
 

 PRODUCCIÓN RECOMBINANTE Y 
ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LA 
PROTEÍNA FABP2 DE DANIO RERIO 

 

 
FEDERICO MARTÍNEZ WALLACE 

  
LICENCIATURA EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 
TUTORA: 
 
Dra. ADRIANA ESTEVES 

 
Sección Bioquímica 
Facultad de Ciencias 

Montevideo, Marzo 2022 
 

 

 



1 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

A mis padres y hermano, por todo, no estaría acá si no fuera por 
ustedes, en un montón de sentidos.  

A mi tutora, Adriana Esteves. No me imagino una tutora mejor, 
sinceramente. El universo me premió en colocarla en mi camino. 

A todo el equipo del Piso 3, ala Norte, y a mis compañeros del Lab 
304, especialmente a Ceci, Vale, Gaby y Bruno por estar siempre 
disponibles para evacuar dudas, ayudarme, compartir conocimiento y 
darme ánimo.  

A todos en general por su paciencia, y por confiar en mí y empujarme 
a seguir, incluso cuando yo mismo dudé más de una vez de mí mismo, 
siempre estuvieron con buen ánimo alentándome y dándome impulso 
para seguir. 

A Tienda Inglesa Casa Central, por brindarme horarios para poder 
seguir estudiando y poder así realizar simultáneamente ambas 
actividades. No me olvido de esos momentos cuando salía apurado de 
las clases de la facultad y me iba corriendo al trabajo para no llegar 
tarde. Momentos de sacrificio, pero que hoy valieron la pena, hoy los 
recuerdo con gran alegría. 

Por último agradecer también a mis amigos por compartir momentos 
de risas y también de conocimiento.  

 
“La gota horada la roca, no por su fuerza sino por su constancia “ 

-Ovidio 

 



2 
 

ÍNDICE 

 

1. INTRODUCCIÓN ………………………………………………………………………………………………  3 

1.1. GENERALIDADES DE LAS PROTEÍNAS DE UNIÓN A ÁCIDOS GRASOS …….. 3 

1.2. FABP2 ………………………………………………………………………………………………….. 5 

1.3. D.RERIO COMO ORGANISMO MODELO ……………………………………………….. 7 

2. OBJETIVOS ………………………………………………………………………………………………………  8 

2.1. OBJETIVO GENERAL …………………………………………………………………………….. 8 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS ………………………………………………………………………. 8    

3. MATERIALES Y MÉTODOS ……………………………………………………………………………….  9 

3.1. EXPRESIÓN DE PET5A-FABP2 ……………………………………………………………….. 9 

3.2. PURIFICACIÓN DE FABP2 POR CROMATOGRAFÍA DE EXCLUSIÓN 

MOLECULAR ……………………………………………………………………………………………. 10 

3.3. CUANTIFICACIÓN DE FABP2 Y ANÁLISIS DEL GRADO DE PURIFICACIÓN . 11 

3.4. ANÁLISIS ESTRUCTURAL DE FABP2 …………………………………………………….. 11 

3.5. INMUNOLOCALIZACIÓN DE FABP2 EN EL ENTEROCITO DE D.RERIO …… 12 

4. RESULTADOS ………………………………………………………………………………………………… 13 

4.1. EXPRESIÓN DE PET5A-FABP2 ……………………………………………………………… 13 

4.2. CUANTIFICACIÓN DE LA FRACCIÓN PURIFICADA ………………………………… 18 

4.3. MODELADO POR HOMOLOGÍA ………………………………………………………….. 21 

4.4. INMUNOHISTOQUÍMICA ……………………………………………………………………. 27 

5. DISCUSIÓN ……………………………………………………………………………………………………. 29 

5.1. PERSPECTIVAS …………………………………………………………………………………… 32 

6. BIBLIOGRAFÍA ……………………………………………………………………………………………….. 33 

 

 

 

  



3 
 

 

1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. GENERALIDADES DE LAS PROTEÍNAS DE UNIÓN A ÁCIDOS GRASOS 

 

Las primeras proteínas de unión a ácidos grasos (FABPs) fueron identificadas en 

1972 por Ockner y colaboradores a partir del purificado de la mucosa intestinal (Ockner 

et al., 1972). Desde el primer aislamiento se han identificado al menos nueve tipos 

distintos de proteínas de esta familia en los vertebrados (Glatz y Van der Vusse et al, 

1997; Xu et al., 2019). Esta familia de proteínas, junto con la familia de las lipocalinas 

y las avidinas, forman parte de la superfamilia de las Calicinas (Flower et al., 2000; Chiu 

et al., 2010). 

Las FABPs son proteínas de bajo peso molecular (14-15 kDa) que unen en forma no 

covalente ligandos hidrofóbicos, principalmente ácidos grasos. Conforman una familia 

multigénica con una distribución filogenética muy amplia (Hertzel y Bernlhor, 2000; 

Esteves y Ehrlich, 2006; Smathers et al., 2011; Storch and Thumser, 2010; 

Venkatachalam et al., 2017). Se expresan en gran abundancia en tejidos involucrados 

en el metabolismo activo de lípidos, tales como hígado, intestino, corazón y adipocitos 

(Hertzel y Bernlhor, 2000). Son nombradas de acuerdo al tejido en el que fueron 

identificadas por primera vez; por ejemplo, FABP hepática (L-FABP o liver FABP), FABP 

intestinal (I-FABP o intestinal FABP). Actualmente se tiende a emplear una 

nomenclatura en la que se le asigna un número a cada una luego de la sigla FABP; por 

ejemplo FABP1 para la forma hepática y FABP2 para la intestinal (Hertzel y Bernlhor, 

2000).  

Los miembros de las FABPs muestran una similitud moderada en su estructura 

primaria, que varía entre el 20% y el 70% (Banaszak et al., 1994; Haunerland and 

Spener, 2004). Comparten una estructura terciaria general formada por diez cadenas 

β antiparalelas con dos hélices α cortas (αI y αII), ubicadas entre la primera (βA) y la 

segunda cadena β (βB), formando un barril β que encierra una cavidad donde se aloja 
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el ligando, accesible al solvente (Jones et al., 1988) (figura 1). La cavidad se ubica en el 

extremo del barril cerca del motivo hélice-vuelta-hélice, que se cree que forma parte 

de un portal para la entrada y salida del ligando (Banaszak et al., 1994; Bernlohr et al., 

1997). Esta región portal que consta de la hélice αII y los bucles βC-βD y βE-βF; se ha 

identificado como un determinante clave de los sutiles cambios conformacionales 

relacionados con la unión del ligando (Friedman et al., 2006; Ragona et al., 2014). 

Distintas evidencias han sugerido que el residuo Phe57 altamente conservado, jugaría 

un papel importante en la región portal (Simpson y Bernlohr, 1998; Lücke et al., 2001; 

Gillilan et al., 2007). 

 

   

 

                              

                              

 

 

 

 

                               Figura 1: Estructura de FABP2 de rata(1ifc.pdb)  

En términos generales la función de estas proteínas estuvo vinculada al transporte 

de ácidos 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 sólo por su distribución tisular, sino también por la especificidad y afinidad 

por sus ligandos sugiriendo funciones específicas. Algunos de sus miembros estarían 

implicados en la modulación del crecimiento y proliferación celular, en la provisión de 

energía metabólica, así como en la regulación de la expresión génica e inmunidad 
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celular (Glatz y Veerkamp, 1985; Madsen et al., 1992; Yang Y, et al., 1994; Shimizu et 

al., 1997; Wang et al., 2003). Hallazgos recientes indican que las FABPs no sólo son 

importantes en sus tejidos de origen, sino que también pueden influir en el 

metabolismo y en funciones de tejidos distales a sus sitios de expresión (Xu et al., 

2019). 

1.2. FABP2 

 

    En la región del intestino donde tiene lugar la absorción de los lípidos, se expresan 

en forma abundante dos miembros de esta familia de proteínas, FABP1 y FABP2 (Bass, 

1988, Alpers et al., 2000). Ambas proteínas son las únicas de esta familia con co-

expresión elevada en un mismo tejido. La presencia de estas dos proteínas en el 

intestino ha llevado a la especulación de que podrían asumir roles únicos en el 

metabolismo de los ácidos grasos intestinales (Levy et al., 2009; Lai et al., 2020). Se ha 

propuesto que las mismas participan en el transporte intracelular de los ácidos grasos 

de cadena larga absorbidos, dirigiéndolos hacia los distintos compartimentos 

subcelulares, incluyendo el núcleo (Storch y Córsico, 2008; Montoudis et al., 2008; 

Lagakos et al., 2011; Esteves et al., 2016). FABP2 estaría vinculada con la -oxidación 

en la mitocondria y la captura de colesterol regulando genes involucrados en dichos 

procesos (Montoudis et al., 2008). También se ha sugerido que FABP2 estaría 

involucrada en procesos asociados a la proliferación celular (Besnard et al., 2002; 

Storch y McDermont, 2008).  

    Estudios con ratones fabp2 -/- y la mutación humana Ala54Thr sugieren que esta 

proteína podría funcionar fisiológicamente como un componente sensible a los lípidos 

en la homeostasis energética, y no exclusivamente en el transporte de ácidos grasos 

de la dieta (Baier et al., 1995; Vassileva et al., 2000; Stan et al., 2005). La FABP2 podría 

aportar información sobre el estado de los lípidos de la dieta en mecanismos que 

controlan universalmente la utilización de la energía, el almacenamiento de energía y 

eventualmente el peso corporal (Vassileva et al., 2000). Otro estudio, también en 

ratones que carecen de FABP2 muestra una disminución de la longitud de las 

vellosidades intestinales, así como una alteración en la densidad de células caliciformes 
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y un aumento de la permeabilidad intestinal (Xu et al., 2019). Estudios recientes en 

Danio rerio fabp2 -/- sugieren que esta proteína podría regular el metabolismo de los 

triacilglicéridos y el colesterol y promover la absorción de ácidos grasos omega 3 (Zhao 

et al., 2020).  

    Otro aspecto vinculado a estas proteínas es su uso como biomarcador. Estudios 

recientes indican que los niveles circulantes de las FABPs en el suero, pueden ser 

utilizados para detectar enfermedades metabólicas e inflamatorias, así como la 

detección de tipos específicos de cáncer. Se ha observado que FABP2 se libera 

rápidamente en la circulación sistémica tras una lesión en los enterocitos, y en 

consecuencia se ha demostrado que es un biomarcador útil para el diagnóstico de 

isquemia intestinal aguda, incluida la enterocolitis necrotizante y la isquemia 

mesentérica no oclusiva. También se ha sugerido como un marcador de diagnóstico 

para la detección en pacientes con insuficiencia renal (Tsai et al., 2020). 

    En cuanto a FABP2 de mamíferos, al igual que la mayoría de los miembros de su 

familia, tiene un único sitio de unión a ligando, y posee alta afinidad por los ácidos 

grasos saturados e insaturados. Participa en la transferencia de ácidos grasos desde y 

hacia las membranas mediante un mecanismo colisional (Hsu et Storch, 1996). 

Particularmente, la región hélice vuelta-hélice de la proteína contiene varios residuos 

cargados positivamente que interaccionan con las cargas negativas de fosfolípidos de 

las membranas (Franchini et al., 2008). 

    En lo referente a la regulación de la expresión del gen correspondiente, la 

información es más escasa. Se ha demostrado un aumento en los transcriptos de fabp2 

en presencia de la hormona intestinal PYY (péptido tirosina tirosina), que es secretado 

por las células endócrinas ileales cuando los lípidos de la dieta alcanzan la parte distal 

del intestino delgado (Halldén et Aponte, 1997). Datos más recientes mostraron, en el 

pez cebra, un aumento en la expresión de fabp2 en respuesta a la ingesta (Esteves et 

al., 2016; Suárez, 2018).  
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1.3. DANIO RERIO COMO ORGANISMO MODELO 

     

   Para la realización del presente trabajo se usó como organismo modelo el pez cebra 

(Danio rerio). El poder contar con un organismo modelo, con genoma secuenciado, de 

fácil mantenimiento en un entorno de laboratorio, y que además permita estudios in 

vivo, tiene un valor invaluable particularmente para estudios metabólicos (Santoro et 

al., 2014). Indudablemente, los estudios in vitro son también una valiosa contribución 

y complementan los anteriores. Además, es un organismo que ofrece una combinación 

única de características como son el tiempo de generación corto, pequeño tamaño y 

se conoce el genoma. 

    Por otro lado, la gran similitud estructural entre FABP2 de D. rerio y su contraparte 

humana, un gran cuerpo de evidencia demuestra que el pez cebra puede servir como 

un "vertebrado canónico" no sólo en biología del desarrollo sino también en el estudio 

del metabolismo y de enfermedades humanas (Seth et al., 2013, Santoro et al., 2014, 

Astone et al., 2017; Yoganantharjah et Gibert, 2017; Danilova et al., 2018; Völkel et al., 

2018).  

    Notablemente, el pez cebra muestra a menudo trastornos similares a los de 

enfermedades humanas, haciendo de este un sistema sobresaliente para estudiar 

enfermedades hepatobiliares, gastrointestinales y pancreáticas (Zhao et al., 2017). Por 

ejemplo, muchas de las características de la enfermedad del hígado graso, que en los 

humanos es típicamente causado por el síndrome metabólico o el abuso de alcohol, 

así como diabetes tipo II, inflamación intestinal o síndromes raros como el de Alagille, 

son similares en el pez cebra (DeRossi et al., 2016; Bambino et al., 2018). Son 

relevantes también los estudios sobre obesidad empleando tanto larvas como adultos, 

entre los que se incluye un modelo de obesidad (Oka et al., 2010; Faillaci et al., 2018; 

Li et al., 2019). 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1. OBJETIVO GENERAL: 

 

Entrenamiento en el uso de técnicas básicas de Bioquímica y Bioinformática, a 

través de la caracterización de la proteína Fabp2 de Danio rerio.  

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

1)  Purificación de la proteína recombinante Fabp2 de D. rerio.   

2) Análisis estructural de Fabp2 mediante programas informáticos. 

3) Inmunolocalización de Fabp2 en el enterocito de D. rerio adulto. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

3.1. EXPRESIÓN DE PET5A -FABP2 

 

    La región codificante del gen fabp2 de D. rerio fue previamente clonada en el 

vector de expresión pET5a en la cepa BL21 de Escherichia coli.  Se partió para este 

trabajo de un precultivo inoculando 5μl de un stock en glicerol conservado a -80ºC, 

en 3 ml de medio 2xYT conteniendo 100 μg/ml ampicilina. El precultivo se mantuvo 

durante la noche (ON) a 37°C en agitación. Al día siguiente, se plaqueó en medio 

sólido (LB-agar, 100 μg/ml ampicilina concentración final) dejando ON a 37ºC. La 

placa resultante se conservó a 4ºC como respaldo. A partir del mismo precultivo 

inicial inoculamos 3μl en 8 tubos de precultivo conteniendo cada uno 3ml de medio 

2xYT y 3 μl de ampicilina (100 μg/ml de concentración final), dejando ON a 37 °C en 

agitación. Posteriormente se inocularon 200 ml de medio de cultivo 2xYT con 6ml 

de precultivo. Se emplearon 4 matraces con 200 ml c/u dejando en agitación a 200 

rpm a 37ºC, hasta alcanzar una absorbancia de 0,57, leída a 600nm. Se indujo la 

expresión del gen con el agregado de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 

0.4mM mantenido el cultivo a 37ºC en agitación por dos horas. Previo a la inducción 

se extrajo una alícuota del cultivo para su posterior análisis por electroforesis. 

   Finalizado ese tiempo, se centrifugó el contenido de cada matraz a 5000xg por 10 

minutos a 4°C en  centrífuga Beckman J2-21. Una vez centrifugado se descartó el 

sobrenadante y se lavó el pellet con 50 ml de Tris-HCL 30mM pH 8,3 y se centrifugó 

a 4420xg, a 4°C durante 10 minutos. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió 

el pellet en buffer de lisis (Tris-HCl 30mM pH8.3, DTT 1mM, EDTA 1mM, NaCl 

500mM, PMSF 1mM, MgCL2 5mM) en una relación de 1ml de buffer/ 0.1 gramo de 

bacterias. 

   Las células fueron sonicadas (sonicador Benchmark modelo DP0150), a una 

frecuencia de 2 pulsos/segundo durante 30 minutos. Luego de verificar la lisis 

celular por disminución de absorbancia a 600nm, se centrifugó a 12000xg a 4ºC, en 

centrífuga Beckman J2-21. Se recuperó el sobrenadante.  

    Para verificar que hubo efectivamente una inducción de la expresión de fabp2, se 

extrajo una alícuota del sobrenadante y se realizó su posterior análisis mediante  
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electroforesis desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se comparó 

con la alícuota sin inducir previamente separada. 

 

3.2. PURIFICACIÓN DE FABP2 POR CROMATOGRAFÍA DE EXCLUSIÓN MOLECULAR 

 

   El sobrenadante obtenido se precipitó con sulfato de amonio al 30% mantenido 

en agitación durante 2 horas a temperatura ambiente (TA). Luego de transcurrido 

ese tiempo se centrifugó a 10000 rpm a 20°C durante 15 minutos (centrífuga 

Beckman modelo J2-21 con rotor JA-20). Se recuperó el sobrenadante y se precipitó 

con sulfato de amonio al 50% a TA agitando hasta su disolución. Posteriormente se 

centrifugó a 15000xg durante 15 minutos a 20°C. El sobrenadante se dializó en Tris-

Cl 30mM pH8.3, 150mM NaCl, y finalmente se concentró a 5ml usando 

polietilenglicol 8000 (Sigma). El concentrado proteico se mantuvo a 4ºC hasta su 

uso. 

 

   Se empleó una columna HiPrep 26/60 Sephacryl S100HR (rango de 

fraccionamiento de 100-100.000 Da) con un volumen total 320ml. La columna se 

equilibró con Tris-Cl 30mM pH8.3, 150mM NaCl. Se empleó un flujo de 2ml/minuto 

colectando 2ml/tubo hasta alcanzar el volumen total de la columna. Se midió la 

absorbancia de cada tubo a 280nm. 

 

   Partiendo del cromatograma obtenido a partir de las lecturas realizadas, se 

seleccionaron varias muestras para ser analizadas por SDS-PAGE en geles de 

poliacrilamida al 15%, de 0,75mm de espesor, teñidos con Azul Coomassie. En todos 

los casos se usó un tampón de muestra 4X sometiendo cada mezcla a 100 ºC 

durante 5 minutos. Se empleó marcador de masa molecular Accuruler RGB plus 

(Invitrogen). Las fracciones con banda proteica del tamaño esperado se 

seleccionaron y conformaron la fracción final purificada. 

 

   Para verificar la presencia de Fabp2 se realizó Western Blot. Para ello se realizó 

una electroforesis en las mismas condiciones ya indicadas, con 15 μl de la fracción 
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final, para transferir a una membrana de nitrocelulosa (Amersham) en cuba BioRad, 

durante 1,5hs a 400mA en tampón de transferencia, se preparó 1,5 litros (4,53 

gramos de Tris base+ 21,63 gramos de Glicina + 300 ml etanol). La membrana se 

dejó ON a 4ºC en solución de bloqueo (5% leche descremada Conaprole en polvo, 

2% glicina). Se utilizó un anticuerpo monoclonal específico contra FABP2 (OTI2C4 

Thermo Fisher Scientific) y un anti-IgG de ratón acoplado a fosfatasa alcalina 

(Sigma). La señal se reveló utilizando NBT-BCIP (Roche). 

 

   Tanto por electroforesis como por Western Blot se observaron dos bandas de peso 

molecular muy similar al esperado, por lo que se resolvió analizar ambas bandas por 

espectrometría de masas (Instituto Pasteur de Montevideo). 

3.3. CUANTIFICACIÓN DE FABP2 Y ANÁLISIS DEL GRADO DE PURIFICACIÓN 

 

    Para la cuantificación proteica de las fracciones del producto obtenido por 

cromatografía se utilizó un kit de Thermo Scientific basado en el método del ácido 

bicinconínico (BCA). En una placa de 96 pocillos se midió la absorbancia a 562 nm 

de triplicados de la fracción purificada y sus diluciones 1/10, 1/20, 1/50, 1/100. Se 

tomó como estándar la albúmina sérica bovina (BSA) del kit, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

 

    Para analizar el grado de pureza de la proteína, se realizó una SDS-PAGE teñido 

con nitrato de plata. Se analizó el gel, mediante el paquete de procesamiento de 

imágenes de código abierto basado en Image J2,  (Fiji), para determinar el 

porcentaje de las bandas visibles correspondientes a Fabp2 y estimar con mayor 

precisión el rendimiento de la purificación. 

3.4. ANÁLISIS ESTRUCTURAL DE FABP2 

 

    Se construyó un modelo por homología de la proteína Fabp2 utilizando las 

facilidades de Swiss Model (https://swissmodel.expasy.org/). Se partió de la 

secuencia aminoacídica de D. rerio AAH75970.1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
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El molde elegido fue 1ifc.1.A correspondiente a la proteína FABP2 de rata que 

presentó 66,67% de similitud de secuencia. 

    Se empleó el programa Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para comparar la Fabp2 con proteínas 

de la familia obtenidas del GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

3.5. INMUNOLOCALIZACIÓN DE FABP2 EN EL ENTEROCITO DE DANIO RERIO. 

 

    Se analizó la localización de la proteína Fabp2 utilizando muestras de intestino 

anterior de D. rerio adulto conservadas en parafina. Para llevar a cabo el 

desparafinado de las muestras, se sumergieron las mismas en una solución de 

Tolueno al 100% durante 10 minutos. Luego se sumergieron en soluciones 

decrecientes de etanol (100%, 96%, 70%,40%) durante 10 minutos en cada una. Una 

vez finalizado el desparafinado de las muestras, se hicieron 2 lavados con PBS 

durante 10 minutos a TA; posteriormente se sumergieron en solución de bloqueo 

(500 mM de glicina, 0,1% BSA,0,05% Tween 20) durante 20´ a TA. Una vez finalizado 

el bloqueo, las muestras se incubaron con un anticuerpo monoclonal hecho en 

ratón anti-FABP2 (OTI2C4 Thermo Fisher Scientific), a una dilución de 1/100 durante 

120 minutos a 37 °C. Luego de transcurrido ese tiempo, se realizaron nuevamente 

lavados con PBS; una vez finalizados los lavados se incubaron con un anticuerpo 

secundario contra IgG de ratón conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor 594 

(Thermo Fisher), junto con DAPI (Thermo Fisher Scientific) durante 60 minutos a TA 

en ausencia de luz. Se montaron con antifade (Thermo Fisher).  

Se utilizó como control negativo la incubación solamente con el anticuerpo 

secundario.  

    Las secciones fueron observadas mediante microscopía confocal con la 

colaboración de la Dra. Lucía Canclini (Dpto. de Genética, IIBCE). 

 

https://swissmodel.expasy.org/templates/1kzx.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4. RESULTADOS 

 

4.1. EXPRESIÓN DE PET5A-FABP2 

 

 

La región codificante del gen fabp2 de Danio rerio fue previamente clonada en el 

vector de expresión pET5a. Para llevar adelante este trabajo partimos de un stock 

conservado en glicerol a -80ºC que, inoculado en medio 2xYT se cultivó en presencia de 

IPTG para inducir la expresión del gen. La figura 1 muestra el análisis mediante 

electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 15% de una alícuota del 

cultivo inducido con IPTG y sin inducir. En el carril 2 se señala una banda intensa de peso 

molecular aproximado al esperado (15 kDa). Mencionamos, además, que en la muestra 

sin inducir se observa expresión basal de la proteína (carril 3). Este resultado nos 

permitió iniciar la purificación de la proteína por cromatografía de exclusión molecular. 

 

       

   

Figura 1. Expresión  de  

Fabp2. Electroforesis 

desnaturalizante en gel de 

poliacrilamida al 15% teñido 

con Azul Coomassie: Carril 1: 

Marcador de masa 

molecular; carril 2: alícuota 

de cultivo inducido; carril 3: 

alícuota de cultivo sin 

inducir. Se usó un volumen 

de carga de 15 μL 
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  Siendo el resultado anterior el esperado, se pasó a la purificación de la proteína 

mediante cromatografía de exclusión molecular precipitando la fracción soluble 

previamente con (NH4)2SO4 (tesis de maestría de Mariana Suárez). Se usó una columna 

HiPrep Sephacryl S100HR. Se empleó un flujo de 2ml/minuto colectando 2ml/tubo hasta 

alcanzar el volumen total de la columna de 320 ml. Se midió la absorbancia de cada 

muestra a 280 nm. El volumen muerto calculado fue de 100 ml. En vista de ello 

colectamos en forma separada 90ml de volumen muerto (no se muestra en el 

cromatograma) comenzando la colecta a partir de los 92 ml (tubo 1). El cromatograma 

obtenido se muestra en la figura 2. 

 

 

 

 

 

    Se analizó por SDS-PAGE los eluatos seleccionados de cada uno de los picos obtenidos 

(figura 3A). Como muestra la figura en el carril 5 (tubo 57) se observa dos bandas, una 

de mayor intensidad que la otra, de peso molecular muy similar (~15kDa), 

correspondientes al pico indicado con una flecha en la figura 2. Posteriormente, se 

analizó con mayor detalle los eluatos del pico en el que se encontró presente la proteína 

estudiada. Como puede observarse en la figura 3B la proteína Fabp2 comienza a 

visualizarse  a partir el tubo 47 (carril 2) hasta el tubo 63 (carril 10). Como puede 

observarse, la cantidad relativa de las 2 bandas de aproximadamente 15 kDa fue 
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Figura 2: Purificación de Fabp2.  La figura muestra el perfil de elución obtenido por cromatografía  
de exclusión molecular.  La flecha indica el pico en el que luego confirmamos la presencia de la proteína. 
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cambiando. Siendo las fracciones más puras las colectadas entre los tubos 54 hasta el 

63,  que se juntaron conformando la fracción final. 

 
                                       
                         

  A                                                                         número de tubo 

 
                                      MW     Lisado         2            35          57       125        135      161 

 
 
 
 
                                                                      número de tubo        

          B                         
                                   45          47           49         51          53           55        57        59         61        63 

         
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3: Análisis electroforético de la cromatografía. Electroforesis en 
poliacrilamida al 15% teñido con Azul Coomassie. A)  Carril 1: marcador de masa 
molecular (5 μL); carril 2: lisado inducido de pET5A-FABP2 (8 μL); carril 3: tubo 
2; carril 4: tubo 35; carril 5: tubo 57; carril 6: tubo 125; carril 7: tubo 135; carril 
8: tubo 161. B) carril 1: tubo 45; carril 2: tubo 47; carril 3: tubo 49; carril 4: tubo 
51; carril 5: tubo 53; carril 6: tubo 55; carril 7: tubo 57; carril 8: tubo 59; carril 
9: tubo 61; carril 10: tubo 63. Se sembró 12 μL de cada fracción. 
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   Para determinar cuál de las dos bandas correspondía a Fabp2, se realizó un Western 

Blot. Para ello se tomó una alícuota de la fracción final  (tubos 54 al 63) para analizar. Se 

empleó un anticuerpo monoclonal de ratón específico contra Fabp2. Como anticuerpo 

secundario se usó anti IgG de ratón acoplado a fosfatasa alcalina (figura 4). Se puede 

apreciar en la imagen dos bandas de peso molecular muy cercano de 15 kDa 

aproximadamente, ambas se marcaron con el anticuerpo específico. Si bien hay una 

banda mayoritaria, la segunda banda nos generó dudas, por lo que decidimos analizar 

ambas bandas por espectrometría de masas. Las demás bandas de mayor peso 

molecular observadas podrían ser uniones inespecíficas del anticuerpo. 

      

             rec 

 

    El análisis por espectrometría de masas indicó que una de las bandas tenía un peso 

molecular de 15kDa mientras que la otra de 14,9 kDa. El tamaño teórico Fabp2 es de 

15,060 kDa. El análisis de las masas obtenidas, empleando el motor de búsqueda 

MASCOT (www.matrixscience.com) indicó de manera estadísticamente significativa que 

la proteína de peso molecular de 15kDa presenta un 70% de cobertura con la proteína 

Fabp2 de D. rerio, mientras que la otra proteína presenta un 68% (Figuras 5 y 6).  

 

Figura.4: Análisis por Western Blot de la 
fracción purificada. Carril 1 marcador de 
masa molecular; carril 2: Fabp2 de la 
fracción final. La señal se reveló mediante la 
reacción de la fosfatasa alcalina. 

 

http://www.matrixscience.com/
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A 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Espectro de masa de las dos proteínas analizadas. A) proteína de mayor masa molecular. 

B) proteína de menor masa molecular 
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     A 
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4.2. CUANTIFICACIÓN DE LA FRACCIÓN PURIFICADA 

 

 

    Para cuantificar la fracción purificada se utilizó el método que utiliza el ácido 

bicinconínico (BCA). Este método de cuantificación de proteínas se basa en la reducción 

del cobre por la proteína, en un medio alcalino (reacción de Biuret).  La estructura 

macromolecular, el número de enlaces peptídicos y la presencia de aminoácidos 

particulares (cisteína, cistina, triptófano y tirosina), son los responsables de dar inicio a 

esta reacción. El ion cuproso se une mediante la quelación con dos moléculas de BCA 

formando un complejo de color púrpura. Este complejo soluble en agua exhibe una 

fuerte absorbancia a 562 nm que es casi lineal a la concentración proteica, en un amplio 

rango (20 a 2000 µg/ml).  La tabla 1 muestra los valores de absorbancia obtenidos de las 

distintas diluciones de BSA (estándar) y de la fracción purificada. Con los valores 

mencionados se construyó la curva de calibración y se determinó la concentración de la 

fracción purificada aplicando la ecuación de la recta resultante (figura 7). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

MTFNGTWKVDRNENYEKFMEQMGVNMVKRKLAAHDNLKITLEQTGDKFNVKE

VSTFRTLEINFTLGVTFDYSLADGTELTGSWVIEGDTLKGTFTRKDNGKVLT

TVRTIVNGELVQSYSYDGVEAKRIFKRA 

 

 

 
MTFNGTWKVDRNENYEKFMEQMGVNMVKRKLAAHDNLKITLEQTGDKFNVKE

VSTFRTLEINFTLGVTFDYSLADGTELTGSWVIEGDTLKGTFTRKDNGKVLT

TVRTIVNGELVQSYSYDGVEAKRIFKRA 

  

 

 
Figura 6. Análisis por Mascot. Se indica en rojo los residuos que coinciden con la secuencia de  Fabp2 
de D. rerio.  A) banda de mayor masa molecular; B) banda de menor masa molecular. 
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Tabla 1: Cuantificación de la fracción purificada. Valores de absorbancia a 562nm de diferentes diluciones 
de BSA (A) y de la fracción purificada (B).  

 
A 
 

Concentración de 
BSA 

(µg/ml) 

Absorbancia 562 
nm 

Promedio de 
absorbancia 

Absorbancia-
blanco 

    

 
2000 

2,1939 
2,2929 
2,2854 

 
2,2574 

 
2,049 

 
1500 

1,6996 
1,8126 
1,7903 

 
1,7675 

 
1,559 

 
1000 

1,1925 
1,2788 
1,1843 

 
1,2185 

 
1,011 

 
750 

0,9936 
1,0204 
0,9894 

 
1,001 

 
0,7926 

 
500 

0,7568 
0,7329 
0,7546 

 
0,7481 

 
0,5396 

 
250 

0,5572 
0,4698 
0,484 

 
0,5036 

 
0,2951 

 
125 

0,3385 
0,3441 
0,3407 

 
0,3411 

 
0,1326 

 
25 

0,2306 
0,2767 
0,2198 

 
0,2423 

 
0,0338 

 
Blanco 

0,2016 
0,2079 
0,216 

 
0,2085 

 

B 

 
Fracción 

purificada 
Absorbancia 562 

nm 
Promedio de 
absorbancia 

Absorbancia-
blanco 

 
Sin diluir 

0,9254 
0,9586 
0,9234 

 
0,9358 

 
0,7333 

 
Dilución 1/10 

0,2482 
0,2979 
0,3396 

 
0,2952 

 
0,0927 

 
Dilución 1/20 

0,2404 
0,2598 
0,2598 

 
0,2533 

 
0,0508 

 
Dilución 1/50 

0,2283 
0,233 

0,2399 

 
0,2337 

 
0,0252 

 
Dilución 1/100 

0,2472 
0,2227 
0,2347 

 
0,2287 

 
0,0202 
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   Figura 7: Curva estándar. Se indica la ecuación de la recta 

 

 

    Mediante la ecuación de la recta interpolamos el valor de absorbancia de la fracción 

purificada sin diluir para calcular la concentración de la misma. Resultando el valor de 

701,77 µg/ml.   

 

 Para determinar la pureza de la proteína Fabp2 en la fracción purificada, realizamos 

una electroforesis de la misma tiñéndola con nitrato de plata (figura 8). Dicho gel fue 

escaneado mediante el sofware Fiji determinando la intensidad de cada banda. Se 

observaron siete bandas con diferente intensidad. En la tabla 2 se muestra el porcentaje 

obtenido para cada una. Determinamos que la pureza de Fabp2 es de 74,47 % (bandas 

6 y 7). La concentración resultante de la Fabp2 purificada es de 522,6 µg/ml.  
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            A                                B                               C  

             
                 
                                                                                                                                                                                                                                      
 
  

 
 

4.3. MODELADO POR HOMOLOGÍA  

 
 

    Para profundizar en la caracterización de esta proteína, iniciamos una serie de 

estudios in silico. Partiendo de la secuencia de la proteína Fabp2 de D. rerio reportada 

en el GenBank (AAH75970.1), y utilizando el servidor Swiss Model 

(https://swissmodel.expasy.org/)  realizamos un modelado por homología de la 

proteína (figura 9A). Se usó como molde la proteína recombinante FABP2 de Rattus 

norvegicus (1IFC_A.pdb).  La imagen del modelo se obtuvo utilizando el programa 

RasMol. El alineamiento de ambas secuencias se muestra en la figura 9C.    
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Figura 8:  Evaluación de pureza. A) SDS- PAGE 15% de la fracción purificada teñido con Azul 
Coomassie B) SDS-PAGE de la fracción purificada teñida con nitrato de plata C) porcentaje de 
cada banda. 

https://swissmodel.expasy.org/


22 
 

 
 
 
 

       C 
 

 
 

 

 

 

 

 

    En la figura 9C se puede apreciar un alto porcentaje de identidad entre ambas 

secuencias, 66,6%, y una similitud de 89,93%, reafirmando la pertenencia de la proteína 

de pez cebra a este subgrupo de proteínas. La superposición del modelo obtenido y el 

molde nos muestra también la identidad estructural sugiriendo una similitud funcional 

de nuestra proteína.  

    El servidor Swiss Model realiza una evaluación global del modelo, utilizando varios 

estimadores: GMQE y QMEANDisCo proporcionan una evaluación general del modelo 

asignando una puntuación entre 0 y 1; los valores más altos son indicadores de mayor 

calidad. El puntaje asignado a nuestro modelo fue de 0,8 y 0,82 ± 0,07 para cada 

D.rerio        MTFNGTWKVDRNENYEKFMEQMGVNMVKRKLAAHDNLKITLEQTGDKFNVKEVSTFRTLE 60 

R.norvegicus   MAFDGTWKVDRNENYEKFMEKMGINVVKRKLGAHDNLKLTITQEGNKFTVKESSNFRNID 60 

               *:*:****************:**:*:*****.******:*: * *:**.*** *.**.:: 

 

D.rerio        INFTLGVTFDYSLADGTELTGSWVIEGDTLKGTFTRKDNGKVLTTVRTIVNGELVQSYSY 120    

R.norvegicus   VVFELGVDFAYSLADGTELTGTWTMEGNKLVGKFKRVDNGKELIAVREISGNELIQTYTY 120    

               : * *** * ***********:*.:**:.* *.*.* **** * :** * ..**:*:*:* 

 

D.rerio        DGVEAKRIFKRA 132 

R.norvegicus   EGVEAKRIFKKE 132 

               :*********:  

Figura 9: Modelo por homología de Fabp2 de Danio rerio.  A) modelo de Fabp2. Se indican las dos 

alfa hélices como α I y α II y las 10 cadenas βn.  B) Superposición del modelo con el molde, en azul 

se representa el modelo de Fabp2 y en rojo su molde. C) alineamiento de la secuencia de Fabp2 

con la secuencia molde 
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estimador respectivamente indicando una buena calidad al mismo. Los valores de 

QMEANDisCo resultan de comparar la desviación de la media cuadrática entre un set de 

modelos y estructuras proteicas. 

    La figura 10A muestra en forma gráfica la estimación generada por QMEANDisCo para 

cada residuo. Los residuos que muestran un valor menor a 0,6 indican una baja calidad. 

En la figura 10B se muestran los valores que el sistema de evaluación de Swiss Model 

llamado el QMEAN. Se indican 5 valores, que son la comparación de los parámetros 

estructurales con estructuras similares. Este valor nos indica los desvíos estándar del 

modelo con respecto  a  la media de un gran número de estructuras experimentales. En 

términos generales un valor menor a -4 indica una baja calidad de modelo. Esto se 

ejemplifica en el gráfico (figura 10C) en el que el eje x nos indica el número de residuos 

y el eje y el valor QMEAN. Cada punto representa la estructura de una proteína obtenida 

en forma experimental. Los puntos negros son estructuras con un desvío estándar de la 

media de 1, mientras que los gris muestran desvíos entre 1 y 2. La posición del modelo 

se indica en rojo. 

A 

  

    Figura 10: Evaluación de la calidad del modelo A) Gráfico de la calidad local del modelo; B) QMEAN 
Z-SCORE. C) Representación gráfica del QMEAN SCORE. 
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 Otra forma de evaluar la calidad de un modelo es a través del gráfico de Ramachandran. 

La figura 11 muestra el gráfico  correspondiente a nuestro modelo y su molde.  Este tipo 

de gráfico permite visualizar las regiones energéticamente permitidas para los ángulos 

diedros del esqueleto carbonado de una proteína. Así, nos permite determinar cuántos 

residuos se encuentran formando parte de un elemento de estructura secundaria 

determinado, y cuántos presentan unos ángulos de torsión forzados de acuerdo con la 

estructura de la proteína obtenida, de modo que cuanto mayor número de residuos 

presenten ángulos forzados, más probable será que la estructura de la proteína no sea 

la más adecuada. Los aminoácidos que forman las estructuras α dextrógiras, α levógiras 

y β de la proteína caen en las zonas energéticamente permitidas. Los aminoácidos que 

están fuera de las zonas energéticamente permitidas son en general glicinas, debido al 

pequeño tamaño de su grupo R permitiéndoles adoptar muchas conformaciones 

estéricamente prohibidas para otros aminoácidos.  

 

    Como puede observarse en la figura 11 prácticamente la totalidad de los residuos 

tanto del modelo como del molde caen dentro de las regiones permitidas, indicando 

también la buena calidad del modelo. Lo residuos que caen en regiones no permitidas 
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sin contar las Glicinas son: His 34 (φ -122,56; ψ 40.29), Thr 44 (φ -135,42; ψ -86,61) y 

Asn 111 (φ- 59,82; ψ -114,86). La His 34 se encuentra en el loop que une la α2 con la 

cadena βB;; la Thr 44 se encuentra en la cadena β2  próxima al bucle de β3 

correspondiente; la Asn 111 se ubica en el bucle entre la βH y βI; Estas posiciones 

podrían explicar la localización en zonas poco permitidas 

 

    Presentan ángulos propios de hélices α levógiras los residuos Asn 14 (φ 61,99; ψ- 

18,01), Asn 36 (φ-60,61; ψ- 31,02), Asp 121 (φ- 47,24; ψ- 42,56). La Asn 14 se ubica 

próxima al comienzo de la hélice α1; la Asn 36 se ubica al comienzo de la hebra βB y el 

Asp 121 se encuentra en el loop que conecta las hebras βI y βJ. La Thr 44 y el Asp 121 no 

están conservadas en el molde.  

 

    En suma, el modelo obtenido representa muy bien la estructura de la proteína Fabp2 

de D. rerio.                                                                                         

      A                                                                       B 

 

 

      

                                                                                       

      Con el objetivo de inferir posibles funciones de la proteína de D. rerio se llevó a cabo 

el alineamiento de Fabp2 con proteínas del mismo subgrupo de FABPs, de organismos 

representativos del subfilo vertebrados (figura 12). Se puede apreciar la alta 

Figura 11: Gráfico de RAMACHANDRAN del modelo. (A) modelo de Fabp2 (B) molde (1ifc). Se 

indican los aminoácidos ubicados en zonas no permitidas (en rojo y en azul). 
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conservación de aminoácidos entre las distintas proteínas analizadas, indicando que 

podrían estar relacionadas desde el punto de vista evolutivo y funcional. Se puede 

observar que están presentes en D. rerio los residuos Trp 83 la Arg 107 y la Gln 116, 

involucrados en la unión al ligando y la Phe 57 que integra la región portal (Eads et al., 

1993). 

 

 

 

     

 

 

 

    

  

Cuando analizamos los miembros de toda la familia de las FABPs tomando como ejemplo 

Homo sapiens observamos una identidad variable a nivel de su estructura primaria 

(entre un 20 y un 70%) (figura 13). A pesar de esta característica, los distintos miembros 

de la familia de las FABPs, poseen una región relativamente conservada en la región N-

terminal. Puede observarse que los aminoácidos involucrados en la unión del ligando de 

las FABPs intestinales como el Trp 83 y Gln 116 no están presentes en los demás 

miembros de la familia. Mientras que la Arg 107 está presentes en la mayoría de ellos.  

    Están conservados en todos los miembros de la familia, los aminoácidos: Met 19, las 

Gly 23, 45, 66 y la Arg 127. La Metionina y las Glicinas podrían tener una función 

estructural en los distintos miembros de la familia de las FABPs. Estos aminoácidos 

 
Figura 12: Alineamiento de secuencias de FABP2 de distintos miembros de vertebrados. Se indica 
con sombreado en amarillo los aminoácidos críticos en la unión del ligando y la Phe de la región 
portal. Para el alineamiento se utilizaron las secuencias de: Danio rerio (AAH75970.1); Homo 
sapiens (AAH69617.1); Xenopus tropicalis (AAI35506.1); Crocodylus porosus (XP_019389865.1); 
Gallus gallus (NP_001007924.1). Los asteriscos (*) señalan los aminoácidos 100% conservados; el 
símbolo de dos puntos (:) señala que hubo un cambio de un aminoácido por otro con propiedades 
muy similares; el símbolo de un punto (.) señala que hay un cambio de un aminoácido por otro con 
propiedades débilmente similares.    
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también se conservan en Fabp2 de D. rerio (ver figura 12). En varios miembros la 

Arginina 127 y la Arg 107 participan en la unión al ligando. 

 

 

 
 

  

 
 

 

4.4 INMUNOHISTOQUÍMICA 

 
 
   Para detectar la localización de Fabp2 en el intestino anterior de peces adultos D. rerio, 

se realizaron estudios de inmnohistoquímica sobre cortes conservados en parafina. Se 

usó un anticuerpo monoclonal específico contra FABP2 y como anticuerpo secundario 

anti IgG de ratón conjugado con Alexa Fluor 594. Para la tinción de los núcleos se usó 

DAPI. La siguiente imagen muestra un corte histológico de intestino anterior de un pez 

adulto de D. rerio. Se puede apreciar claramente la presencia de Fabp2 (en verde) a lo 

FABP2      ----MAFDSTWKVDRSENYDKFMEKMGVNIVKRKLAAHDNLKLTITQEGNKFTVKES-SA 55 

FABP5      MATVQQLEGRWRLVDSKGFDEYMKELGVGIALRKMGAMAKPDCIITCDGKNLTIKTE-ST 59 

FABP4      --MCDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGMAKPNMIISVNGDVITIKSE-ST 57 

FABP8      --MSNKFLGTWKLVSSENFDDYMKALGVGLATRKLGNLAKPTVIISKKGDIITIRTE-ST 57 

FABP9      --MVEPFLGTWKLVSSENFEDYMKELGVNFAARNMAGLVKPTVTISVDGKMMTIRTE-SS 57 

FABP3      --MADAFLGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEKNGDILTLKTH-ST 57 

FABP7      --MVEAFCATWKLTNSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGDKVVIRTL-ST 57 

FABP1      ----MSFSGKYQLQSQENFEAFMKAIGLPEELIQKGKDIKGVSEIVQNGKHFKFTIT-AG 55 

FABP6      ----MAFTGKFEMESEKNYDEFMKLLGISSDVIEKAHNFKIVTEVQQDGQDFTWSQHYYG 56 

                 : . :.:  .:.:: :*: :*:     : .   :    :  .*. .         

 

FABP2      FRNIEVVFELGVTFNYNLADGTELRGTWSLEGN-KLIGKFKRTDNGNELNTVREIIGDEL  114 

FABP5      LKTTQFSCTLGEKFEETTADGRKTQTVCNFTDG-ALVQHQE--WDGKESTITRKLKDGKL  116 

FABP4      FKNTEISFILGQEFDEVTADDRKVKSTITLDGG-VLVHVQK--WDGKSTTIKRKREDDKL  114 

FABP8      FKNTEISFKLGQEFEETTADNRKTKSIVTLQRG-SLNQVQR--WDGKETTIKRKLVNGKM  114 

FABP9      FQDTKISFKLGEEFDETTADNRKVKSTITLENG-SMIHVQK--WLGKETTIKRKIVDEKM  114  

FABP3      FKNTEISFKLGVEFDETTADDRKVKSIVTLDGG-KLVHLQK--WDGQETTLVRELIDGKL  114     

FABP7      FKNTEISFQLGEEFDETTADDRNCKSVVSLDGD-KLVHIQK——WDGKETNFVREIRDGKM  114   

FABP1      SKVIQNEFTVGEECELETMTGEKVKTVVQLEGDNKLVTTFK------NIKSVTELNGDII  109  

FABP6      GHTMTNKFTVGKESNIQTMGGKTFKATVQMEGG-KLVVNFP------NYHQTSEIVGDKL  109  

            :       :*   :     .   :    :  .  :           .     :  .  : 

 

FABP2      VQTYVYEGVEAKRIFKKD- 132 

FABP5      VVECVMNNVTCTRIYEKVE 135 

FABP4      VVECVMKGVTSTRVYERA- 132 

FABP8      VAECKMKGVVCTRIYEKV- 132 

FABP9      VVECKMNNIVSTRIYEKV- 132 

FABP3      ILTLTHGTAVCTRTYEKEA 133 

FABP7      VMTLTFGDVVAVRHYEKA- 132 

FABP1      TNTMTLGDIVFKRISKRI- 127 

FABP6      VEVSTIGGVTYERVSKRLA 128 

                       *  ::   

 

Figura 13: Alineamiento de las distintas FABPs humanas. Se marcan en verde los aminoácidos 100% 
conservados. FABP1 (NP_001434.1); FABP2 (AAH69617.1); FABP3 (CAG33148.1); FABP4 
(CAG33184.1); FABP5 (NP_001435.1); FABP6 (AAH22489.1); FABP7 (CAG33338.1); FABP8 
(NP_002668.1); FABP9 (NP_001073995.1). Los asteriscos (*) señalan los aminoácidos 100% 
conservados; el símbolo de dos puntos (:) señala que hubo un cambio de un aminoácido por otro con 
propiedades muy similares; el símbolo de un punto (.) señala que hay un cambio de un aminoácido 
por otro con propiedades débilmente similares.    
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largo de toda la vellosidad (Figura 14A) así como en el citoplasma y en algunos núcleos 

de los enterocitos. (Figura 14).  

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 14: Inmunolocalización de Fabp2 en el intestino de D. rerio adulto. Sección histológica 
teñida con anticuerpo monoclonal anti-Fabp2 y anti-IgG conjugado a Alexa Fluor 594 (verde) 
(A,C,E,F). Las secciones se contratiñieron con DAPI (azul). A: Sección de vellosidad intestinal, B: 
control negativo. Sección a mayor aumento mostrando la señal de Fabp2 (C), los núcleos (D), 
superposición E.  F: sección indicada, en E con mayor aumento. Insertado en C control negativo. 
La flecha indica núcleos con marcación de Fabp2 
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5. DISCUSIÓN 

 

 

     En el presente trabajo se realizó la caracterización de la proteína Fabp2 recombinante 

de D. rerio aplicando técnicas básicas empleadas en el área de la Bioquímica, la Biología 

Molecular y la Bioinformática.  

 

 Partimos de un stock en glicerol de la proteína recombinante Fabp2 clonada en un 

vector de expresión. Se expresó en medio liquido y se purificó mediante cromatografía 

de exclusión molecular. El análisis por electroforesis mostró dos bandas de peso 

molecular muy similar al esperado. Para determinar cuál de las dos bandas correspondía 

a la proteína esperada se realizó Western Blot empleando un anticuerpo específico y 

espectrometría de masas. Tanto el Westen Blot como el análisis por espectrometría de 

masas corroboró que ambas bandas corresponden a Fabp2.  

 

    Nos surgió la duda sobre la causa de la variación de sus pesos moleculares; 

suponíamos en un principio que podía deberse a una traducción incompleta de la 

proteína, por lo que podrían faltar aminoácidos en el extremo C-terminal. Por otro lado, 

los análisis por MASCOT mostraron como única diferencia, que la proteína de mayor 

peso molecular tenía el péptido MTFNGTWK mientras que la otra detectó un péptido 

TFNGTWK en el que puede observarse que difieren en la metionina inicial. Las 

diferencias de peso molecular podrían corresponder a la masa molecular de la 

Metionina. No encontramos otra explicación para este resultado. Fenómenos de este 

tipo no se habían observado anteriormente al purificar esta proteína, pero sí al purificar 

otras proteínas de la familia de otros organismos por ejemplo del cestode 

Mesocestoides corti (Alvite, 2014). 

 

 Para analizar la pureza de la fracción purificada realizamos una SDS-PAGE con tinción 

con nitrato de plata en la que pudimos observar algunas bandas tenues 

correspondientes a contaminantes que no se observaban en la tinción con Azul 
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Coomassie. Una vez escaneado el gel determinamos una pureza de 74,47% siendo la 

concentración de 522,6 µg/ml y un rendimiento de la purificación de 12,5 mg/litro de 

cultivo. Este valor es algo inferior al obtenido en otras oportunidades por el grupo de 

investigación (Suárez, 2018; Canclini, 2010). 

 

  Se realizaron estudios in silico para obtener el modelo tridimensional de la proteína 

en estudio y comparar su secuencia con otros miembros de la familia de proteínas a la 

que pertenece. Se empleó el servidor Swiss Model para diseñar un modelo por 

homología de la proteína Fabp2 del pez cebra, tomando como molde la proteína FABP2 

de Rattus norvegicus. Mediante el modelo construido, se pudo analizar su estructura, la 

distribución espacial de sus aminoácidos, y compararlo con el molde. Tanto el análisis 

que emplea el propio servidor cómo la superposición con el molde indicó que el modelo 

era satisfactorio. Los residuos fundamentales para la unión con el ligando como los que 

conforman el portal mantenían las posiciones esperadas. Los residuos que caían en 

posiciones desfavorables según el gráfico de Ramachandran coincidían con los del 

molde, indicando también que el modelo se ajustó al molde satisfactoriamente. 

 

     Se comparó la secuencia de la proteína de D. rerio con las homólogas intestinales de 

miembros representivos de los vertebrados, así como con todos los miembros de la 

familia de las FABPs tomando como ejemplo el Homo sapiens. En el primer caso se 

analizó similitudes entre los residuos aminoacídicos que permitieron inferir posibles 

efectos tanto en estructura como en función. Por ejemplo se pudo observar que Fabp2 

del pez cebra mantenía los residuos Trp 83, Arg 107 Gln 116 fundamentales para la unión 

del ácido graso en las formas intestinales de la familia (Eads et al., 1993).  

   La comparación con todos los miembros humanos de la familia de las FABPs permitió 

establecer que los residuos 100% conservados en todos ellos también están en la 

proteína en estudio. Por otro lado, destacamos un bajo porcentaje de identidad (entre 

un 20 y un 70%) entre los distintos miembros de la familia. 

 

 La determinación de la localización de la proteína en el intestino del pez adulto 

mediante inmunohistoquímica, permitió verificar una amplia distribución 

citoplasmática, así como nuclear. La localización nuclear reafirma observaciones de 
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trabajos anteriores (Esteves et al., 2016). Este hallazgo nos genera una gran interrogante 

respecto al mecanismo de transporte de Fabp2 al núcleo del enterocito. Las proteínas 

ingresan al núcleo mediante una secuencia señal de localización nuclear (NLS) 

reconocida por las importinas o mediante difusión pasiva (Adam y Gerace, 1991; Adam 

y Adam, 1994; Gorlich et al., 1994; Moroianu et al., 1995). El tamaño de las FABPs es 

suficiente para que ingresen a través del poro nuclear sin necesidad de un trasportador. 

Sin embargo, se ha reportado que existen en algunas de las proteínas de la familia una 

señal de localización nuclear tridimensional (Gillilan et al., 2008). En un trabajo previo 

de nuestro grupo de investigación se pudo descifrar una secuencia tridimensional de 

traslocación nuclear en la proteína Fabp2 de D. rerio, compuesta por los aminoácidos 

Lys17, Arg 29 y Lys 30 (Suárez et al., 2020). Esta secuencia se mantiene conservada en la 

FABP2 de los vertebrados, pero no en todas las FABPs de la familia, lo que podría indicar 

un mecanismo específico de este grupo. En el mismo trabajo se demostró que Fabp2 no 

ingresa por el sistema de importinas, por lo que queda abierta la pregunta de cuál es el 

mecanismo molecular que permite la detección de la NLS de la proteína y su posterior 

transporte hacía el núcleo.  

     En conclusión, el presente trabajo resume la caracterización de Fabp2 de Danio rerio, 

paso fundamental y necesario para poder comprender la función/es de la proteína in 

vivo. Un gran cuerpo de evidencia demuestra que el pez cebra puede servir como un 

"vertebrado canónico" no sólo en biología del desarrollo sino también en el estudio del 

metabolismo y de enfermedades humanas (Seth et al., 2013, Santoro et al., 2014, 

Astone et al., 2017; Yoganantharjah et Gibert, 2017; Danilova et al., 2018; Völkel et al., 

2018). En este sentido encontrar que la proteína intestinal de D.rerio tiene aminoácidos 

fundamentales para la unión de ligando, en una posición conservada, así como 

aminoácidos que son críticos para la estructura y función de estas proteínas, permite 

emplear a Fabp2 del pez cebra como candidato para este tipo de estudios.  

Para finalizar, este trabajo me ha permitido familiarizarme con variadas técnicas 

vinculadas al estudio de proteínas, en este caso relacionadas a los primeras etapas de la 

caracterización de Fabp2; conocimiento que ha sido de gran aporte e importancia para 

mi formación académica; soy muy consciente que este conocimiento adquirido es recién 

el inicio para seguir perfeccionándome y volverme más idóneo en diferentes técnicas de 

laboratorio, paso crucial para poder realizar futuros aportes al campo de la ciencia. 
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5.1 PERSPECTIVAS 

 

   La purificación y conservación de Fabp2 de Danio rerio es un paso crucial para poder 

contar con un stock de la proteína en estudio y utilizarla en trabajos futuros. 

 Muchas son las preguntas abiertas que aún se mantienen con respecto a estas 

proteínas. Por ejemplo, una vez dentro del núcleo comprender su interacción con los 

distintos dominios nucleares, y cómo participa en el metabolismo lipídico. Al respecto, 

se ha propuesto que distintos tipos de FABPs podrían interaccionar con los receptores 

activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) cediéndoles su ligando y así 

activándolos (Hostetler et al., 2009; Mclntosh et al., 2013; Babeu y Boudreau, 2014). En 

este sentido, resulta de interés determinar cuáles son los genes blanco que estarían 

activando o inhibiendo su expresión. El efecto de la dieta sobre la expresión de esta 

proteína es también un tema interesante a resolver. En trabajos previos del grupo de 

investigación se determinó un aumento de la expresión génica en respuesta a la ingesta 

(Esteves et al., 2016; Suárez, 2018). Estas son algunas de las líneas que sigue nuestro 

grupo de investigación para así continuar con el estudio de la función de Fabp2. 

Pensamos que los conocimientos obtenidos podrían generar terapias o tratamientos 

nuevos contra distintas enfermedades involucradas en el metabolismo lipídico como es 

por ejemplo la obesidad, enfermedad que afecta a millones de personas en todo el 

mundo produciendo grandes costos económicos a los distintos países.  
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