradores determinaron la expresion de fabp2 en el
intestino de manera PPARa dependiente (Fujishiro et al., 2002). Ademds, se ha
demostrado in vitro que las FABPs cederian sus ligandos a estos receptores para
provocar su activacién. Mediante ensayos de transactivacidon se evidencié que el acido
oleico activa al receptor induciendo la expresidon de un gen reportero. Este efecto se
magnifica cuando estan presentes las FABPs, sugiriendo que son estas ultimas las que le
transfieren el 4cido oleico al receptor activandolo. Es asi que las FABPs, junto a los PPARs
adquieren un papel clave en la regulaciéon de las vias metabdlicas involucradas en
mantener el balance energético y en especial participando en la oxidacién de las grasas.
Por otro lado, dada la especificidad tisular de las FABPs podrian actuar selectivamente
sobre los PPARs hecho que puede ser explotado terapéuticamente para promover la
seleccion celular de agonistas de PPARs (Hughes et al., 2015).
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente trabajo nos propusimos contribuir a la comprension de los
procesos moleculares que estan implicados en el rol de la proteina intestinal de unién a
acidos grasos (Fabp2) de Danio rerio en el nucleo del enterocito.

En una primera seccion estudiamos la posibilidad de la existencia de una sefial
de localizacién nuclear que regule la entrada al nucleo de Fabp2, basados en trabajos
previos de nuestro grupo de investigacion, que ubicaban a esta proteina transportando
acidos grasos in vivo al nucleo del enterocito del pez cebra. Segun la bibliografia
consultada y estudios in silico realizados, consideramos la presencia de una NLS
tridimensional, posicionada en las hélices a de esta proteina. Apoyando esta hipotesis,
verificamos en un modelo por homologia la presencia de aminoacidos claves (F56 y L31)
gue podrian estar involucrados en la regulacién de la sefial permitiendo o impidiendo su
activacion. Actualmente nos encontramos trabajando en obtener la estructura
cristalografica de la proteina Fabp2wt, asi como de los mutantes planteados
posteriormente, para verificar estos estudios. Nos planteamos también la generacién de
nuevos mutantes que nos permitan elucidar el rol de la F56 y L31 en la activacion de la
sefial.

Se planted la generacion de distintos mutantes con la finalidad de descifrar
cuales son los aminodcidos involucrados en una posible NLS que explique el ingreso de
Fabp2 al nucleo del enterocito. Se seleccionaron los aminodcidos K17, K28, R29, K30
como posibles integrantes de la NLS, mediante el estudio in silico, en comparacién a
estudios realizados previamente en otras proteinas de la familia de las FABPs. Los
residuos mencionados se sustituyeron por Alaninas generando una serie de mutantes
en base a combinaciones de los mismos, y se subclonaron, en el vector pCDNA-EGFP,
apto para la expresién transitoria en células eucariotas. En los estudios se incluyé la
forma salvaje subclonada en el mismo vector.

En primer lugar, se pusieron a punto las condiciones de transfeccién de la linea
celular Caco-2, obteniéndose los resultados esperados en los controles positivos y
negativos realizados, generandose un protocolo totalmente reproducible bajo las
condiciones ensayadas. Los ensayos de transfeccion con el plasmido conteniendo la
forma salvaje de Fabp2, mostraron que esta proteina se localiza tanto en el nticleo como
en el citoplasma de la célula. Ademas, se demostré mediante la adicién de acidos grasos
al medio de cultivo delipidado, que tanto el acido oleico como el acido palmitico
promueven la localizacion nuclear de esta proteina.

Por otro lado, los resultados obtenidos mediante el analisis de las transfecciones
con los plasmidos de los mutantes generados, mostraron que a pesar de posicionarse
de forma muy similar a la NLS descrita para FABP4, la combinacién de residuos de K17,
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R29 y K30 no estaria implicada en la NLS tridimensional, dado que en ausencia de estos
aminodcidos, y en presencia de ligandos inductores de la translocacién nuclear, la
proteina es capaz de ingresar al nucleo de las células Caco-2. Sin embargo, se observé
que los aminoacidos K17, K28 y R29 estan involucrados en la NLS de Fabp2. En ese
sentido, la sustitucién de estos residuos por Alaninas, en presencia de un ligando
inductor de la translocacién nuclear (acido oleico), no promueve la localizacién nuclear.
Por lo tanto, estos aminodcidos son importantes para realizar este proceso. Por otro
lado, la inclusién de mutantes en nuestros ensayos de K17 por un lado, y K28 y R29 por
otro mostré que las combinaciones aminoacidicas asi ensayadas, no impiden la
translocacidn nuclear de la proteina, si bien la proporcién translocada es menor que
cuando esta el triplete. Por lo tanto, los tres residuos actuarian de forma cooperativa,
siendo necesarios para actuar como NLS. Proponemos generar a futuro mutantes que
posean individualmente las sustituciones de K28 y R29, y asi confirmar o no si poseen
una accion cooperativa en conjunto con los resultados obtenidos hasta el momento.

En cuanto a los cultivos celulares transfectados con la forma mutante para los
aminodcidos K17, K28 y R29, se observaron cambios a nivel de la morfologia de las
células, sugiriendo que las mismas se encuentran bajo una situacion de estrés o muerte
celular. Probablemente este estado se deba a la acumulacién de proteinas a nivel
citoplasmatico, dado el impedimento de su translocacidon nuclear por las mutaciones
realizadas. Para confirmar esto pretendemos realizar estudios de muerte celular en las
células transfectadas en comparacién con aquellas transfectadas con la construccién
salvaje.

A pesar de localizar cuales son los aminoacidos involucrados en la NLS, quedan
varias preguntas por contestar sobre cdmo es el mecanismo molecular que permite el
proceso de ingreso al nucleo, ya que hasta el momento otros autores han descartado la
interaccidn con proteinas de la familia de las importinas. Proponemos realizar a futuro
estudios de inmunoprecipitacién en extractos totales de intestino de D. rerio, con la
intencién de capturar complejos proteicos de Fabp2 con proteinas involucradas en el
transporte nuclear, que seran identificadas por espectrometria de masa. Para este
procedimiento contamos con anticuerpos especificos para Fabp2 realizados por nuestro
grupo de investigacién. Asimismo, planteamos realizar ensayos de inmunolocalizacion
con anticuerpos contra importinas.

Paralelamente a la generacién de los mutantes y los ensayos de cultivo celular,
nos propusimos evaluar si las isoformas de Fabp2 propuestas poseen cambios
estructurales y funcionales significativos, como consecuencia de las variantes
aminoacidicas realizadas. Para ello se expresaron de forma recombinante los cuatro
mutantes estudiadas y la forma salvaje de Fabp2 de D. rerio. Los estudios de estructura
secundaria y terciaria mediante dicroismo circular mostraron que estructuralmente las
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variantes mutantes son muy similares a la proteina salvaje, dentro del error
experimental de la técnica. Por otro lado, mediante ensayos de unién al ligando
fluorescente BODIPY FL C16, se comprobd que todas las isoformas son capaces de unir
el ligando, y por lo tanto los cambios aminoacidicos no implicarian modificaciones
involucradas en su habilidad de unir dcidos grasos. Se determino que las constantes de
afinidad (Kd) de la proteina Fabp2wt por el BODIPY FL C16 es similar a la de todos los
mutantes, excepto para la isoforma Fabp2?K/A%°R/A que la Kd calculada es
significativamente mayor. Consideramos que este aumento puede deberse a cambios
en el entorno quimico que provoquen variaciones en la unién del BODIPY FL C16 a la
proteina. Nos proponemos a futuro estudiar la unidn de acidos grasos, mediante
ensayos de desplazamiento de BODIPY FL C16 para todas las formas ensayadas, de modo
de obtener las Kd para ligandos naturales.

La segunda seccidn de este trabajo se centrd en el estudio del efecto de una dieta
con alto contenido lipidico en los niveles de expresién de fabp2 mediante qPCR en el
intestino anterior de adultos de D. rerio. En estos ensayos se incluyeron muestras
intestinales de peces sacrificados a distintos tiempos luego de la ingesta, en
comparacion con peces mantenidos 24 hs sin alimento. Los resultados obtenidos
mostraron que el nivel maximo de expresién de fabp2 se da luego de una hora y media
de la ingesta, observdandose un aumento de este transcripto de mas de ocho veces
respecto al control. Consideramos este estudio como una primera aproximacién que nos
brinda datos valiosos para futuros estudios de la regulacion de la expresidn de este gen.
De todas formas, estos ensayos se confirmaran realizando al menos tres réplicas
bioldgicas para cada condicidn, de modo de obtener resultados mas representativos que
los obtenidos mediante el uso de pools de muestras. Por otro lado, se determinard el
perfil de expresién a nivel proteico mediante western blot cualitativo frente al mismo
protocolo de alimentacién de modo de poder relacionar la expresién de la proteina con
la regulacion de la expresion génica a través de PPARs en vias metabdlicas vinculadas a
los lipidos.

Finalmente, mediante este trabajo creemos que se ha podido contribuir al
estudio del rol nuclear de FABP2, quedando planteadas interrogantes que intentaremos
responder en el futuro. En primer lugar, en un futuro cercano trataremos de confirmar
sila union al ligando es quien promueve que esta proteina se dirija al nucleo, o si Fabp2
ingresa al nucleo en ausencia de ligando. Actualmente nos encontramos en la
planificacion de estos experimentos, donde se transfectaran células Caco-2 con la
construccion que posee la isoforma salvaje en presencia de acidos grasos activadores,
adicionando al medio de cultivo un inhibidor de la unién al ligando, el HTS01037, cuya
eficacia ha sido demostrada para otras FABPs (Hertzel et al., 2009). En primer lugar,
analizaremos in vitro si esta molécula inhibe la unién Fabp2-BODIPY-FLC16 a través de
estudios de desplazamiento mediante espectrofluorometria.

Por otro lado, nuestro grupo de investigacién también se ha centrado en el rol
de Fabpl, la cual hemos localizado a nivel nuclear de los enterocitos y estudiaremos la
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posibilidad de la presencia de una NLS similar a la de Fabp2. Preguntas sobre el
transporte de ligandos especificos a sitios intracelulares concretos y la interaccion de las
FABPs con compaferos moleculares diferentes a los ya descritos para los miembros de
esta familia, forman parte de las interrogantes que pretendemos descifrar para
colaborar con el entendimiento del rol de las FABPs en el intestino.
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Anexos

8. ANEXOS

) Purificacién de plasmido: Miniprep Alcalina

A partir de un precultivo crecido toda la noche:

1. Centrifugar durante 30 segundos a maxima velocidad y descartar el sobrenadante
2. Resuspender el pellet en 1 mL de tampdn SET, vortexear 1 minuto y centrifugar 30
segundos a maxima velocidad.

3. Resuspender nuevamente el pellet en 150 pL de tampdn SET y agregar 10 plL de
solucion de RNAsa y vortexear

4. Inmediatamente agregar 350 pL de mezcla litica, vortexear y la solucion debe
volverse clara.

5. Incubar por 10 minutos en hielo.

6. Agregar 250 uL de tampodn acetato, invertir el tubo varias veces e incubar en hielo
30 minutos.

7. Centrifugar a mdxima velocidad por 5 minutos a 4°C recuperando el
sobrenadante.

8. Agregar un volumen de isopropanol, invertir el tubo varias veces y centrifugar a
maxima velocidad 5 minutos a temperatura ambiente.

9. lavar el pellet con 1 ml de etanol 70%, secar y resuspender en 20 uL de agua
estéril.

) Gel de poliacrilamida de proteinas 15%

Gel separador:

= Bijs-acrilamida 30:08; 3,75 mL
= Buffer Tris pH8,8; 2,1 mL

= SDS 10%; 75 uL

= Agua mRo 1,685 mL

= TEMED; 3,75 pL

= APS 10%; 37,5 uL

Gel Stacking:

=  Bis-acrilamida 30:08; 0,42 mL
=  Buffer Tris pH 6,8; 0.23 mL

=  SDS 10%; 25 pL

= Agua mRo; 1,84 mL

= TEMED; 2.5 pL

= APS10%; 12,5 uL
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Las muestras se preparan en tampdn de carga para proteinas 4X y se hierven durante
10 minutos. La electroforesis se realiza en buffer de corrida: Solucién stock 5X. Tris

base 125 mM, Glicina 1,25 M, SDS 0,5% (w/v).

) Medios

de cultivo:

LB/ LB-agar (1L):

e 10 gde Peptona

e 5gdeNaCl

e 5 gde Extracto de levadura

e 15gdeagar

ZYM5052 (Studier, FE et al. 2005) (250 mL)

e 2gdeTriptona

e 1 gde Extracto de levadura

Disolver en 184 mL de H20 miliQ, y agregar:

e 400 mLde
e 40mLdeo

Autoclavar.

MgS0O4 1M
ligoelementos 1000x

Luego en esterilidad agregar 8 mL de solucién 5052 25x y 8 mL de solucién M 25x.

Una vez inoculado el cultivo con el clon deseado se deja crecer hasta una DO de 10

por lo menos.

Soluciones:
e Solucid
o)
o)
o)

n 5052 25x (100mL):
12.5g de glicerol (0.5%)
1.25 g de glucosa (0.05%)
5g de lactosa (0.2%)
Autoclavar la solucién

e Solucion M 25x (100 mL)

@)
@)
@)
@)

8.8g de Na;HPO4 (25 mM)
8.5g de KH2PO4 (25 mM)
6.7g de NH4Cl (50 mM)
1.7g de NaxS0a4 (5 mM)

Autoclavar la solucion
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Oligoelementos 1000x:
Se preparan en HCI 60 mM
o FeCls 50 mM
CaCl; 20 mM
MnCl; 10 mM
ZnS0O4 10 mM
CoCl; 2 mM
CuCl; 2 mM
NiCl; 2 mM
NaxMoQOz2 mM
NaySeO3 2 mM
HgBO3 2 mM

0 0O O 0O 0O O o O O

Precipitacidén con sulfato de amonio

Para 1000 mL de solucidn:

de (NH4)2S0 _533x(52-51) $2= % final S1= %inicial
g de 412500=1 00" (03vs2) =% fina = %inicia

Para la precipitacion al 30%, S1= 0y S2=30.
Para la precipitacion al 50%. S1=30y S2=50.

Eficiencias qPCR

Para el calculo de las eficiencias se realizaron diluciones seriadas % del
plasmido fabp2-pET5a para el par de cebadores especifico de fabp2, y un
pool de cDNA de las distintas condiciones para el par de cebadores de
eeflal. Los calculos fueron realizados en el software del equipo Applied
Biosystems™ 7500 Real-Time PCR a partir de los valores de pendiente de las
curvas estandar realizadas.

La eficiencia se la reaccion se define matematicamente como:
Ezlo(—l/pendiente) -1

Para la curva estandar de fabp2 se obtuvo una pendiente de -3.453 y para
eeflal de -3.36, lo cual por sustitucidn en la ecuacidn anterior corresponde
a eficiencias de 95.4 y 98.4 % respectivamente.

Tratamiento de datos en ensayos de union a ligando
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En los ensayos de saturacion por unién al ligando fluorescente BODIPY FL
C16, se realizaron las medidas de intensidad de fluorescencia (IF) vs
concentraciones variables del ligando a una concentracidn de proteina fija.
Para el tratamiento de los datos se realizé el experimento en las mismas
condiciones sin el agregado de proteina, de modo de establecer cual es la
fluorescencia que emite el BODYPI FL C16 en solucidn acuosa, y asi poder
corregir los datos. Los datos para este ensayo sin proteina mostraron una
tendencia de ajuste lineal (Figura 8.1), y por lo tanto, su valor de ordenada
en el origen fue restado a los datos de IF para cada ensayo con proteinas.
Se puede observar que la IF en el ensayo sin proteina a concentracién nula
de BODIPY FL C16 es muy similar a cuando se agregan concentraciones
crecientes de este ligando (linea punteada rosada en Figura 8.1).
Probablemente esta fluorescencia detectada corresponda a la dispersion
raman del H,0 del medio acuoso que se mide a 530 nm.

Para las curvas de saturacidn de las distintas proteinas se realizé el ajuste

" Yy X .
hiperbdélico y=————, donde C50 corresponde a la Kd, considerando un
C50+x

solo sitio de unién al ligando.

Fabp2wt
1 et e Fabp2'"K/A,R/A,“KIA
® .- e  ..... Fabp2""K/A KIA PRIA

] P Fabp2''K/A
5 ST 28 29,
3x10° e Fabp2K/A,"R/A
D Sin prot.

2x10°

1
~

(unidades arb.)

1%10°

Int. Fluorescencia

BODIPY FL C16 (uM

Figura 8.1. Curvas de saturacion de Fabp2wt y mutantes, en comparacion con el ensayo sin
proteina.
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