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1. ABREVIATURAS

BCA: acido bicinconinico

BSA: seroalbumina bobina

FABPs: proteinas de union a acidos grasos

HRP: peroxidasa de rabano

GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
lgG: inmunoglubulina tipo G

LCFA: acido graso de cadena larga

MWM: marcador de peso molecular

PBS: solucion salina isotonica con fosfato

RSB: buffer de rehidratacion

SDS: dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
TCA: acido tricloroacético

WB: western blot



2. RESUMEN

Los acidos grasos obtenidos por la dieta son absorbidos por los enterocitos en el intestino
delgado siendo transportados intracelularmente por proteinas transportadoras. Entre estos
transportadores de acidos grasos se encuentran las proteinas de union a acidos grasos, FABPs
(fatty acid binding proteins). Las FABPs pertenecen a una familia multigénica de 9 proteinas
en mamiferos, de bajo peso molecular, muy conservadas y presentes en distintos tejidos. Se
diferencian unas de otras por su distribucién y por su afinidad y especificidad por sus

ligandos.

En la regién proximal del intestino se expresan de forma abundante FABP1 (o FABP hepatica)
y FABP2 (o FABP intestinal). En este trabajo, con el objetivo de determinar si estas proteinas
cumplen diferentes funciones en el enterocito nos propusimos evaluar sus niveles de
expresion, en respuesta a la dieta y su distribucion intracelular en condiciones de alta

expresion, empleando como modelo el pez cebra adulto (Danio rerio).

Se utilizaron tres grupos de peces: i) alimentados con yema de huevo, ii) con comida
comercial (Tetramin), (en ambos grupos se sacrificaron especimenes a las 3 hs y 6 hs luego de

haber sido alimentados, iii) un grupo que no recibié alimento.

Se logro analizar el nivel de expresion de la FABP2 en respuesta a la dieta por Western Blot
cuantitativo, y expresados como la relacion de intensidades FABP2/B Actina. Seglin esta
relacién, se observa una tendencia de mayor expresiéon de FABP2 en peces alimentados con
yema de huevo, con respecto a los peces alimentados con comida comercial y al grupo de
peces no alimentados. Estos resultados estan alineados con los resultados de aumento de
expresion de fabp2 en respuesta a la dieta en pez cebra (Esteves et al.,2016; Suarez, 2018). A
pesar de ello, una vez analizadas en forma estadistica, las diferencias no son significativas. No
fue posible realizar los ensayos de expresién con FABP1. Se intentd ademas analizar la
inmunolocalizacién a nivel subcelular de FABP1 y FABP2 en respuesta a la dieta utilizando
microscopia electronica de transmisidén, pero solo se logré determinar la localizacion

subcelular de FABP1.



3. INTRODUCCION

3.1. FABPs

3.1.1. Estructura y funcién de las FABPs

Las proteinas de unién a acidos grasos (FABPs) son miembros de la superfamilia de proteinas
intracelulares de uniéon a lipidos (iLBP). Son proteinas con un peso molecular de
aproximadamente 14-15 kDa que se unen preferentemente a acidos grasos de cadena larga
(LCFA; > 14 carbonos) insaturados y, en menor medida, a dcidos grasos saturados (Ockner &

Manning, 1974; Storch & Thumser, 2010).

Se han identificado nueve subtipos de FABPs en vertebrados, con distribucién tejido
especifica: L-FABP (higado), I-FABP (intestinal), H-FABP (musculo y corazén), A-FABP
(adipocito), E-FABP (epidermis), II-FABP (ileal), B-FABP (cerebro), M-FABP (mielina) y T-FABP
(testiculo). Aun cuando su nomenclatura especifique un tejido particular, actualmente se
conoce que cada miembro de esta familia se expresa en mas de un tejido. Una nomenclatura
reciente asigna a cada tipo un numero asi la L-FABP también se nombra como FABP1,y ala |-
FABP como FABP2 (Hertzel & Bernlhor, 2000). En este trabajo utilizaremos la nomenclatura

numeérica.

La estructura terciaria de todas las FABP es compartida: un motivo basico caracteristico B-
barril (fig.1), el mismo contiene diez cadenas B antiparalelas organizadas en dos hojas casi
ortogonales, con un motivo hélice-vuelta-hélice uniendo las dos primeras cadenas 3 (BAy BB)
(Banaszak et al., 1994; Zhang et al., 2003). Se ha descrito una regién que podria actuar como
portal de entrada y salida de acidos (hélice a-ll, giros BC- BD y BE- BF) (Sacchettini et al.,1989,
Banaszak et al., 1994).

A pesar de una amplia variacion de secuencia de la proteina (20-70%), todas comparten la
estructura terciaria mencionada, asi como la organizacién génica con 4 exones y 3 intrones

estando algunos de ellos ubicados en la misma region cromosdmica (Chmurzynska, 2006).



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

Las FABPs estuvieron principalmente vinculadas al transporte de acidos grasos hacia los
distintos organelos seglin las necesidades de cada tejido (Gordon & Lowe, 1985).
Posteriormente estudios realizados demostraron que se distinguen unas de otras, por su
distribucion tisular pero también por la especificidad y afinidad por los ligandos, lo que
sugiere funciones especificas. Algunos miembros de la familia estarian involucrados en la
modulacién del crecimiento y proliferacion celular, en la obtencion de energia metabdlica,
regulacion de la expresidn génica e inmunidad celular (Glatz & Veerkamp, 1985; Madsen et

al., 1992; Yang et al., 1994; Shimizu et al., 1997; Wang et al., 2003).



3.1.2. Las FABPs en el intestino

Las grasas obtenidas a través de la dieta son la mayor contribucion de los lipidos presentes en
la luz del intestino (fig.2). La hidrdlisis de los lipidos por los jugos pancreaticos libera grandes
cantidades de acidos grasos de cadena larga (LCFA) que son absorbidos por los enterocitos al

nivel de su membrana apical (Alpers et al., 2000; Wang et al., 2013).
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Figura 2. Proceso de digestion de lipidos en vertebrados: la digestion y absorcidn de los lipidos dietarios

ocurre en el intestino delgado; los 4cidos grasos liberados

de los triacilgliceroles son empaquetados y

finalmente enviados a los tejidos segun los requerimientos del organismo. Tomado de Nelson. DL and Cox.
MM; Lehninger Principios de Bioquimica, 4ta edicién; Ed. Omega 2000.

En la regién proximal del intestino, donde tiene lugar la absorcién de lipidos, dos miembros
de esta familia de proteinas, FABP1 y FABP2 se expresan abundantemente (Bass 1988; André
et al., 2000) (Fig.3).
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Figura 3. Intestino de pez Danio rerio.

Son las Unicas proteinas de esta familia con alta coexpresion en el mismo tejido, lo que
sugiere que ambas podrian ejercer funciones comunes y/o especificas (Niot et al., 2009;
Gadja et al., 2015). Se ha propuesto que ambas participen en el transporte intracelular de
LCFA absorbidos, dirigiéndolos a los diferentes compartimentos subcelulares y/o vias
metabdlicas (Storch & Codrsico, 2008; Montoudis et al., 2008; Lagakos et al, 2011; Huang et
al., 2016)(Fig.4).
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Figura 4. Funcionesde FABP1y FABP2 en enterocito. Figura extraida de Gadja y Storch, 2015.

FABP1 y FABP2 se encuentran distribuidas sobre todo en el citosol del enterocito luego de la
ingesta, y en la regién apical durante la inanicién (Alpers et al., 2000). Estudios recientes las

ubican también en el ndcleo del enterocito (Esteves et al., 2016; Suarez et al., 2020).

La FABP hepatica fue la primera en ser identificada dentro de la familia. Como su nombre lo
indica fue localizada inicialmente en el higado, pero mas tarde se encontrd presente en
intestino y rifidn (Storch & Cérsico, 2008). La FABP intestinal también estd presente en el
enterocito y es especifica de este tejido, a diferencia de FABP1. Ambas proteinas comparten
solo un 29% de similitud de secuencia siendo su estructura terciaria altamente similar

(Gordon & Lowe, 1985; Lowe et al., 1987, Storch & Codrsico, 2008).

La FABP1 se encuentra presente a lo largo de todo el intestino, pero tiene mayor expresion a
nivel del duodeno y yeyuno (Agellon et al., 2002). La FABP1 tiene dos sitios de unién a acidos
grasos, y por ende tiene mayor capacidad de unién que el resto de las FABPs que tienen solo

un sitio de unién.

La FABP2 se expresa a lo largo de todo el intestino delgado, siendo su maxima expresion en el
yeyuno (Sacchettini et al., 1990); tiene un Unico sitio de unién a ligando y posee alta afinidad

por los acidos grasos saturados e insaturados. Se ha reportado que posee menor afinidad que
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FABP1 por los &cidos grasos insaturados (Richieri et al., 1994; Lowe et al., 1987; Richieri et al,

2000).

Estudios in vitro sobre las dos proteinas han identificado diferencias en la estequiometria y
especificidad de union al ligando, y en los mecanismos de transferencia de LCFA a
membranas lo que ha llevado a plantear que FABP1 e FABP2 tienen funciones diferentes en

el enterocito. (Gadja & Storch, 2015).-

3.2 Organismo Modelo — Danio rerio

El pez Danio rerio o pez cebra es uno de los organismos modelo vertebrados de gran utilidad
en genética, biologia del desarrollo, neurofisiologia e investigacion biomédica (Grunwald &
Eisen, 2002). Poseen una serie de atributos que lo hacen particularmente manejable vy
adecuado para la manipulacion experimental. Es un pez pequefio y robusto; se puede

mantener en gran numero de manera facil y econémica en el laboratorio.

Se reproduce durante todo el afio; las hembras pueden engendrar cada 2-3 dias y un solo
desove puede contener varios cientos de huevos. El tiempo de generacidén es corto,
generalmente de 3 a 4 meses, lo que lo hace adecuado para experimentos de seleccion

(Spence, 2006) (fig.5).
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Figura 5. Ciclo de vida de Danio rerio.

El pez tiene un desarrollo rapido desde la fertilizacion hasta que tiene Ia
capacidad de nadar a los 2 dias.-

Figura tomada y adaptada de Wolper et al (2015).
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Los dérganos digestivos, el higado, el intestino, el pancreas exégeno y exocrino y la vesicula

biliar estan presentes en el pez cebra al igual que en el humano (Stainier et al.,1995). (fig.6).-
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Figura 6. Morfologia general de Danio rerio adulto. Figura tomada de Santoriello
et al., (2012).

La morfologia de los enterocitos y su composicion, asi como la conformacién celular de los

6rganos digestivos es similar a la de los mamiferos. Las patologias del pez cebra muestran a

menudo trastornos similares a los de las enfermedades humanas, haciendo de éste un

sistema excepcional para estudiar enfermedades hepatobiliares, gastrointestinales vy

pancreaticas (Zhao & Pack, 2017; Ho et al., 2019).

4. OBJETIVOS

13



4.1 Objetivo General

Evaluar los niveles de expresion de FABP1 y FABP2 y su distribucién intracelular en el

enterocito, en respuesta a la dieta, en Danio rerio.

4.2 Objetivos especificos

» Evaluar la expresion de FABP1 y FABP2 en el intestino anterior de pez cebra adulto
mediante Western Blot en diferentes condiciones de alimentacion.

» Estudiar la localizacion subcelular de FABP1 y FABP2 en intestino anterior de pez
cebra mediante microscopia electrénica de transmision en diferentes condiciones

de alimentacion.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material biolégico

Se utilizaron peces cebra adultos proporcionados por el Instituto Pasteur de Montevideo. Los
peces se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (28 °C), pH, concentracién
salina y bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 hs, alimentados con alimento comercial

“Tetramin” una vez al dia, siempre en el mismo horario.

5.2 Preparacion de lisado intestinal de peces

Los peces se mantuvieron 24 hs sin comer de modo de sincronizarlos y luego un grupo fue

alimentado con yema de huevo, otro grupo con alimento comercial (Tetramin), y un tercer
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grupo no fue alimentado. Los peces fueron sedados con Eugenol y sacrificados alas 3 hsy 6

hs de haber sido alimentados.

Los intestinos (intestino anterior) (ver anexo) fueron disecados e inmediatamente
homogeneizados en buffer de lisis (descripcién en anexo) mediante lisis mecdnica con
homogeneizador para eppendorf (Pellet pestle, Sigma). Luego de la lisis se realizd
centrifugacion a 14000 rpm a 4 °C durante 30 minutos, se descarté pellet, y el sobrenadante

de cada muestra se conservd a -20 °C.-

5.3 Extraccion de proteinas totales

Con el fin de extraer las proteinas totales de cada muestra se reutilizaron diferentes métodos

» Extraccion usando el “ReadyPrep2-D Kit” (BioRad). Se tomaron 50 ul de cada muestra,
se llevaron a 100 ul con PBS vy se purificd siguiendo las instrucciones del fabricante. El

pellet resultante se resuspendié en 50 ul de buffer de rehidratacion (ver anexo).

» Extraccion por precipitacion con TCA y acetona. Se tomaron 50 pl de cada muestra, se
llevaron a 100 pl con PBS y se purificé siguiendo el protocolo proporcionado por el
Centro de Gendmica y Protedmica, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense
de Madrid (UCM) (ver anexo); el pellet resultante se resuspendio en 50 ul de buffer

de rehidratacion (ver anexo).

» Extraccion por precipitacién con metanol. Se tomaron 50 pl de cada muestra, se
llevaron a 100 pl con PBS y se purificod siguiendo el protocolo proporcionado por el
Centro de Gendmica y Protedmica, Facultad de Farmacia, UCM (ver anexo), el pellet

resultante se resuspendié en 50 ul de buffer de rehidratacion (ver anexo).

5.4 Cuantificacion de proteinas totales

Para determinar la concentracién proteica en cada muestra, se utilizaron diferentes métodos

de cuantificacion.
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> Reactivo de Bradford

En placa de 96 pocillos se depositaron 10 ul de muestra en diluciones, 1/10, 1/20 y
1/50, etc, se agregaron 330 ul de reactivo de Bradford (ver anexo). Luego de
transcurrido el tiempo necesario para el desarrollo del color, se midié la absorbancia
a 595 nm. El ensayo se realizé por triplicado para cada muestra y dilucion. Se realizo
curva de calibracion utilizando concentraciones conocidas de albumina sérica bovina

(BSA, Sigma) utilizada como estandar.

» Meétodo de Acido Bicinconinico

Se cuantificaron las muestras utilizando el kit “Pierce BCA Protein Assay Kit”,
siguiendo las indicaciones del fabricante. En placa de 96 pocillos se cargaron 25 ul de
cada muestra en diferentes diluciones, 1/10, 1/20 y 1/50, se agregaron 200 ul de
reactivo de trabajo (WR) del kit, se incubd la placa 30 minutos a 37 °C y se midid
absorbancia a 562 nm. El ensayo se realizd por triplicado para cada muestra y
dilucion. Se realizd curva de calibracion utilizando concentraciones conocidas de BSA

(Sigma).

» Determinacién por NanoDrop

La concentracion total de proteinas de las muestras también se determind en
NanoDrop (Thermo Fisher), tomandose micro volumenes de cada muestra (2 pl),

midiendo absorbancia a 280 nm, realizandose las mediciones por triplicado.

5.5. Western blot cuantitativo

En cada una de las instancias las muestras se sembraron en geles desnaturalizantes de

poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE). Las proteinas separadas por electroforesis fueron luego
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transferidas a una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) en cuba BioRad, durante 90
minutos a 400 mA, en buffer de transferencia (ver anexo). La membrana se dejé toda la
noche a 4 °C, en solucidon de blogueo (ver anexo). Se utilizaron los siguientes anticuerpos
segun correspondiera: a-FABP2 monoclonal (OT12C4 - Invitrogen), en dilucién 1/2000; a-
Actina monoclonal (ACTNO5- Invitrogen) en dilucién 1/300 y 1/400; aFAPB1 generado en
conejo por el grupo de investigacion, en una dilucion 1/2000; a-lgG de ratén (Invitrogen)
acoplado a peroxidasa de rabano (HRP), en una dilucién de 1/2000 y a-lgG de conejo

acoplado a HRP (Invitrogen) en una dilucion de 1/2000.

Las sefiales se revelaron por quimioluminiscencia utilizando el kit “PierceTM, ECL Western
Blotting Substrate” (Invitrogen Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante vy
visualizadas en G-box (Syngene) normalizando la intensidad luminosa con la intensidad de la

banda de actina.

Se analizaron las imdagenes, con paquete de procesamiento de imagenes Image J2 (Fiji),
determinando la intensidad de las bandas y calculando posteriormente el cociente de las
intensidades de las bandas de FABP y de B Actina (proteina/  Actina). Se utilizd el programa

Past 4.05 (https://past.en.lo4d.com/) para el andlisis estadistico.

5.6. Microscopia electrénica

5.6.1 Procesamiento de muestras para inmunomicroscopia eletronica de
transmision

Realizamos inmunodetecciones sobre cortes de intestino anterior Danio rerio adulto de
peces no alimentados y alimentados con yema, sacrificados a las 3 horas de alimentados. Se
fijaron fragmentos de intestino anterior en glutaraldehido al 1 % y formaldehido al 4 % en
PBS 0,1 M, pH 7,4, durante 12 hs cambiando la solucion tres veces. Después de lavar en el

mismo tampon, las muestras se incluyeron en la resina LR White (Sigma-Aldrich).

5.6.2 Inmunodeteccién con particulas de oro coloidal
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Las secciones ultrafinas (70 nm) se trataron sucesivamente con glicina 0,02 M PBS,
bloqueado con BSA al 1 % durante 5 min, tratado con cada anticuerpo primario diluido en
PBS conteniendo 1 % BSA durante 1 h, lavando con PBS, para luego incubar con el anticuerpo
secundario correspondiente en PBS conteniendo 1 % de BSA durante 1 h. Todas las muestras
se incubaron por flotacion sobre una gota de 30 ul de solucion a 25 °C, en cdmara humeda.
Utilizamos segun correspondiera, anticuerpos primarios aFAPB1 generado por el grupo de
investigacion en conejo en una dilucién 1/100; a-FABP2 monoclonal (OT12C4 - Invitrogen),
en una dilucién 1/50 y como anticuerpo secundario anti-lgG de ratén (Sigma Aldrich G7525) y
anti 1gG de conejo (Inmu-Mark Gold LM Grade Probes—ICN Biomedicals Ltd) conjugados a
particulas de oro coloidal de 5 nm de didmetro en dilucién de 1/50. Como control de la

técnica se utilizé PBS sustituyendo los anticuerpos.

Los cortes se contrastaron con acetato de uranilo al 5 % por 5 min. y se examinaron bajo un
microscopio electréonico JEOL JEM 1010 en la Unidad de Microscopia Electronica de
Transmision de Facultad de Ciencias. La captura de las imdgenes se realizd mediante una
camara digital Hamamatsu C 4742-95-10 MR, acoplada al MET. El registro se realizd en el

programa AMT-Advantage y el procesamiento en el programa Photo Impact 4.2.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Puesta a punto de condiciones para Western blot

Como primer paso para la puesta a punto de las condiciones de trabajo, analizamos por
Western blot (WB) la expresién de FABP2 en lisado de intestinos de grupos de 3 peces
adultos alimentados con comida comercial, yema de huevo, y no alimentados, sacrificados a
las 3hs de alimentados.

Se realizé un primer WB, una vez completada la transferencia se incubd con anticuerpo a-
FABP2 monoclonal (OT12C4 - Invitrogen) en una dilucion de 1/2000, y como anticuerpo
secundario anticuerpo contra IgG de ratén acoplado a HRP (Invitrogen) en una diluciéon de
1/2000. Se sembraron en cada carril 4 ul de lisado de cada una de las condiciones (fig.7).
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Figura 7. Analisis por WB de la
30- . expresion de FABP2 en lisado de
25. intestino de pez cebra adulto.
20 Lisado de intestinos de peces

alimentados con: 1-yema de huevo,
2 - comida comercial, 3- control no
alimentado, incubados con a FABP2
~. . Anticuerpo secundario algG de

, ratbn —HRP. MWM: marcador de
peso molecular Invitrogen Novex
10-20% SDS-PAGE gel.
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En vista de la distorsidon de las bandas observadas en este primer resultado, probablemente
debido a la presencia de lipidos, se procedié a extraer las proteinas de cada grupo utilizando
para ello el kit Ready Prep 2-D Cleanup (BioRad) y dosificar los extractos mediante kit BCA
(Pierce). Para continuar con la puesta a punto trabajamos sélo con la muestra de los peces
alimentados con yema de huevo (tabla 1).

Si bien en un principio utilizamos como método de cuantificacion de proteinas totales, el
método de Reactivo de Bradford, constatamos desvios en la relacién proteina total/factor de
dilucién de las muestras, por lo cual resolvimos utilizar el método por BCA de Kit Pierce que
no mostrd ese comportamiento.

Tabla 1. Dosificacidn de lisados de intestinos de peces alimentados con yema de huevo
sacrificados a las 3 horas post alimentacion.

Intestinos de: Concentracién
(mg/ml)
Peces alimentados con yema de huevo 5,82

El paso siguiente en la puesta a punto fue nuevamente determinar la dilucién a utilizar de los
anticuerpos anti Actina y anti FABP2 utilizando ahora la muestra purificada.

Se realizé un WB, una vez completada la transferencia se dividié la membrana y se incubd
una parte con anticuerpo a-Actina monoclonal (ACTNO5- Invitrogen) en una dilucién de
1/400 vy la otra parte con anticuerpo a-FABP2 monoclonal (OT12C4 - Invitrogen) en una
dilucion de 1/2000) y como anticuerpo secundario para ambas anticuerpo contra IgG de
raton acoplado a HRP (Invitrogen) en una dilucion de 1/2000. En la figura 5 se visualiza una
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banda mayor a 40 kDa, que asumimos es de Actina (PM 42 kDa), y una banda un poco menor
a los 15 KDa que asumimos se trata de FABP2 (PM 15,06 kDa) (fig. 8).

MWM 1 2

1301
100
70-
55-

40-|
Figura 8. Analisis por WB de la expresion de
FABP2 y Actina a partir de extracto de
25- proteina totales. Lisado de intestinos de
peces alimentados con yema de huevo
incubados con 1: aActina; 2: aFAPB2.
Anticuerpo secundario algG de ratén —HRP.
15- MWM: marcador de peso molecular Thermo
104 Fisher 10-180 kDa. Se sempraron 41 pg de
extracto de proteinas totales en cada carril.

35-

Como paso siguiente en la puesta a punto, para determinar si era posible utilizar los dos
anticuerpos primarios aActina y aFABP2 simultdneamente sobre la membrana, se realizé un
WB en las mismas condiciones que el anterior, donde se sembraron en cada carril 41 ug de
extracto de proteinas totales de intestino de peces alimentados con yema (fig. 9).

MWM 1
=
180
130] —
100
70-|
55 e Figura 9. Analisis por WB de la expresion de
.-. FABP2 y Actina a partir de extracto de
40- proteina totales. Lisado de intestinos de
35| - peces alimfentados con yema de huevo
incubados simultdneamente con: aActina vy
75| — aFAPB2. Anticuerpo secundario a IgG de
raton —HRP.
MWM: marcador de peso molecular Thermo
Fisher 10-180 kDa.
15—
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En la figura se visualiza la banda mayor a 40 kDa, que asumimos es de Actina, y una banda un
poco menor a los 15 KDa que asumimos se trata de FABP2, lo que demuestra que es posible
utilizar los dos anticuerpos primarios simultdaneamente.

En el siguiente paso, para comprobar si hay reaccion cruzada entre los Anticuerpos aFABP2 y
aFABP1, se realizé6 WB, donde se analizaron las proteinas recombinantes FABP1 y FABP2 de
Danio rerio purificadas en trabajos anteriores del equipo de investigacion. Una vez
completada la transferencia se dividio a membrana y se hibrido la parte de la membrana con
carriles sembrados con FABP2 con anticuerpo aFAPB1, en una dilucién 1/2000 y anticuerpo
secundario en una dilucion de 1/2000 (fig. 10A) v la otra parte con carriles sembrados con
FABP1 con el anticuerpo aFAPB2 en una dilucién de 1/2000 y anticuerpo secundario en una
dilucion de 1/2000 (fig.10B).

No se visualizan bandas correspondientes a FABP1 y FAPB2, por lo que asumimos que los

anticuerpos no reaccionan de forma cruzada.

A MWM 1 2 B MWM 1 2

Figuras 10. Determinacion por WB
de reaccion cruzada entre aFABP1 y
oFABP2 A) FABP2 purificada diluida
1/50 (1) y 1/100 (2) incubada con
aFAPB1 ; B) FABP1 purificada diluida
1/50 (1) y 1/100 (2) incubada con
aFAPB2.: Anticuerpo secundario a
IgG de ratén —HRP. MWM: marcador
de peso molecular Termo Fisher 10-
180 kDa.

(1 TTm
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Una tercera parte de la membrana con carriles con FABP1 y FABP2 se hibridd con los dos
anticuerpos primarios juntos sobre la misma membrana, repitiendo esta modalidad con los
anticuerpos secundarios (fig.11). Todos los anticuerpos se usaron en las diluciones ya
ensayadas Se visualizan bandas por debajo de 15 kDa que asumimos correspondientes a
FABP1y FAPB2, la banda de FABP1 se ubica por debajo de la banda FABP2, esto es coherente
dado que FABP1 tiene menor peso molecular que FABP2. (13992,81 Da y 15060,08 Da

respectivamente)
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Figura 11. Analisis por WB de la expresion de
FABP1 y FABP2 purificadas. 1: FABP1
purificada diluida 1/50 2: FABP1 purificada
diluida 1/50. incubadas simultdneamente con
aFAPB1 y aFAPB2. Anticuerpo secundario a
IgG de raton —HRP. MWM: marcador de peso
molecular Termo Fisher 10-180 kDa

No se observa interferencia entre los anticuerpos.

6.2. Variacion de la expresion segun dieta.

Para observar posibles variaciones en la expresién de FABP2 segun las condiciones dietarias:
inanicion, tipo de comida y el tiempo de sacrificio luego de la alimentacion: se utilizaron
lisados de intestino anterior de peces adultos alimentados con yema de huevo, alimentados
con comida comercial (Tetramin), sacrificados a las 3 y 6hs de alimentados y peces que no
recibieron alimento. Se emplearon 3 peces por grupo en todos los ensayos. Se realizod
extraccion de proteinas totales mediante kit Ready Prep 2-D Cleanup (BioRad) y se
dosificaron los extractos mediante kit BCA (Pierce) (Tabla 2).
Debido a la interrupcién del trabajo por la pandemia de Covid-19, utilizamos muestras
obtenidas en diferentes oportunidades, siempre conservadas a -20 °C y extraidas en las
condiciones previamente indicadas.
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Tabla 2. Dosificacion de extractos de proteinas totales obtenidos a partir de intestinos de peces
sometidos a distintas dietas y sacrificados diferentes tiempos post alimentacion.

Intestinos de: Concentracion
(mg/ml)

Peces no alimentados por 24hs (2020) 12,22
Peces alimentados con Tetramin, sacrificados a las 3hs (2020) 5,42
Peces alimentados con Tetramin, sacrificados a las 6hs (2020) 10,41
Peces alimentados con yema de huevo, sacrificados a las 3hs 3,67
(2019)

Peces alimentados con yema de huevo, sacrificados a las 6hs 5,61
(2019)

Como puede observarse, hay una diferencia notoria entre la concentracion de los lisados
obtenidos en 2019 y 2020. Lo mismo se observa entre los peces alimentados con Tetramin
sacrificados a diferentes tiempos luego de la ingesta. Como los ensayos por WB incluyen una
proteina de referencia consideramos continuar con las muestras ya obtenidas. Por otro lado,
nos propusimos siempre sacrificar el menor nimero de peces.

Se realizd una electroforesis en las mismas condiciones que en ensayos anteriores, para
transferir a membrana de nitrocelulosa y realizar WB. Se sembré en cada carril 41 pg de
proteina de cada muestra, tomando como referencia la cantidad de proteina cargada en
ensayos anteriores que presentd bandas en Actina y FABP2 (figs. 6-7). Se emplearon los
anticuerpos primario y secundario en las mismas condiciones que en los ensayos anteriores
(fig. 12).

4 5
130-
100
70-
554
40 Figura 12. Analisis por WB de la expresion de FABP2 de
extractos de proteinas totales obtenidos a partir de
354 - intestinos de peces sometidos a distintas dietas.
251 - 1: No alimentados; 2-3: Alimentados con Tetramin, y
sacrificados a las 3hs (2), y 6hs (3); 4-5 Alimentados con
15- ~ ———— yema de huevo y sacrificados a las 3hs (4) y 6hs (5). Cada
carril contiene 41 ug de proteina. MWM: marcador de
10- peso molecular Termo Fisher 10-180 kDa

Como puede observarse en la figura, la sefial de actina no se observa en las muestras de
peces alimentados con yema de huevo a diferencia de lo observado anteriormente (figs. 6y
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7). Tampoco se observa la banda de FABP2 en las muestras de peces alimentados con
alimento comercial, por lo que no pudo obtenerse una conclusién sobre efecto del tipo de
dieta en la expresién de la proteina. Ademas, resulta inesperado a que en la muestra de los
peces no alimentados se observe una banda tenue correspondiente a la proteina FABP2 y no
en los que recibieron alimento comercial.

Por otro lado, en tanto se utilizé igual cantidad de proteina total que en ensayos anteriores,
la intensidad de la banda de actina en los tres primeros carriles llama la atencién, por lo que
no descartamos un defecto en la incubacién. Mencionamos, ademas, que las muestras de los
peces alimentados con alimento comercial fueron obtenidas en 2020 mientras que las
muestras de peces que fueron alimentados con yema de huevo son de 2019. Este hecho nos
lleva a pensar que puede haber una inestabilidad en |a actina debido al largo tiempo a -20 °C.

Para determinar una concentracién adecuada de proteina de modo que se visualicen la
banda de actina y de la FABP2 simultdaneamente en la muestra de yema de huevo, sin quedar
saturadas, repetimos el WB con cantidades crecientes de muestra (fig.13). Se emplearon las
mismas condiciones de revelado que en ensayos anteriores.

MWM 2 3 4 5 6
180
1 30— |—
100-
75% : | Figura 13. Optimizacion de condiciones para
la deteccion de Actina y FABP2.
40- . Western blot de extracto de proteinas totales
35- obtenidos a partir de intestinos de peces
) alimentados con yema de huevo, sacrificados
a las 3 horas de ser alimentados. 2:. 17 pg; 3:
23 pg: 4: 29 pg; 5: 41 pg; 6: 58 pg Anticuerpo
: primario: o FABP2 y o actina; anticuerpo
5 secundario o IgG de ratén —-HRP. MWM:
marcador de masa molecular Termo Fisher
10-180kDa.

Se visualizan bandas de intensidad creciente a partir del carril de 29 ug (carril 4) de muestra,
por lo gue tomamos como referencia para préximos WB, la cantidad de proteina del carril 5.

Estos ensayos se hicieron un afio después que los primeros WB realizados (figs 8-13) con las
muestras procesadas en aquel entonces, por lo que asumimos que hubo degradacién en la
muestra de los peces alimentados con yema de huevo, alteracion en la estabilidad de los
anticuerpos o aun algun error en la transferencia o el revelado de la membrana. Por la razén
ya expuesta, se retoma el trabajo en octubre de 2021, extrayendo nuevas muestras de peces
alimentados de igual forma que en los ensayos anteriores y sacrificados a las 3hs de haber
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recibido el alimento, realizando extraccién de proteinas totales mediante método
TCA/Acetona (ver anexo), dosificando con kit BCA (Pierce) (tabla 3) y finalmente realizando
WB. Dado los resultados anteriores, resolvimos no considerar las muestras de peces
sacrificados a las 6hs hasta tanto no tener resuelto el problema de las intensidades de las
bandas.

Tabla 3. Dosificacion de extracto de proteinas totales obtenidas a partir de intestinos de peces
sometidos a distintas dietas.

Intestinos de: Concentracion
(mg/ml)
Peces no alimentados por 24hs 2,76
Peces alimentados con Tetramin, sacrificados a las 3hs 0,99
Peces alimentados con yema de huevo, sacrificados a las 3hs 1,28

Repetimos el WB con estas las nuevas muestras empleando los mismos anticuerpos que en
los ensayos previos variando sélo la concentracion del anticuerpo aActina a una dilucion de
1/300 (menor que en ensayos anteriores). Se sembraron 41 g por carril.

MWM 1 2 3

180- st

130- |awmenen

100-

70-

>> B * Figura 14. Optimizacion de condiciones

40- para la deteccion de Actina y FABP2.

35- - Western blot de extracto de proteinas

25. ‘ totales thenidas a part'ir de intes'tinos de
peces alimentados con diferentes dietas: 1-
Tetramin 41 pg; 2:Yema de huevo, 41 pg,

15- -’—h 3: No alimentados, 41 pg. . MWM:
marcador de peso molecular Termo Fisher
10-180kDa.

10- -

Se observan bandas correspondientes a Actina (muy tenue en carril peces sin comer) y
bandas correspondientes a FABP2 para las tres muestras de distintas condiciones dietarias.
Lamentablemente, en el carril 3 las sefiales son muy tenues, creemos que por problemas en
la transferencia o revelado.
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Los resultados obtenidos nos llevan a considerar que las muestras deben permanecer lo
menos posible a -20 °C, dada la posible degradacién de proteinas que presentan las
muestras.

Dado el tiempo transcurrido desde el inicio de este trabajo y el objetivo que persigue la
Licenciatura con respecto a esta etapa de la carrera, consideramos que no correspondia
volver a sacrificar peces, para acortar el tiempo entre el sacrificio, la extraccion y el analisis,
descartando por el mismo el analisis de la expresion de FABP1.

Si bien se mostraron imagenes representativas de los WB, durante el transcurso de este
trabajo hemos realizado muchos mas, selecciondndose de un total de 30 WB, aquellos en los
que se visualizaban simultaneamente bandas correspondientes a Actina y FABP2 para las tres
condiciones dietarias, de peces sacrificados a las 3 hs luego de recibir el alimento. (Tabla 4)
(imagenes en anexo). Se analizaron las imagenes con paquete de procesamiento de imagenes
Image J2 (Fiji), determinando intensidad de las bandas y se realizd calculo posterior de
relacion a la intensidad de FABP2/B Actina. La figura 12 muestra en forma grafica estos
resultados.

Tabla 4. Relacién FABP2/B Actina para las diferentes condiciones dietarias a las 3 horas de
alimentacion

Relacion FABP2/B Actina
Fecha WB YEMA TETRAMIN Sin comer
1 12/11/2020 2,08 0,07 0,18
2 07/10/2021 1,00 0,84 0,99
3 20/10/2021 2,44 1,29 2,33
4 25/01/2022 1,78 1,39 2,46
5 10/03/2022 4,80 2,04 0,91
6 01/06/2022 2,18 0,81 2,04
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Figura 15. Relacién FABP2/PB Actina para las diferentes condiciones dietarias.
Representacion grafica de los datos mostrados en la tabla 4.

Los datos muestran una tendencia de mayor expresion de FABP2 en peces alimentados con
yema, con respecto a los peces alimentados con comida comercial (Tetramin) y el grupo de
peces no alimentados. Este resultado es similar al obtenido por el grupo de investigacion
(Sudrez, 2018).

Esto nos indica que la proteina varia sus niveles de expresion en respuesta al contenido
lipidico de la dieta, reafirmando la importancia de la FABP2 en el trasporte de intracelular de

acidos grasos en el intestino.

Para confirmar si estas diferencias son significativas realizamos el test estadistico
correspondiente utilizando el software Past. 4.05. Se realiz6 test de normalidad (ver anexo)
determinandose que los datos eran normales (p>0,05) y de homocedasticidad por Levene
determinando que hay homogeneidad de varianzas (p>0,05), por lo que se empled el test
paramétrico ANOVA Kruskal Wallis para determinar si la expresion de FABP2 en respuesta las
distintas dietas tienen diferencias estadisticamente significativas. Dicho test determind que
no hay diferencias significativas.

En suma, si bien el test de ANOVA muestra que no hay diferencias estadisticas significativas
consideramos que este resultado debe confirmarse mediante nuevos ensayos tomando como
base la experiencia de este trabajo.
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6.3. Microscopia electrénica de transmision

Para determinar a nivel subcelular las diferencias entre la localizacion de cada proteina en
estudio de acuerdo a la condicidn dietaria analizamos por inmunomicroscopia electrdnica de
transmision secciones de intestino anterior de peces adultos, alimentados con yema de
huevo sacrificados a las 3 hs de ser alimentados, y de no alimentados. La figura 10 muestra
las imagenes obtenidas de los intestinos de peces no alimentados. Como puede observarse
hay sefial de la proteina FABP1 tanto en las microvellosidades como en el citoplasma y en
menor proporcidén en el nucleo. Experimentos in vitro con explantes de intestino de rata
mostraron que en peces que no han recibido alimento por 24 horas, la sefial tanto de FABP2
como FABP1 es abundante a nivel de las microvellosidades, disminuyendo luego de recibir el
alimento (Alpers et al.,, 2000). Cuando analizamos en estas mismas muestras la respuesta
frente a Fabp2 observamos muy poca sefial, a diferencia de lo esperado de acuerdo a
nuestros resultados y reportes previos de la bibliografia. En este caso, seria oportuno repetir
el ensayo con mayor concentracién de anticuerpo primario y secundario. Lamentablemente
no se obtuvo sefial en las secciones de los peces alimentados por lo que, al considerar que no
es el resultado esperado de acuerdo a la bibliografia y los propios resultados obtenidos por
Western blot, los descartamos. Atribuimos el resultado a una mala conservacion de esta
muestra.
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CONSIDERACIONES

Figura 16. Localizacion subcelular de FABP1.
Micrografias electronicas de intestinos de peces no
alimentados . A: 50000x; B: 80000x; C: 60000x; D:
100000x; E control negativo; 80000x. mv:
microvellosidades; c: citoplasma; n nucleo. Las flechas
indican la sefiales positivas de FABP1
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Este trabajo comenzd a fines de 2019 y debido a la pandemia de Covid 19 debimos
interrumpirlo en varias ocasiones durante el 2020 y 2021, haciendo imposible la continuidad
del mismo. Si bien durante estos periodos de inactividad, las muestras se mantuvieron a — 20
C°, observamos que la sefial de actina disminuia y en algunos casos desaparecia en relacion a
WB realizados anteriormente con las mismas muestras y en iguales condiciones. Esto nos
hace pensar que la actina puede haber sufrido degradacion/precipitacién en estas muestras,
bien por el transcurso de tiempo entre que se procesaron y se utilizaron y/o por las
condiciones de trabajo (composicion de buffer, kit de precipitacién, etc).

Tomando en cuenta estos resultados consideramos que los ensayos deberian repetirse en un
futuro de forma continua, minimizando los tiempos entre sacrificio de peces, procesamiento
de las muestras y las mediciones, probar conservar las muestras a — 80 C°, utilizar otra
proteina housekeeping (Tubulina o GAPDH) en lugar Actina dado que la misma puede no ser
confiable como control de carga para WB (Dittmer et al, 2006; Chen et al, 2015), utilizar
complementariamente otros métodos de deteccion de proteinas como Tincion con Ponceau
o utilizar otros métodos de normalizacién se sefial en WB como Stain- free (Yadav et al 2018).

A lo largo de este trabajo se realizaron unos 30 WB que insumieron muchas horas de
dedicacion, y muchos insumos, sin embargo, sélo una porcidon de los ensayos arrojo
resultados informativos y reproducibles, frente a esto definimos no medir los niveles de
expresion FABP1 en respuesta a la dieta, pero si observar por microscopia electrénica de
transmision su distribucion subcelular en peces no alimentados. De todas formas,
consideramos que esta experiencia ha sido muy formativa.
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ANEXOS

WB tabla 4. Analisis por WB de expresion de FABP2 y Actina en extracto de
proteinas totales para diferentes condiciones de alimentacion

MWM 1 2 3
II I MWM 1 2 3

WB 12/11/2020—-1 sin comer; 2-Tetramin; 3-yema WB 07/10/2021 -1 yema; 2-Tetramin; 3-sin comer
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MWM 1 2 MWM 1 2 3

"

-’~

h

WB 20/10/2021 -1 yema; 2-Tetramin; 3-sin comer WB 25/01/2022 —1 yema; 2-Tetramin; 3-sin comer

MWM 1 2
- n—
- - ’ —
- -
—

WB 10/03/2022 — 1 yema; 2-Tetramin; 3-sin comer WE

-’
WB 01/06/2022 — 1.2 sin comer: 3.4-Tetramin; 5.6 vema
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Soluciones y protocolos mencionados en Materiales y Métodos.

Buffer de lisis

Tris HCI 1 M - pH 7,6 - 250 ul
NaCl5M - - 100 pl
Triton x 100 - 254
PMSF - 100 pl
H20 - 5ml

Buffer de rehidratacion RSB

Urea -0,96 gr
CHAPS -0,04 gr
DTT - 154 mg
H20 -2ml

Buffer de muestra 4X
Tris HCI 0,5 M pH 6,9 -0,125 gr

SDS -4 %
Glicerol -20%
B-mercaptoetanol -10 %

Azul de bromophenol - pizca

Buffer de electroforesis pH 8,6

Tris base -6gr
Glicina -28,8 gr
SDS 10% -10 ml
H20 csp -1000 ml

Buffer de transferencia

Tris base -3,02 gr

Glicina -14,42 gr
Etanol - 200 ml
H20 csp -1000 ml

Solucién de Blogueo
Leche en polvo -5%
Glicina -2%

Se disuelve en TBST con calor
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TBST

Tris 10mM -pH 8
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1%

Acrilamida- bis acrilamida (30:08%)

Acrilamida -15gr
Bisacrilamida -400 mg
H20 csp -50 ml
Buffer Tris pH 8,8

Tris base -18,15 gr
H20 csp -100 ml

Ajustar pH a 8,8 con HCI IN

Buffer Tris pH 6,8

Tris base -12,1gr
H20 csp -200 ml
Ajustar pH a 6,8 con HCI 1IN

Gel de poliacrilamida al 15 %

Gel separador 0,75 mm

Agua destilada -0,89 ml
Bis-acrilamida 30:08 - 2 ml
Buffer Tris pH 8,8 - 1,12 ml
SDS 10% - 40l
TEMED - 2ul
APS 10% - 20ul

Gel stacking 0,75 mm

Agua destilada -1,84 ml,
Bis-acrilamida 30:08 - 0,42 ml
Buffer Tris pH 6,8 - 0,63 ml
SDS 10% - 25yl
TEMED - 2,5u
APS 10% - 12,5l
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Precipitacion de proteinas totales

Protocolo precipitacion TCA/Acetona
TCA50 %

Acetona -20 °C

Buffer de re suspension

- Afadir TCA a la muestra a precipitar, de forma que se quede al 10 %
- Vortex
- Incubar 30 minutos a 4 °C (0 15 min a-20 °C)

- Centrifugar al maximo a 4 °C durante 10 minutos. Retirar el sobrenadante

- Resuspender el precipitado en 20 pl H20 MiliQ
- Afadir 1 ml de Acetona (-20 °C). Disgregar al maximo el pellet
- Incubar ON a-20°C

- Centrifugar al maximo a 4 °C durante 10 minutos — Retirar sobrenadante

- Resuspender en la solucion adecuada

Protocolo precipitacion Metanol/Cloroformo

- Afadir 3 partes e MeOH a muestra — Vortex

- Afadir 1 parte de cloroformo — Vortex

- Afadir 3 partes de H20-LC — Vortex

- Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos a 4 °C

- Quitar el sobrenadante sin tocar el velo que separan ambas fases
- Afadir 3 partes de MeOH

- Vortex para destruir bien el velo y que se precipiten las proteinas
- Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos a 4 °C.

- Retirar sobrenadante, nos quedamos con el pellet, dejar secar al aire para evaporar el

MeOH

Reactivo de Bradford

- Coomassie Brilliant Blue - 100 mg

- Etanol - 50ml
-Acido fosforico al 85% - 100 ml
H20 csp -1000 ml
Se filtra
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Método de Acido Bicinconinico - Curva de calibracién estandar

1,2000
1,0000
£
c
o
b3 0,8000
(4]
0
(%]
c
g 0,6000
o
2 y = 1,0993x - 0,0098
< 0,4000 R2 =0,9996
0,2000
0,0000
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
BSA (mg/ml)
Analisis de la varianza Test ANOVA Kruskal Wallis
Sum of df Mean square F (same)
sqrs q P
Between groups: 5,38191 2 2,69096 2,745 0,09643
e Permutation p
With : 14,7 1
ithin groups ,7059 5 0,980396 (n=99999)
Total: 20,0878 17 0,08361
Components of variance (only for random
effects):
Var(group): 0,285093 | Var(error): 0,980396 ICC: 0,225283
omegaz: 0,1624 |
Levene’s test for homogeneity of variance, o (same): 0,595
from means
Levene’s test, from medians p (same): 0,7042

Welch F test in the case of unequal variances: F=2,34, df=9,392,

p=0,1497
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Protocolo de incubacién de cortes para MET

Todas las incubaciones se realzan sobre gotas de 30 pl, a TA en camara humeda. -

Soluciones:

Glicina 0,02 M en PBS

BSA 1% en PBS

Las solucione se filtran (0,22 um).

Los anticuerpos se diluyen en BSA 1 % en PBS.

Se realizan las siguientes incubaciones:

Glicina 4 x10 min
PBS -1x5min
BSA - 60 min
PBS -3x5min
Anticuerpo primario - 60 min
PBS -4 x5 min

Anticuerpo secundario - 60 min
PBS -4 x5 min



