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RESUMEN 

 

El cáncer de pulmón es la principal causa de defunciones por cáncer en nuestro país. 

Desafortunadamente, en la mayoría de los pacientes con adenocarcinoma de pulmón 

(LUAD) las terapias dirigidas no fueron exitosas. Por lo tanto, son necesarios nuevos 

biomarcadores y blancos terapéuticos para este tipo de cáncer. El metabolismo celular 

ha resurgido como un área prometedora para el tratamiento del cáncer. Las células 

tumorales presentan una reprogramación del metabolismo que sustenta la 

incrementada demanda de energía y de sustratos para la síntesis de macromoléculas. 

Las proteínas que unen ácidos grasos (FABPs) son proteínas citosólicas que unen 

ácidos grasos (FA) de cadena larga con gran afinidad. Se ha propuesto que las FABPs 

podrían transportar FA a diferentes compartimentos celulares dirigiéndolos así hacia su 

oxidación, utilización en síntesis de lípidos complejos y regulación de factores 

transcripcionales. FABP5, a diferencia de otras isoformas, ha sido asociada 

positivamente con el desarrollo de ciertos cánceres. Su rol como promotora tumoral está 

generalmente relacionado con su capacidad de translocar al núcleo y regular la 

expresión génica mediante la activación de Receptores Activados por Proliferadores 

Peroxisomales (PPARs). Sin embargo, su contribución en la progresión de LUAD y 

reprogramación metabólica no ha sido completamente esclarecida.  

En este estudio evaluamos la importancia de FABP5 en LUAD y su rol en el metabolismo 

lipídico de células tumorales.  Utilizando herramientas bioinformáticas observamos que 

los niveles elevados de FABP5 se asocian con un peor pronóstico en pacientes con 

LUAD.  La función de FABP5 en este tipo de cáncer se investigó en modelos con niveles 

alterados de FABP5 generados por inhibición genética/farmacológica y sobre expresión 

de la proteína en células A549. Ensayos de marcación con isótopos radioactivos en el 

knockdown o la inhibición de FABP5 mostraron una reducción de la incorporación de FA 

en lípidos complejos y lo opuesto se observó en el modelo de sobre expresión. Además, 

demostramos que FABP5 es requerida para la síntesis de novo de FA y regula la 

expresión de enzimas involucradas en la vía (incluyendo FASN y SCD-1). 

Contrariamente, en ningún modelo se encontró afectada la oxidación de FA. Entonces, 

FABP5 regula el metabolismo lipídico direccionando FA hacia la síntesis de lípidos 

complejos, mientras que no altera su catabolismo in vitro.  Asimismo, un análisis de 

secuenciación masiva de ARN (RNA Seq) en células A549 tratadas con el inhibidor de 
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FABP5 mostró profundos cambios en el transcriptoma. Este ensayo respalda los 

resultados observados en el metabolismo de FA y resalta el valor de FABP5 para el 

avance en el ciclo celular. En el mismo sentido, se demostró por citometría de flujo y 

Western Blot que la inhibición de FABP5 genera un arresto del ciclo celular en la fase 

G0/G1. Finalmente, en los modelos celulares con niveles alterados de FABP5 

observamos que esta proteína es necesaria para la proliferación, adhesión y migración 

celular; e in vivo promueve el desarrollo tumoral en ratones nude. 

En conjunto, nuestros resultados sugieren que FABP5 es un punto clave en la regulación 

del metabolismo de lípidos y la progresión tumoral en LUAD, ubicándose como un 

probable blanco terapéutico para esta enfermedad. 
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ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO 

 

Cáncer  

 

El término cáncer se aplica a un grupo de enfermedades relacionadas, cuya 

característica es el crecimiento celular descontrolado en un tejido, pudiendo invadir 

zonas adyacentes del cuerpo o propagarse a otros órganos. Mundialmente, el cáncer 

es la segunda causa de muerte. En el año 2018 se produjeron 9,6 millones de 

defunciones por cáncer según las estimaciones de la Agencia Internacional de 

Investigación sobre Cáncer (IARC). Considerando su ubicación,  los tipos de cáncer con 

mayor mortalidad son: pulmón, mama, colorrectal, estómago e hígado 

(http://www.who.int) [1]. Al igual que en el mundo, en nuestro país, el cáncer representa 

la segunda causa de muerte. El 15% del total de las defunciones corresponden a 

pacientes con diagnóstico de cáncer de pulmón, ubicándolo como la principal causa de 

defunciones por cáncer [2].  

El principal factor de riesgo asociado al cáncer de pulmón es el consumo de tabaco en 

cigarrillo, pipas o de forma pasiva. Existen otros factores como la susceptibilidad 

genética, dieta, ingesta de alcohol, inflamación crónica pulmonar por infecciones u otras 

condiciones médicas, exposición a contaminación ambiental o, en trabajadores de 

industrias, a carcinógenos (asbestos, sílica, radón y metales pesados), que pueden 

encontrarse independientemente o combinados con el consumo de tabaco [3]. El cáncer 

de pulmón puede clasificarse principalmente en dos tipos según las características 

histológicas: carcinoma pulmonar de células pequeñas (SCLC; del inglés small cell lung 

cancer) y carcinoma pulmonar de células no pequeñas (NSCLC; del inglés non small 

cell lung cancer). Adicionalmente, el NSCLC se subdivide en adenocarcinoma pulmonar 

(LUAD, del inglés lung adenocarcinoma), carcinoma de células escamosas (LUSC; del 

inglés lung squamous cell carcinoma) y carcinoma de células grandes. El LUAD es el 

subtipo más común en muchos países; se origina en células epiteliales de pequeñas 

vías aéreas con diferenciación glandular que secretan mucus y otras sustancias [4]. La 

mayoría de los pacientes son fumadores, sin embargo, es el principal subtipo histológico 

de cáncer de pulmón que se desarrolla en pacientes que nunca fumaron [5].  

El diagnóstico de NSCLC se realiza generalmente en un estadío avanzado de la 

enfermedad. Si bien la cirugía en la etapa inicial sigue siendo el pilar del tratamiento, la 
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terapia molecular dirigida y la inmunoterapia han mejorado el manejo de la enfermedad 

en pacientes con cáncer inoperable o enfermedad metastásica. En los últimos años se 

han diseñado terapias dirigidas para el tratamiento de grupos selectos de pacientes con 

alteraciones genéticas específicas [6]. Para el LUAD se detectan principalmente 

mutaciones activadoras o sobre expresión del receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR), mutaciones en la proteína G monomérica Ras y re-arreglos 

cromosómicos que involucran al receptor tirosin-quinasa Alk (Anaplastic lymphoma 

kinase) [7, 8]. Sin embargo, en el 30-40% de los LUAD se desconocen cuáles son las 

alteraciones que promueven el desarrollo del cáncer. Más aún, aproximadamente el 

30% de los pacientes con LUAD presentan mutaciones en Ras, para la cual no existen 

terapias dirigidas efectivas [9]. Nuevas estrategias están enfocadas en mecanismos 

inmunomoduladores de las células tumorales necesarios para evadir la respuesta 

inmune. El tratamiento involucra el bloqueo de los receptores antígeno 4 asociado a 

linfocitos T citotóxicos (CTLA-4), muerte celular programada-1 (PD-1) y su ligando, 

PDL1, lo cual impulsa al sistema inmune a actuar sobre las células tumorales para frenar 

o reducir su crecimiento. Sin embargo, la respuesta a la inmunoterapia varía 

dependiendo de las características del tumor. Los pacientes con NSCLC metastásico 

generalmente se benefician con la inmunoterapia, no obstante, un número de pacientes 

no responden y presentan un menor tiempo de vida o eventos adversos asociados al 

sistema inmune. La identificación de nuevos biomarcadores y blancos terapéuticos que 

beneficien a un mayor número de pacientes con LUAD es un importante objetivo de 

investigación. 

 

Metabolismo lipídico 

 

Lípidos | Generalidades 

 

Los lípidos constituyen un grupo de compuestos químicamente diverso cuya 

característica común y definitoria es su insolubilidad en agua [10]. Pueden clasificarse 

según su estructura en ácidos grasos (FA), glicerolípidos, glicerofosfolípidos, 

esfingolípidos, esteroles, prenoles, sacarolípidos y policétidos [11].  

Los FA son ácidos carboxílicos con cadenas hidrocarbonadas que pueden encontrarse 

completamente saturados, con uno o más dobles enlaces y con o sin ramificaciones. 

Tienen funciones biológicas importantes como fuente de energía, son componentes 
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estructurales de lípidos complejos, moléculas de señalización y reguladores de la 

expresión génica.  

Los glicerofosfolípidos, esfingolípidos y esteroles son constituyentes esenciales de las 

membranas biológicas, son anfipáticos y las interacciones hidrofóbicas entre ellos e 

hidrofílicas con el agua definen su empaquetamiento formando una bicapa 

membranosa. Así, determinan los límites externos de las células y regulan el tráfico 

molecular a través de estos límites. En células eucariotas, dividen el espacio interno en 

compartimentos discretos que separan procesos y componentes. Las bicapas de lípidos 

organizan secuencias complejas de reacciones y son de importancia tanto para la 

conservación de energía biológica como para la comunicación intercelular. Cada reino, 

cada especie, caja tejido o cada tipo celular, así como los orgánulos dentro de ellos tiene 

un conjunto característico de lípidos de membrana [12].  

Los triacilglicéridos (TG) son una forma eficiente de reserva de energía, los átomos de 

carbono se encuentran más reducidos que en los glúcidos y, al ser no polares, se 

almacenan en forma anhidra. Estas características permiten obtener mayor energía por 

unidad de masa en su oxidación completa.  En los vertebrados, los adipocitos son 

células especializadas en la síntesis y almacenamiento de TG, contienen además 

lipasas que catalizan su hidrólisis liberando FA que se exportan hacia otros tejidos 

donde son utilizados como combustibles metabólicos. 

Adicionalmente, los lípidos funcionan como moléculas de señalización (hormonas y 

mensajeros intracelulares), cofactores enzimáticos, transportadores electrónicos y 

pigmentos. 

 

 

Captación de FA 

 

Las células adquieren los FA de la dieta (exógenos) o de la síntesis de novo 

(endógenos). En individuos bien alimentados, la mayoría de las células utilizan los FA 

exógenos, y la síntesis endógena se encuentra activa solamente en células sensibles a 

hormonas o con un elevado metabolismo lipídico, como adipocitos, células hepáticas y 

células alveolares de tipo II [13, 14]. Los FA exógenos presentes en la circulación 

difunden a través de la bicapa lipídica [15]; sin embargo, el ingreso a la célula se 

encuentra acelerado por proteínas integrales o asociadas a la membrana. Existe 

evidencia de que las proteínas transportadoras de FA (FATP 1-6), la proteína de unión 
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a FA asociada a membrana plasmática (FABPpm) y una FA translocasa (FAT), también 

conocida como CD36, están involucradas en el proceso [16]. CD36 es conocida como 

la principal proteína implicada en el transporte de FA en adipocitos, enterocitos, miocitos 

cardíacos y esqueléticos [17-19]. Además, participa en la regulación del proceso por 

diferentes mecanismos: CD36 transloca de forma reversible entre endosomas y la 

membrana plasmática en respuesta a la contracción muscular o a la presencia de 

insulina, ocasionando un incremento del transporte de FA en minutos [20-22]. A nivel 

transcripcional los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs), las 

proteínas de unión a activadores CCAAT (C/EBP) y el factor inducible por hipoxia 1 

(HIF1) modulan la expresión de CD36 como respuesta a diferentes estímulos. 

Recientemente se han descripto modificaciones post traduccionales de CD36, como 

palmitoilación, N-glicosilación y ubiquitinación, que afectan su estabilidad y el tráfico 

intracelular [23].  

 

Síntesis endógena de FA 

 

La síntesis de novo de FA utiliza los esqueletos carbonados provenientes del exceso de 

glúcidos y aminoácidos dietarios. El principal sustrato es un intermediario metabólico, el 

acetil-CoA citosólico, generado en la célula a partir de citrato o acetato. La ATP citrato 

liasa (ACLY) convierte el citrato en acetil-CoA (y oxalacetato), cuya carboxilación 

irreversible a malonil-CoA es el paso limitante de la vía y es catalizado por la acetil-CoA 

carboxilasa 1 (ACC1). La condensación de 7 moléculas de malonil-CoA (con pérdida de 

un átomo de carbono por descarboxilación) y una molécula de acetil-CoA da origen al 

producto inicial, un FA saturado de 16 carbonos, el ácido palmítico. La enzima ácido 

graso sintasa (FASN) cataliza la reacción, y el poder reductor (NADPH) necesario para 

la síntesis del ácido palmítico proviene principalmente de la vía de las pentosas fosfato 

o de la enzima málica.  El ácido palmítico, a su vez, es sustrato de elongasas y 

desaturasas, que modifican el largo de la molécula e introducen insaturaciones 

respectivamente, dando origen a distintos FA. La estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD-1) 

genera FA monoinsaturados con un doble enlace en la posición Δ9, mientras que las 

elongasas como ELOVL6 extienden la cadena formando el FA esteárico.  

Esta vía se encuentra ampliamente regulada. La enzima limitante de la vía, ACC1, es 

inhibida de forma alostérica por FA como el ácido palmítico y activada por citrato y, 

probablemente, por glutamato [24]. Asimismo, en respuesta a una reducción en los 

niveles de ATP, la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) fosforila e inactiva ACC1 
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reduciendo la síntesis de FA [25]. La señalización por insulina, en cambio, resulta en la 

desfosforilación y activación de ACC1 [26].  A largo plazo, la expresión de genes 

involucrados en la lipogénesis que codifican ACC1 y otras enzimas como FASN y SCD1, 

es modulada principalmente a través de la inducción de SREBP1c (Proteína de unión al 

elemento de respuesta a esteroles 1 c) mediada por PI3K [27] y el receptor X hepático 

(LXR) [28]. Además, en respuesta a situaciones de bajos niveles energéticos 

intracelulares, AMPK fosforila directamente a SREBP1c, resultando en la reducción de 

los niveles del factor de transcripción en el núcleo [29].  

 

Síntesis de lípidos complejos  

 

Los FA exógenos y endógenos son utilizados para la síntesis de diferentes clases de 

lípidos complejos. En su forma activada como acil-CoA pueden ser incorporados en 

lípidos de almacenamiento, componentes estructurales de membranas, o bien en lípidos 

de señalización.  Cuando un organismo posee una cantidad de nutrientes que supera 

los requerimientos celulares, el exceso generalmente es utilizado para la síntesis de FA 

que son almacenados como TG. Los TG se sintetizan mediante dos vías: la vía del 

glicerol fosfato y la del monoacilglicerol. La primera tiene lugar en la mayoría de las 

células y la segunda se da particularmente en el intestino delgado para producir TG a 

partir del monoacilglicerol incorporado en la dieta. La síntesis de TG requiere FA 

activados por la acil-CoA sintetasa, como acil-CoA graso, y glicerol 3-fosfato procedente 

principalmente de la glucólisis.  El primer paso de la vía del glicerol fosfato implica la 

esterificación de un acil-CoA, por la enzima glicerol 3-fosfato acil transferasa (GPAT), al 

glicerol 3-fosfato. La adición de un segundo FA genera ácido fosfatídico (PA), el cual es 

defosforilado para dar diacilglicerol.  Finalmente, la conversión de diacilglicerol en TG 

es catalizada por la diacliglicerol aciltransferasa (DGAT). Los TG son sintetizados en el 

retículo endoplásmico e incorporados en gotas lipídicas, que contienen además otros 

lípidos neutros y se encuentran cubiertas por una monocapa de fosfolípidos. 

La incorporación de FA en fosfolípidos ocurre por deacilación y reacilación de 

fosfolípidos existentes o mediante la síntesis de novo de los mismos. La contribución 

relativa de cada vía depende del tipo celular y del contexto metabólico. La síntesis de 

fosfolípidos a partir de PA puede ocurrir por la vía de Kennedy, la cual implica la 

desfosforilación del PA seguido de la unión de una cabeza polar activada (CDP-colina, 

CDP-etanolamina), mediante un enlace fosfodiéster, para dar fosfatidilcolina (PC) o 

fosfatidiletanolamina (PE) [30].  Alternativamente, el PA puede ser convertido en CDP-
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diacilglicerol y la unión con glicerol 3-fosfato o inositol da origen a fosfatidilglicerol y 

fosfatidilinositol. Mientras que fosfatidilserina (PS) es sintetizada por una reacción de 

intercambio de la cabeza polar de PE o PC. 

Asimismo, en el retículo endoplásmico se producen esfingolípidos a partir de un FA y 

una serina que, tras una serie de reacciones catalizadas por distintas enzimas, producen 

ceramida, un lípido señalizador. Modificaciones como fosforilaciones, glucosilaciones o 

adición de una cabeza polar, colina por ejemplo, sobre la ceramida conducen a la 

formación de los distintos esfingolípidos. Otros lípidos de señalización, como los 

eicosanoides, se sintetizan a partir del ácido araquidónico y, por acción de 

ciclooxigenasas, se obtienen prostaglandinas o, por la leucotrieno sintasa, se generan 

leucotrienos.  

 

Metabolismo oxidativo 

 

Según los requerimientos energéticos, los FA per se pueden ser oxidados 

completamente como fuente de energía. La principal vía de degradación de los FA es la 

β-oxidación que tiene lugar en la mitocondria. Para atravesar la membrana mitocondrial 

los FA activados deben ser convertidos en ésteres de carnitina, por la acción de la 

carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1), que se localiza en la membrana externa 

mitocondrial. Así, cruzan el espacio intermembrana e ingresan a la matriz mitocondrial 

mediante difusión facilitada por un transportador acil-carnitina/carnitina. Finalmente, se 

genera acil-CoA en la reacción catalizada por carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2). 

Este proceso constituye el paso limitante de la oxidación de FA, particularmente la 

reacción catalizada por CPT1 [31].  Dentro de la mitocondria, la oxidación de FA 

comprende una serie de reacciones cíclicas que comienza por la dehidrogenación de 

acil-CoA graso, seguido por hidratación que genera 3-hidroxy acil-CoA. A continuación, 

una nueva dehidrogenación produce 3-ceto acil-CoA que es clivado por una tiolasa 

produciendo el acortamiento de la cadena del FA y generando acetil-CoA.  En cada ciclo 

se corta el FA en dos carbonos y se genera acetil-CoA y poder reductor, FADH2 y NADH. 

El acetil-CoA obtenido es completamente oxidado en el ciclo de Krebs a CO2 y el poder 

reductor generado, produce ATP por fosforilación oxidativa. La oxidación de FA se lleva 

a cabo mayormente en tejidos con elevada demanda de energía (corazón y músculo 

esquelético) y en el hígado. El receptor nuclear PPARα se expresa principalmente en 

estos tejidos y controla la expresión de genes que codifican a las proteínas involucradas 

en la β-oxidación de FA [32]. Asimismo, PPARβ/δ puede regular la expresión de 
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enzimas pertenecientes a la vía en músculo [33] y el coactivador de PPARɣ 1α (PGC1α) 

controla la oxidación de FA  a través del receptor relacionado a estrógenos α (ERRα) 

[34].  

Por último, las vías de síntesis y degradación de FA se encuentran coordinadas por los 

niveles de malonil-CoA [35]. El intermediario de la síntesis de novo de FA es inhibidor 

alostérico de la enzima limitante de la β-oxidación, CPT1, evitando la activación de 

ambas vías simultáneamente [36].  

 

Regulación de la expresión por FA 

 

Los FA regulan la expresión de múltiples genes a través de cambios en la actividad o 

cantidad de al menos cuatro familias de factores de transcripción: PPAR, LXR, HNF 4α 

(Factor Nuclear Hepático 4α) y SREBP. Excepto SREBP, todos los factores de 

transcripción corresponden a receptores nucleares (NR). Los NR se unen directamente 

a un elemento de respuesta en el ADN y regulan la expresión de genes por inducción 

dependiente de ligando, represión ligando-independiente o transrepresión ligando-

dependiente  [37].   

Los PPARs juegan un rol central en la regulación de la expresión génica mediada por 

FA, son NR activados por  una variedad de ligandos sintéticos y naturales [38]. Existen 

tres subtipos PPARα, PPARβ/δ y PPARɣ que se diferencian en la distribución tisular, 

función y especificidad por ligandos.  PPARα se expresa principalmente en tejidos 

oxidativos como adiposo, músculo cardíaco y esquelético e hígado, PPARβ/δ se 

encuentra en numerosos tipos celulares y PPARɣ presenta una elevada expresión en 

tejido adiposo y macrófagos. Los PPARs forman heterodímeros con el receptor nuclear 

de retinoides (RXR) y unen FA, en especial los FA poliinsaturados de cadena larga 

(PUFAs), derivados eicosanoides y otros compuestos lipofílicos. La unión del ligando al 

receptor promueve la asociación física con el ADN en una secuencia específica 

denominada elemento de respuesta a PPARs (PPRE), presente en la región reguladora 

de los genes blanco. Al mismo tiempo, genera un cambio conformacional que promueve 

la asociación de co-activadores y la pérdida de proteínas co-represoras impulsando la 

trascripción génica. Dependiendo del tipo, ligando y contexto celular, los PPARs regulan 

la transcripción de numerosos genes vinculados a metabolismo de lípidos, glúcidos, 

inflamación, proliferación y diferenciación, entre otras vías [39]. 
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Los receptores X hepáticos forman parte de la familia de NR y activan la transcripción 

de determinados genes a través de la unión al ligando. Existen dos isoformas, LXRα y 

LXRβ, ambas heterodimerizan con RXR y se unen al elemento de respuesta a LXR 

(LXRE) que se encuentra en la región regulatoria de los genes blanco. Se ha 

determinado que los ligandos naturales de los LXR son  derivados de colesterol que se 

producen en la vía de síntesis de colesterol o de hormonas esteroideas [40]. Sin 

embargo, los FA insaturados suprimen la expresión de SREBP1c a través de la 

inhibición de LXR [41]. Estos receptores han sido caracterizados como reguladores del 

metabolismo de lípidos y carbohidratos y, además, funcionan como sensores de 

esteroles protegiendo a las células de una sobrecarga de colesterol. 

HNF4α es un NR necesario para el desarrollo del hígado e intestino que se expresa 

también en riñón y en células pancreáticas. Se ha reportado que los FA de cadena larga 

modulan la actividad transcripcional de HNF4α por unión de sus derivados tioester acil-

CoA [42]. Este receptor es indispensable para la expresión constitutiva de genes clave 

en el transporte y metabolismo de lípidos [43], y para la regulación del transporte de 

glucosa y la glucólisis [44]. 

SREBP constituye una familia de factores de transcripción que regulan la homeostasis 

lipídica, controlando la expresión de enzimas que participan de la síntesis de FA, 

colesterol, TG y fosfolípidos. Existen tres isoformas SREBP1a, SREBP1c y SREBP2 

que presentan diferentes funciones y son sintetizados como precursores inactivos que 

permanecen en la membrana del retículo endoplásmico. El proceso de activación de 

SREBP implica una serie de dos clivajes que liberan el dominio N terminal de la proteína 

(SREBP maduro), el cual transloca al núcleo y regula la expresión de los genes blanco. 

Los PUFAs inhiben la expresión de genes hepáticos involucrados en las síntesis de FA. 

Como se mencionó anteriormente, se ha demostrado que los PUFAs reducen los niveles 

de RNA mensajero de SREBP1c, al menos en parte, mediante la inhibición de LXR, un 

conocido inductor de la expresión de SREBP1c [41]. Asimismo, los PUFAs alteran el 

proceso proteolítico requerido para la activación de SREBP manteniéndolo unido a la 

membrana del retículo endoplásmico y disminuyendo en consecuencia su rol como 

factor de transcripción en el núcleo. Así, reducen la expresión de los genes blanco de 

SREBP1c que incluyen ACC, FASN regulando la síntesis de novo de FA. La maduración 

de SREBP1 también está modulada por los niveles de PC [45], resaltando su regulación 

coordinada por múltiples productos. 
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Figura 1: Esquema del metabolismo de FA. 

 

FABPs 

Proteínas que Unen Ácidos Grasos (FABPs)  

 

Las FABPs (del inglés Fatty Acid Binding Proteins) son una familia de pequeñas 

proteínas intracelulares citoplasmáticas de 14-15 kDa que unen de forma reversible 

ligandos hidrofóbicos, entre los que se encuentran los FA de cadena larga saturados e 

insaturados y otros ligandos como eicosanoides, grupo hemo y fosfolípidos [46, 47]. 

Existen al menos diez isoformas en humanos codificadas por genes cuya estructura está 

constituida de 4 exones y tres intrones. Las FABPs presentan una moderada homología 

de secuencia que varía entre un 20 y un 70% lo cual permite dividirlas en tres grupos 1) 

FABP1 y FABP6, 2) FABP3, FABP4, FABP5, FABP7, FABP8 y FABP9, 3) FABP2. Estos 

grupos se determinan por las diferencias en la afinidad y especificidad de ligandos [48, 

49]. Sin embargo, análisis extensos han demostrado que las distintas isoformas poseen 

una estructura terciaria conservada. Dicha estructura se compone de un barril beta 

constituido por 10 cadenas β antiparalelas que se organizan en dos hojas β 

perpendiculares, con 5 cadenas cada una, y definen la cavidad de unión a ligando. Entre 
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la primera y la segunda cadena β se encuentran dos α hélices formando un portal (Figura 

2) [49, 50].  

 

 

Figura 2: Estructura de la proteína de unión a ácidos grasos epidermal (FABP5) con ácido linoleico como 

ligando. PDB 4LKT. 

 

Las FABPs han sido nombradas según el órgano donde se identificaron o en el que se 

expresan en forma predominante, pero sus perfiles de expresión no son exclusivos de 

un órgano específico. Por este motivo se designaron números para referir a cada 

isoforma (Tabla 1) [51]. Trabajos previos de nuestro laboratorio han contribuido en el 

estudio y caracterización biofísica de las FABPs [52-56]. Sin embargo, sus funciones 

aún están en discusión [47]. Se ha propuesto que podrían unir FA y facilitar el transporte 

a diferentes compartimentos celulares específicos dirigiéndolos así hacia su oxidación, 

utilización en síntesis de lípidos complejos o regulación de factores transcripcionales 

[46]. La existencia de diez FABPs y la presencia simultánea de más de una isoforma en 

un tejido sugiere que las mismas podrían tener funciones no redundantes. Más 

específicamente, los posibles roles de las FABPs asociados al metabolismo de los FA 

varían entre isoformas. En enterocitos, por ejemplo, un trabajo de nuestro laboratorio 

muestra que el knockdown de FABP1 produce una reducción de la captación de FA 

exógenos y de la secreción de lípidos al medio. Además, se observó una disminución 

de la incorporación de FA en fosfolípidos y de la proliferación celular [57]. En el mismo 

sentido, se ha observado en fibroblastos que el aumento de FABP1 favorece la 

internalización de FA y su incorporación en fosfolípidos [58]. En cambio, la sobre 

expresión de FABP2 en células del epitelio intestinal favorece la oxidación de FA 
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mediante la modificación de la expresión y la actividad de las enzimas que participan de 

la vía, al mismo tiempo que reduce los niveles de enzimas que participan de la síntesis 

de FA [59]. Estudios en ratones knockout para FABP3 muestran una reducción de la 

captación de FA de cadena larga en cardiomiocitos y musculo esquelético, con un 

incremento del consumo de glucosa. Sugiriendo que la ausencia de FABP3 resulta en 

un cambio del sustrato utilizado para la obtención de energía [60].  

Distintas isoformas de FABPs afectan el metabolismo celular mediante la regulación de 

la expresión génica de proteínas clave. Se ha descripto la interacción física de algunas 

FABPs con NR. Estos receptores se ubican generalmente en el núcleo, por lo que los 

ligandos deben ser transportados hacia ellos. Entre los ligandos de los NR se 

encuentran los FA de cadena larga y el ácido retinoico, lípidos que son unidos por 

FABPs. FABP1 activa su propia expresión y la de otros genes, mediante la interacción 

con HNF4α en hígado [61]. En hepatocitos también se estableció la interacción directa 

entre FABP1 y PPARα favoreciendo la transcripción de genes involucrados en la 

oxidación de FA de cadena larga y en la gluconeogénesis, como así también, la 

transcripción del gen que codifica para FABP1 [62]. FABP4 y FABP5 translocan al 

núcleo en respuesta a la unión de determinados ligandos e interaccionan 

específicamente con PPARɣ y PPARβ/δ respectivamente. Así, ceden el ligando a los 

receptores y regulan la expresión de numerosos genes [63]. Recientemente, un estudio 

reveló la interacción directa entre FABP5 y PPARɣ por co-inmunoprecipitación en la 

línea celular PC3 proveniente de la metástasis de un adenocarcinoma prostático [64]. 

Por lo tanto, la relación entre FABPs y NR es compleja y podría depender en gran 

medida del contexto celular/ambiental. 
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Tabla 1: Denominación y localización de FABPs en mamíferos [47, 65]. 

 

 

Proteína que une Ácidos Grasos 5 (FABP5) 
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FABP5, también denominada FABP de queratinocitos, cutánea o epidermal, se 

describió por primera vez en queratinocitos de pacientes con psoriasis y se expresa en 

una variedad de tejidos/tipos celulares como macrófagos, adipocitos, células 

dendríticas, glándula mamaria, células epidérmicas, cerebro, riñón, hígado, pulmón y 

testículos [66, 67]. El gen que codifica para FABP5 murina mantiene la estructura 

canónica de la familia de las FABPs y posee 560 sitios de unión en la región “río arriba” 

del promotor, con un 80% de identidad para 40 factores de transcripción. Aquellos 

factores de transcripción que están bien caracterizados como MyoD, C/EBP, HNF1, AP1 

explicarían el amplio perfil de expresión de FABP5 [68]. La estructura terciaria de esta 

FABP es análoga a la del resto de los miembros de la familia y es capaz de unir FA de 

cadena larga, retinoides, endocanabinoides y proliferadores peroxisomales [69, 70]. En 

humanos, FABP5 existe en forma predominante como un equilibrio dinámico entre 

monómero y dímero, con una pequeña cantidad formando oligómeros, posiblemente 

tetrámeros [70]. Además, se ha descripto que la unión de FABP5 con FA activadores 

(principalmente FA insaturados) produce un cambio conformacional que deriva en la 

generación de una señal de localización nuclear, donde estimula la activación de NR 

[71]. 

Debido a su afinidad por diferentes ligandos y su expresión ubicua, es complejo definir 

una función específica en el metabolismo lipídico para FABP5. Ratones knockout fueron 

generados con el objetivo de examinar el fenotipo metabólico asociado al rol biológico 

de la proteína. Estos ratones fueron viables y no revelaron alteraciones macroscópicas, 

sin embargo, se observó un incremento de los niveles de la isoforma 3 de las FABPs en 

hígado que podría enmascarar el efecto de la ausencia de FABP5 [72, 73]. Otro estudio, 

en el que no hubo compensación tras la eliminación de FABP5, reveló alteraciones en 

los TG y colesterol plasmático. Además, tras ser expuestos a una dieta alta en grasas, 

el peso corporal se redujo y hubo un aumento de la sensibilidad a la insulina respecto 

de los ratones control. Los resultados sugieren un rol de FABP5 en el metabolismo de 

la glucosa [74]. Inesperadamente, ratones que sobre expresan FABP5 en adipocitos 

presentaron una disminución de los niveles de FABP4 acompañado de un incremento 

en la lipólisis [75]. Sin embargo, los resultados fueron relacionados directamente con el 

contenido total de FABPs en adipocitos y no con la función específica de una isoforma, 

considerando que los ratones knockout para FABP4 presentan un incremento de los 

niveles FABP5 y una reducción de la lipólisis [76].  

La compensación con otras isoformas en estos modelos incentivó la generación de 

ratones doble knockout para obtener información sobre el rol fisiológico de las FABPs. 

El estudio de ratones FABP5-/-/FABP3-/- muestra, en células alveolares, una reducción 
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de la captación e incorporación de ácido palmítico en lípidos complejos y en la oxidación 

del FA, que puede revertirse con el agregado de un agonista de PPARɣ. Los autores del 

trabajo proponen que FABP5 sería importante para la incorporación de FA en lípidos 

complejos y FABP3 en la β-oxidación [77]. En el caso de los ratones FABP4-/-/FABP5-/-, 

no se evidenciaron alteraciones importantes en el crecimiento o la fertilidad, pero al 

someterlos a una dieta alta en grasas, se observa una reducción en la ganancia de peso 

y en la adiposidad respecto de los ratones control como consecuencia de un incremento 

del gasto energético. En el músculo de estos ratones knockout la deficiencia de FABPs 

favorece la oxidación de FA, reduce el contenido de TG y aumenta la sensibilidad a la 

insulina. En el hígado, se observa una reducción de SREBP1c que produce la 

disminución de las enzimas que participan de la síntesis de novo de FA y la acumulación 

de los mismos. La distribución, el metabolismo de FA y los niveles de citoquinas 

derivadas del tejido adiposo se encuentran alterados en este modelo. En consecuencia, 

la ausencia de FABP4 y FABP5 simultáneamente protege de obesidad producida por la 

dieta, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2 y de enfermedad por hígado graso [78]. 

Ambas isoformas de FABP también se expresan en células endoteliales de capilares y 

su eliminación reduce el transporte trans endotelial de FA y la captación de los mismos 

por el corazón y el músculo esquelético durante el ayuno. Así, en ratones FABP4-/-

/FABP5-/- se observa un incremento de FA no esterificados y una reducción de los 

niveles de glucosa en suero [79].  

Trabajos realizados en líneas celulares revelan la importancia de FABP5 en numerosos 

y variados procesos biológicos. En queratinocitos se ha reportado que FABP5 es 

necesaria para la diferenciación celular. La ausencia de la proteína disminuye la 

captación de ácido linoleico y en consecuencia el contenido intracelular de sus derivados 

que son necesarios para la activación del factor nuclear κβ (NFκβ) [80]. Además, el 

factor de necrosis tumoral α (TNFα) induce diferenciación de queratinocitos mediante la 

activación de PPARβ/δ por FABP5 [63]. En el mismo sentido, se demostró que FABP5 

está regulada por el factor de crecimiento neuronal y su capacidad de transportar FA 

poliinsaturados de cadena larga es necesaria para el crecimiento correcto de neuritas 

durante la diferenciación de células neuronales [81, 82]. Dependiendo de la localización 

tisular, FABP5 se ha asociado con diversos procesos incluyendo angiogénesis [83], 

analgesia [84], cognición [85] y respuesta inmune [86]. 
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Metabolismo tumoral 

Células tumorales | Generalidades 

 

El desarrollo tumoral se ha explicado como un proceso de múltiples pasos sucesivos de 

mutación y selección clonal, originado en células normales [87]. Las modificaciones 

genéticas y epigenéticas hereditarias dan lugar a la generación de nuevos clones 

celulares y a la heterogeneidad intratumoral. Así, las células adquieren progresivamente 

ventajas adaptativas para la supervivencia y crecimiento. En el 2000, Douglas Hanahan 

y Robert Weinberg resumieron los cambios bioquímicos, moleculares y celulares 

necesarios para el desarrollo tumoral. Así, describieron seis capacidades adquiridas que 

comparten prácticamente todas las células transformadas: Autonomía en señales de 

crecimiento, Insensibilidad a las señales anti proliferativas, Resistencia a la muerte 

celular, Potencial replicativo ilimitado, Angiogénesis sostenida e Invasión de tejidos y 

metástasis [88]. Una década después los mismos autores, publicaron una actualización 

de los “sellos del cáncer” añadiendo a las mencionadas la Reprogramación del 

metabolismo energético y la Evasión del sistema inmune [89]. 

• Autonomía en señales de crecimiento: Las células normales requieren señales de 

crecimiento como factores solubles, componentes de la matriz extracelular y 

moléculas de adhesión/interacción célula-célula para proliferar. Las células 

tumorales, en cambio, son capaces de reducir la dependencia a estas señales 

proliferativas mediante tres mecanismos: sintetizar los factores de crecimiento, 

aumentar o modificar la expresión de los receptores que unen dichos factores y 

alterar las vías de señalización que reciben y transducen esas señales 

desencadenando una respuesta. 

• Insensibilidad a las señales anti proliferativas:  Múltiples señales anti proliferativas 

operan para mantener las células normales en un estado quiescente. Estas señales 

incluyen inhibidores del crecimiento solubles e inhibidores inmovilizados en la matriz 

extracelular o en células cercanas. Las células tumorales deben evadir esas señales 

para multiplicarse. En este sentido, la inactivación de numerosos genes supresores 

de tumores que actúan para inhibir el crecimiento y la proliferación, ha sido descripta 

en numerosos cánceres.  

• Resistencia a la muerte celular: La muerte celular programada es una barrera natural 

que evita el desarrollo del cáncer. En las células tumorales los estímulos que la 

inducen están asociados con los niveles elevados de señalización por oncogenes y 

por el daño en el ADN debido a la hiperproliferación. Los tumores que progresan a 
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un mayor grado de malignidad son aquellos que poseen niveles atenuados de 

muerte celular programada por apoptosis. 

• Potencial replicativo ilimitado: las células normales presentan un potencial replicativo 

finito, determinado por el acortamiento del segmento terminal de los cromosomas, 

telómeros, que se produce en cada duplicación celular. En cambio, las células 

tumorales adquieren un potencial replicativo ilimitado formando tumores 

macroscópicos. El mecanismo subyacente es la inducción de la enzima telomerasa 

que incorpora nucleótidos en los telómeros. Menos frecuentemente, algunas células 

tumorales utilizan un mecanismo de mantenimiento de telómeros basado en la 

recombinación.  

• Angiogénesis sostenida: Las células requieren una vía de acceso a nutrientes y 

oxígeno, y de eliminación de desechos y dióxido de carbono. Las neoplasias 

incipientes deben activar la expansión de nuevos vasos sanguíneos para progresar 

a tumores de mayor tamaño. La activación de la angiogénesis se debe a un 

desbalance en las señales pro y anti angiogénicas. 

• Invasión de tejidos y metástasis: Durante el desarrollo tumoral a estadíos avanzados 

de la enfermedad, se observa invasión local y metástasis distal que es la principal 

causa de muerte por cáncer. El mecanismo bioquímico implica la modificación de 

proteínas de adhesión a células cercanas, a la matriz extracelular y la activación de 

proteasas extracelulares. Este proceso comprende una serie de pasos iniciando con 

la invasión local, intravasación de células tumorales en los vasos sanguíneos y 

linfáticos cercanos, tránsito a través de sistema linfático y sanguíneo, extravasación 

de las células tumorales en zonas distantes, formación de pequeñas colonias y 

finalmente el crecimiento de tumores macroscópicos. 

• Reprogramación del metabolismo energético: La proliferación descontrolada de 

células tumorales conlleva alteraciones en el metabolismo energético, necesarias 

para mantener el crecimiento y la división celular. Estas modificaciones (descriptas 

debajo) se han observado por décadas en diferentes tipos de cáncer, y se 

encuentran asociadas a la activación de oncogenes y a mutaciones de genes 

supresores de tumores. 

• Evasión del sistema inmune: El sistema inmune está involucrado en la eliminación 

de tumores incipientes, micro metástasis y tumores de crecimiento lento. Estudios 

en humanos y modelos animales han demostrado que aquellos tumores que 

presentan infiltrados inmunes tienen un mejor pronóstico y que individuos 

inmunocomprometidos son más susceptibles al desarrollo del cáncer. Sin embargo, 

las células cancerosas evaden al sistema inmune por medio de la liberación de 
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factores inmunosupresores, o del reclutamiento de células inflamatorias altamente 

supresoras de la respuesta inmune. 

Asimismo, la inestabilidad y variabilidad genética, causadas en gran parte por defectos 

en los mecanismos de reparación y mantenimiento de ADN, son propiedades que 

impulsan la acumulación de modificaciones en el genoma de las células tumorales. La 

generación de nuevos clones con diferentes genotipos provee ventajas selectivas para 

las células transformadas [90].  

Por último, durante el desarrollo tumoral emerge un entorno dado por las interacciones 

con el microambiente, compuesto por células inflamatorias, matriz extracelular, vasos 

sanguíneos y diferentes tipos celulares asociados. Prácticamente todas las lesiones 

neoplásicas presentan infiltrados de células inmunes de distintos tamaños y 

composición que se consideran una propiedad promotora de la supervivencia y 

progresión del cáncer. El sistema inmune presenta un rol central en la eliminación de 

células transformadas, sin embargo, el tumor no solo lo evade, sino que se beneficia del 

mismo modificando sus funciones y creando un ambiente favorable para el desarrollo 

neoplásico [91]. Otras células presentes en el microambiente tumoral, como los 

fibroblastos asociados al tumor y los adipocitos peritumorales, favorecen el desarrollo y 

progresión del cáncer mediante diversos mecanismos, incluyendo la regulación del 

metabolismo (ver debajo). 

 

Metabolismo tumoral 

 

Como se mencionó previamente, las células tumorales presentan una reprogramación 

metabólica direccionada hacia la biosíntesis de macromoléculas necesarias para 

mantener la exacerbada proliferación celular. En las últimas décadas se ha demostrado 

que oncogenes y genes supresores de tumores modifican el metabolismo celular [92-

95]. Más aún, distintos intermediarios metabólicos regulan la expresión génica [96-99] y 

modulan la actividad de proteínas que promueven la proliferación celular y la 

supervivencia [100-103], resaltando la importancia del metabolismo como un partícipe 

necesario del desarrollo tumoral. El primer fenotipo metabólico descripto en células 

tumorales data de los años 20, cuando Otto Warburg observó un mayor consumo de 

glucosa y producción de ácido láctico en tumores, aún en presencia de oxígeno, que en 

las células normales [104]. Este descubrimiento, denominado “Efecto Warburg”, ha sido 

documentado en muchos tipos de tumores y es utilizado para la detección de la 

enfermedad mediante la visualización no invasiva de la captación de glucosa por 
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tomografía de emisión de positrones (PET), con un análogo de glucosa marcado como 

reportero [105]. La glucólisis aeróbica descripta por Warburg es ineficiente en términos 

de producción de ATP en comparación con el direccionamiento del piruvato al ciclo de 

Krebs acoplado a fosforilación oxidativa. La hipótesis más aceptada sobre la activación 

de la glucólisis aeróbica en células neoplásicas indica que el aumento del flujo glucolítico 

provee precursores para las vías biosintéticas que satisfacen las demandas anabólicas 

de las células proliferativas [106]. Entre las vías derivadas de la glucólisis se encuentran: 

la ruta de las pentosas fosfato, la biosíntesis de hexosaminas, la generación de glicerol 

3-fosfato para la biosíntesis de lípidos y de precursores para la biosíntesis de 

aminoácidos no esenciales. Además, la conversión de piruvato en lactato regenera el 

NAD+, manteniendo el balance NAD+/NADH necesario para sostener el flujo a través 

de la glucólisis [106] y la acidificación del medio extracelular, que favorece el desarrollo 

tumoral [107]. Otra alteración metabólica observada en cáncer es el incremento del 

metabolismo de la glutamina, la cual es convertida en glutamato y posteriormente α-

cetoglutarato manteniendo el ciclo de Krebs por anaplerosis. Esta flexibilidad metabólica 

beneficia a las células neoplásicas frente a alteraciones en la disponibilidad de 

nutrientes en un ambiente cambiante durante la evolución del tumor [108]. Además, al 

igual que en la glucólisis, los intermediarios del ciclo de Krebs son precursores para la 

síntesis de macromoléculas [109]. Así, la glutamina satisface el requerimiento de 

esqueletos carbonados, además del nitrógeno reducido para la biosíntesis de 

macromoléculas como nucleótidos, aminoácidos no esenciales y hexosaminas [110]. La 

mayor parte de la glutamina es metabolizada a malato, el cual se convierte en piruvato 

en una reacción que genera NAPDH y es catalizada por la enzima málica. El piruvato 

puede reingresar al ciclo de Krebs o ser excretado como lactato. Esta vía constituye una 

de los principales mecanismos de producción de NADPH, junto con la ruta de las 

pentosas fosfato, que brinda el poder reductor para mantener la síntesis de biomoléculas 

[111]. Asimismo, NADPH es requerido para mantener múltiples sistemas antioxidantes. 

La incrementada actividad metabólica, la señalización celular y la actividad oncogénica 

son algunas de las causas de la acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

en células tumorales. El exceso de ROS puede generar daño en componentes celulares 

como ADN, lípidos y proteínas.  

 

 

Metabolismo lipídico en células tumorales  
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El metabolismo lipídico es parte de la reprogramación metabólica de células tumorales 

y se encuentra ampliamente alterado río abajo de señales oncogénicas incluyendo 

receptores tirosina quinasas, PI3K-Akt y Myc entre otras [112, 113]. La regulación de la 

síntesis, incorporación, modificación y degradación de lípidos es esencial para el 

mantenimiento de homeostasis celular y modificaciones en estos procesos pueden 

afectar la supervivencia. Las alteraciones en el metabolismo lipídico de células 

tumorales se relacionan con numerosos procesos más allá del crecimiento y la 

supervivencia celular incluyendo migración, angiogénesis e inmunosupresión [114]. 

Adultos bien nutridos utilizan los FA dietarios para la síntesis de lípidos complejos, 

obtención de energía y regulación de la expresión génica. Las células tumorales, en 

cambio, presentan una activa síntesis endógena de FA para la producción de 

fosfolípidos de membrana necesarios para la duplicación celular. Si bien la contribución 

relativa de la síntesis de novo ha sido recientemente cuestionada [115], la síntesis 

exacerbada de FA se ha considerado una característica prácticamente universal de 

células tumorales y responde a diferentes mecanismos incluyendo la expresión 

incrementada de las enzimas que participan de la vía [113]. Un aumento en la expresión 

de FASN se ha observado en una amplia variedad de tumores y sus niveles de expresión 

correlacionan con la iniciación y la progresión de la enfermedad [116-120]. Trabajos 

previos de nuestro y otros laboratorios indican que la actividad y la expresión de otras 

enzimas como ACLY, ACC y SCD-1 son necesarias para el desarrollo del cáncer, 

incluyendo LUAD [121-127]. Más aún, se han observado elevados niveles de expresión 

del principal factor de transcripción que regula la síntesis de FA, SREBP1, en cáncer y 

han sido asociados con metástasis y con un mal pronóstico [128-130]. Señales 

oncogénicas como PI3K y KRAS pueden activar SREBP1 promoviendo la lipogénesis y 

el crecimiento de células neoplásicas [131-133]. La síntesis endógena de FA se 

encuentra activa en condiciones de hipoxia y deficiencia de nutrientes utilizando 

precursores alternativos a la glucosa, como son la glutamina y el acetato [134, 135]. La 

importancia de esta vía en la proliferación y su posible uso como blanco terapéutico en 

enfermedades neoplásicas ha sido ampliamente estudiada [112, 136, 137] y se 

evidencia con el avance de distintos ensayos clínicos en tumores sólidos 

(https://clinicaltrials.gov/ NCT03032484, NCT03179904 y NCT03808558, este último en 

pacientes con NSCLC). La activación de esta ruta metabólica es necesaria para la 

duplicación de células normales de mamíferos [138, 139] y levaduras [140, 141], lo que 

sugiere que es un requerimiento general para la proliferación. Más aún, el efecto de su 

inhibición no puede ser revertido por la incorporación de FA exógenos [137]. Sin 

embargo, las células tumorales también utilizan FA exógenos, cuyo “uptake” es inducido 

por mutaciones genéticas y por interacción con el microambiente. En condiciones de 

https://clinicaltrials.gov/
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hipoxia o reducida disponibilidad de nutrientes, las células incrementan la captación de 

lípidos y FA del espacio extracelular, principalmente insaturados, para mantener la 

proliferación y la supervivencia [142]. Se ha descripto que el transportador de FA, CD36, 

se expresa en células tumorales con niveles variables dependiendo del tipo celular y el 

estado del tumor y participa de la homeostasis lipídica, angiogénesis, respuesta inmune, 

adhesión y metástasis [143].   

En cuanto al destino de los FA endógenos y exógenos, algunos trabajos han reportado 

un aumento en la concentración de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina durante la 

progresión tumoral, sugiriendo que la síntesis de fosfolípidos se incrementa en 

comparación con tejido normal [144-146].  Asimismo, distintas enzimas involucradas en 

la síntesis y remodelado de fosfolípidos se encuentran aumentadas en cáncer. El exceso 

de FA sintetizados o incorporados del exterior puede ser convertido en TG y almacenado 

en gotas lipídicas. La acumulación de lípidos provee energía y componentes lipídicos 

para resistir condiciones de estrés y evita la lipotoxicidad por acumulación de FA en el 

citosol de las células tumorales [147]. Sin embargo, se ha reportado que un incremento 

de la síntesis de TG, reduce los niveles de fosfolípidos e inhibe la proliferación e invasión 

celular [148]. Otro destino de los FA en las células es su degradación para la obtención 

de energía principalmente en condiciones de estrés metabólico. Algunos tumores 

podrían beneficiarse más de la activación de la oxidación de FA que de la glucólisis 

[149], constituyendo un mecanismo de adaptación del metabolismo para sostener la 

proliferación, supervivencia, resistencia a drogas y metástasis [150, 151].  

Así, el metabolismo lipídico es un área de activa investigación en oncología, con un 

creciente interés en el desarrollo de pequeñas moléculas para inhibir enzimas y 

transportadores lipídicos.  

 

FABP5 en cáncer 

 

Los niveles de FABP5 se han encontrado aumentados en múltiples tumores humanos 

incluyendo carcinoma hepatocelular [152], carcinoma renal de células claras [153], 

cáncer de cuello de útero [154], próstata [155] y mama [156]. Notablemente, FABP5 

correlaciona positivamente con el grado del tumor y con un peor pronóstico de la 

enfermedad [153, 156-159]. Se ha descripto que oncogenes como c-Myc [160] y 

Her2neu [161] regulan transcripcionalmente la expresión de FABP5. Recientemente se 

demostró que el gen que codifica para FABP5 posee una isla CpG en la región 
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promotora, donde se detectó una hipo metilación durante la carcinogénesis que favorece 

la expresión de FABP5 mediada por los factores de transcripción Sp1 y c-Myc [162]. 

FABP5 ha sido identificada como uno de los principales genes cuya expresión cambia 

sustancialmente en líneas celulares benignas y malignas provenientes de cáncer de 

próstata y mama [163]. Es esencial para la proliferación, invasión y migración tanto in 

vivo como in vitro de líneas celulares tumorales [152, 154, 159, 164, 165]. Su efecto 

promotor tumoral se asoció a su capacidad de translocar al núcleo e inducir la expresión 

de VEGF mediante la activación de PPARs en cáncer de próstata [155, 166, 167]. 

Trabajos realizados en cáncer de mama indican que FABP5 promueve la proliferación 

y el desarrollo tumoral a través de la activación de PPARβ/δ mediada por ácido retinoico 

(RA). En estos modelos FABP5 compite con CRABP2 (proteína celular de unión ácido 

retinoico) por RA, reduce su unión a CRABP2 y la consecuente activación de RAR que 

regula la expresión de genes promotores del arresto celular y la apoptosis.  La unión de 

FABP5 y RA provoca su traslocación a núcleo y activación de PPARβ/δ  favoreciendo 

la proliferación celular [168, 169]. Además, FABP5 media la señalización por EGFR 

(receptor del factor de crecimiento epidérmico) induciendo la expresión de genes target 

de PPARβ/δ  [161, 170] y evita la degradación proteosomal del receptor, favoreciendo 

así la capacidad metastásica de células neoplásicas [157]. Otros reportes indican que 

FABP5 interactúa con PPARɣ transportando FA al núcleo para su activación y la 

expresión de genes blanco que favorecen la expansión tumoral [171-173]. En cáncer 

colorectal, FABP5 favorece el crecimiento y el potencial metastásico de células 

tumorales por un mecanismo independiente de PPARβ/δ [165]. Recientemente, FABP5 

ha sido asociada con la regulación de la expresión génica en cáncer mediante diferentes 

mecanismos. FABP5 es capaz de promover la proliferación de células de 

hepatocarcinoma celular mediante la activación post-transcripcional de HIF-1α que 

regula la expresión de genes impulsando el almacenamiento de FA y reduciendo la β-

oxidación [174]. Además, se reportó la interacción de FABP5 con el receptor ERRα y su 

coactivador PGC-1β en cáncer de próstata, impulsando la expresión de los genes blanco 

[175].  

La función de FABP5 en el desarrollo y progresión del cáncer se encuentra 

principalmente asociada a la activación de diferentes receptores nucleares y la 

consecuente regulación de la expresión génica.  Sin embargo, la participación de FABP5 

en el direccionamiento de FA hacia las distintas vías metabólicas y su importancia en el 

fenotipo celular neoplásico ha sido poco estudiada. Asimismo, se desconoce la 

relevancia de esta proteína en LUAD. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS: 

Las proteínas que unen ácidos grasos (FABPs) son pequeñas proteínas intracelulares 

que se expresan en casi todos los tejidos de mamíferos. Aunque sus estructuras y 

distribución tisular han sido ampliamente estudiadas, sus funciones aún están en 

discusión. FABP5, ha sido asociada positivamente con el desarrollo y la progresión de 

ciertos cánceres, aunque su función en el metabolismo de los mismos es en general 

desconocida. Dada la importancia de la síntesis de membranas para la proliferación 

celular y su posible uso como blanco terapéutico en numerosos cánceres, estudiaremos 

el rol de FABP5 en el metabolismo de FA de células de LUAD. El objetivo final de este 

trabajo es por tanto contribuir al conocimiento de la regulación e importancia del 

metabolismo lipídico en cáncer, así como aportar a la elucidación de las funciones de 

las FABPs. 

 

Hipótesis general del trabajo 
 

El aumento de FABP5 observado en ciertos cánceres es parte de la reprogramación 

metabólica de las células tumorales, direccionando los FA sintetizados de novo hacia la 

producción de membranas. Asimismo, estos FA alteran la expresión génica mediante la 

transactivación de receptores nucleares por FABP5. Ambas funciones de FABP5 

contribuyen a mantener el fenotipo celular transformado. (Figura 3). 
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La hipótesis estadística evaluada en cada ensayo se presenta en la sección Resultados. 

 

Objetivos específicos: 

1. Generar modelos celulares con niveles alterados de FABP5. 

 Los estudios iniciales se realizarán en células A549, provenientes de un LUAD humano. 

Se generarán líneas celulares que sobre expresen FABP5 por transfección estable de 

un plásmido con el cADN de FABP5. Se optimizarán asimismo las condiciones de 

transfección con siRNAs para generar un modelo de knockdown transitorio. Se evaluará 

la expresión de las otras FABPs en estos modelos y, en caso que hubiese 

compensación, se realizará un knockdown por separado y en conjunto de las distintas 

isoformas mediante transfección con siRNAs específicos. 

 

Figura 3: Hipótesis de trabajo.  
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2.  Estudiar la función de FABP5 en el destino de los FA en células 

neoplásicas. 

A. Lipogénesis: En las células tumorales se observa una reprogramación de su 

metabolismo hacia la síntesis de las macromoléculas (incluyendo fosfolípidos, 

PL), necesarias para la duplicación celular. Se ha propuesto que las FABPs 

podrían amortiguar el contenido de FA libres, así como direccionarlos hacia 

distintas rutas metabólicas. Mediante el empleo de células con niveles alterados 

de FABP5, se estudiará el rol de esta FABP en la captación y canalización de FA 

(tanto endógenos como exógenos) hacia la síntesis de distintas clases lipídicas. 

 

B. Oxidación de combustibles metabólicos: Gran parte de la energía (y 

esqueletos carbonados) necesaria para la síntesis de macromoléculas en las 

células tumorales proviene de la glucólisis. El aumento en glucólisis, aún en 

presencia de abundante oxígeno, es común a una gran variedad de cánceres. 

Evaluaremos si FABP5 está involucrada en la canalización de FA hacia su 

oxidación y, en tal caso, si tiene un efecto sobre la producción de energía celular 

a partir de la oxidación incompleta (glucólisis) o completa (hasta CO2) de la 

glucosa, utilizando células que sobre- o sub expresen esta proteína. 

 

C. Regulación de la expresión génica: Además de servir como sustratos para la 

síntesis de lípidos complejos y como fuente de energía celular, los FA (así como 

otros compuestos lipofílicos) regulan la transcripción génica mediante su unión y 

activación de receptores nucleares, como PPARs. Una función bastante más 

comprobada de las FABPs, es su capacidad para transactivar PPARs. Se ha 

reportado, por ejemplo, que FABP5 juega un rol esencial en la activación de 

PPARβ/δ por ácido retinoico en el cáncer de mama. Se desconoce, sin embargo, 

si los FA producen efectos similares. Así, analizaremos el transcriptoma de 

células A549 con niveles alterados de FABP5. 

 

3. Analizar el papel de FABP5 en el fenotipo celular neoplásico.  

Se ha reportado que FABP5 es esencial para el crecimiento y metástasis de distintos 

cánceres, especialmente cáncer de mama. El efecto promotor tumoral se ha asociado 

a su capacidad de transactivar PPARβ/δ. Este receptor nuclear regula la transcripción 

de diversos genes, incluyendo genes supresores tumorales, factores de crecimiento y 

enzimas del metabolismo lipídico. Se evaluará el impacto de la alteración en los niveles 



Tesis Doctoral                                                                                                        Karina A Garcia 

 
34 

de FABP5 en el fenotipo celular transformado de líneas derivadas de LUAD. Se 

determinará la tasa de proliferación celular, progresión del ciclo celular, migración, 

adhesión in vitro y crecimiento tumoral in vivo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS: 

Materiales 

Los reactivos necesarios para el cultivo celular como DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium), vitaminas, penicilina/estreptomicina, geneticina y tripsina fueron adquiridos de 

Gibco, Thermo Fisher Scientific y el suero fetal bovino (FBS) de Natocor. Los elementos 

plásticos estériles utilizados para cultivo celular se adquirieron en Greiner Bio One 

(GBO) y los transwells de 0,4 μm de poro de Millipore. 

El plásmido de clonado que contiene el cADN de FABP5 humana, pDNR-LIB-hFABP5, 

se adquirió en Dharmacon. Los primers para el subclonado de la secuencia codificante 

de FABP5 mediante PCR se sintetizaron en la empresa Eurofins. La purificación de 

plásmidos se realizó con el kit de miniprep de DSBIO o con el kit PuroPlásmido de 

Productos BioLógicos (PBL). El estándar utilizado para geles de agarosa fue 1 kb Ladder 

de DSBIO o High Mass Ladder de Thermo Fisher Scientific. Para extraer ADN 

directamente de geles de Agarosa se utilizaron columnas de purificación de Merck. Las 

enzimas de restricción, EcoRI y HindIII, se compraron en Promega. 

De la empresa Thermo Fisher Scientific se adquirieron los siguientes reactivos: Syber 

Safe, Platinum Pfx ADN Polimerasa, el vector pcDNA3.1+, Lipofectamina RNA iMAX, 

Lipofectamina LTX Reagent Plus, Lipofectamina 2000, T4 ADN Ligasa y Super Signal 

West Pico. 

Las secuencias cortas de RNA de interferencia (siRNA) ONTARGET Plus se adquirieron 

en Dharmacon. La secuencia 10 (siRNA 10) cuya secuencia blanco es 

GGAGUUAAUUAAGAGAAUG (J-008710-10) está direccionada a la región 3’ UTR de 

la FABP5 humana (2171) y la secuencia 8 (siRNA 8) GUACUCGGAUCUAUGAAAA está 

direccionada al ORF de FABP5 humana (J-008710-08). Como control de transfección 

se adquirió ON TARGET Plus Non targeting Pool (D-001810-10) compuesto por las 

secuencias: UGGUUUACAUGUCGACUAA, UGGUUUACAUGUUGUGUGA, 

UGGUUUACAUGUUUUCUGA, UGGUUUACAUGUUUUCCUA que no presentan 

genes blanco en el genoma humano. 

Amersham Bioscience proveyó la sal sódica de [14C] acetato 59 mCi/mmol y New 

England Chemicals, el ácido [1-14C] palmítico 57 mCi/mmol. Los solventes utilizados 

(grado HPLC) se obtuvieron de Merck, Carlo Erba o Tedia y las placas prefabricadas 

para cromatografía en capa fina y la sílica gel se obtuvieron de Merck. Los estándares 

lipídicos puros fueron 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol y L-α-fosfatidil-colina (de huevo) de 
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Avanti Polar Lipids; trioleina de Doosan Serdary Research y el estándar para GLC (GLC 

Reference Standard) se adquirió en Nu-Chek Prep, Inc. 

Se adquirió la membrana de PVDF Amersham Hybond P 0,45 en GE Healthcare Life 

Science y el estándar de peso molecular coloreado Precision Plus Protein Dual Color 

Standard de BioRad. El anticuerpo para la detección de FABP5, anti-FABP5 y el 

anticuerpo secundario anti-IgG de cabra se obtuvieron de R y D Systems. Los 

anticuerpos anti-β Actina, anti-vinculina, como también anti-IgG de ratón y anti-IgG de 

conejo conjugados con peroxidasa de rábano de Sigma. Los anticuerpos anti-PARP, 

anti-ciclina D1, anti-ciclina B1, anti-HK1 y anti-ACLY se adquirieron de Cell Signaling 

Technology. Santa Cruz Biotechnology proporcionó anticuerpos para la detección de 

FABP1, FABP2, FABP3, FABP7, FASN, SCD-1, LDH e ILK. El anticuerpo anti-FABP4 

fue cedido gentilmente por la Dr. Judith Storch (Rutgers University, NJ, USA). 

La 5-Bromo-2-deoxyuridina (BrdU) se obtuvo de UpState y el anticuerpo anti-BrdU 

conjugado con FITC de BD Biosciences. El Ioduro de Propidio y la RNAsa se adquirieron 

en Sigma, al igual que el C75 y la albúmina sérica bovina (BSA) libre de FA. 

El kit para la cuantificación de Lactato corresponde a Wierner Lab y el estándar utilizado, 

lactato de calcio, fue adquirido en PANREAC Qca SA. El colorante Violeta Cristal fue 

comprado a Biopack, el inhibidor  HTS01037 a Cayman Chemical y el inhibidor SBFI26 

de Bioreagent. 

Los ratones nude se adquirieron en el Bioterio del Centro Atómico de Ezeiza y se 

alimentaron con comida estándar para ratones irradiada (GEPSA). 

 

Análisis Bioinformático 

La Bioinformática es una disciplina que integra la ciencia computacional, matemáticas y 

métodos estadísticos para administrar y analizar la información biológica. Un servicio de 

la bioinformática es la creación y la actualización de bases de datos con información 

biológica donde los investigadores pueden acceder a información existente y subir 

nuevos datos. En el presente trabajo se utilizó The Cancer Genome Atlas Database 

(TCGA, The PAN Cancer Project, National Cancer Institute, USA) para estudiar la 

expresión de FABP5 en aproximadamente 6000 tumores de 27 tipos de cáncer. La 

información obtenida de TCGA LUAD incluye 526 tumores y 59 tejidos adyacentes 

normales (NAT). Las muestras de NAT fueron removidas y la expresión génica HTSeq 

fpkm (fragmentos por kilobase de transcripto por millón de fragmentos mapeados) 

normalizados a log2(fpkm-uq+1). La mediana de los niveles de expresión de FABP5 
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(ENSG00000164687.9) fue utilizada para dividir los tumores con alta y baja expresión 

de FABP5. Se graficó la información correspondiente a la supervivencia global y 

específica de la enfermedad. Los packages “survival” y “survminer” fueron utilizados 

para los análisis y la generación de gráficos en R. De forma complementaria se 

realizaron curvas de Kaplan-Meier utilizando The Human Protein Atlas con datos de 

RNA Seq obtenidos de tumores de pacientes con cáncer de pulmón de TCGA. 

Adicionalmente, se analizó el perfil de expresión de FABP5 y el enriquecimiento 

funcional asociado a esta proteína en líneas celulares tumorales con la base de datos 

pública The Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE, Broad Institute, MA, USA). Estos 

estudios se realizaron en colaboración con el Dr. Ezequiel Lacunza (CINIBA, UNLP, 

Argentina). 

 

Cultivo celular 

La línea celular de LUAD, A549 fue cedida gentilmente por el Dr. Boris Rodenak 

(INIBIOLP, UNLP/CONICET, Argentina) y la línea CaLu-6 proveniente del mismo tipo 

de cáncer fue donada por la Dr. Silvia De La Barrera (Instituto de Medicina Experimental, 

IMEX ANM - CONICET). La línea de monocitos, THP-1, y las líneas de cáncer de mama, 

MCF-7 y MDA-MB-231, fueron obsequios de la Lic. Gabriela Finarelli y el Dr. Mauro 

Montanaro (ambos del INIBIOLP, UNLP/CONICET, Argentina), respectivamente.  Las 

líneas celulares Wi-38 (fibroblastos normales) y HeLa (adenocarcinoma de cuello 

uterino) se obtuvieron de American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA).  

Todas las líneas celulares se cultivaron en medio DMEM, con 10% de FBS previamente 

inactivado durante 1 hs a 56°C, NaHCO3 26 mM, 100 UI/ml Penicilina, 100 μg/ml 

Estreptomicina, 1% solución de vitaminas para MEM. Las condiciones de cultivo fueron 

37°C de temperatura, en una atmósfera de 5% CO2 y 100% de humedad. 

Rutinariamente las células se subcultivaron utilizando tripsina-EDTA (0,25%). El 

mantenimiento celular fue realizado en condiciones de elevada concentración de 

glucosa (25 mM). Para los experimentos, en cambio, las células fueron crecidas por una 

semana en medio con baja concentración de glucosa (5,5 mM), concentración fisiológica 

de la misma.  

Regularmente se determinó el número de células mediante el recuento en cámara de 

Neubauer. La viabilidad celular se estimó utilizando el colorante azul de Tripán que se 

basa en la integridad de las membranas en células vivas que permite la exclusión del 

colorante [176]. 
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Electroforesis en gel de agarosa 

La electroforesis se basa en la migración de partículas cargadas al ser sometidas a un 

campo eléctrico. La electroforesis en gel de agarosa permite la separación y purificación 

de fragmentos de ácidos nucleicos (ADN o ARN) que, por su carga negativa, se 

desplazan del cátodo al ánodo a través del polímero de agarosa. Dado que la relación 

carga/masa se mantiene constante en las moléculas de ADN o ARN, la separación 

ocurre según su tamaño o forma. En el presente trabajo se agregó buffer de carga (30% 

v/v Glicerol, 0,2% p/v azul de bromofenol) a las muestras de ADN y se sembraron en 

geles de agarosa (1-1,2%) en buffer TBE 0,5X (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM). Los 

geles se tiñeron previamente con Syber Safe, un intercalante del ADN que permite 

revelar las bandas presentes en el gel utilizando una lámpara UV al finalizar la 

electroforesis. La utilización de marcadores de peso molecular permitió la determinación 

del tamaño de cada fragmento obtenido. 

 

Obtención de bacterias competentes 

Para la amplificación de ADN plasmídico es necesario la incorporación del mismo en 

bacterias. El siguiente protocolo se realizó en bacterias Escherichia coli XL1 Blue para 

inducir un estado de competencia que permite la captación de ADN y la transformación 

subsiguiente. Una colonia bacteriana aislada se creció en 2,5 ml de medio de cultivo 

Luria Bertani (LB) y se incubó toda la noche a 37°C con agitación 225 rpm. 

Posteriormente, el cultivo se inoculó en 250 ml de LB con 20 mM MgSO4 y se mantuvo 

a 37°C con agitación hasta obtener una DO600nm (densidad óptica) de 0,5. Se centrifugó 

el cultivo, 4500 rpm por 5 minutos a una temperatura de 4°C, y se descartó el 

sobrenadante. El pellet se resuspendió en 100 ml de buffer TBFI frío (acetato de potasio 

30 mM, CaCl2 10 mM, MnCl2 50 mM, RbCl 100 mM, 15% glicerol, pH 5,8 con ácido 

acético 1 M y esterilizado por filtración) y se incubó la suspensión 5 minutos en hielo. 

Nuevamente se centrifugó a 4500 rpm por 5 minutos a 4°C y se descartó el 

sobrenadante. El pellet se resuspendió en 10 ml de buffer TBFII (MOPS 10 mM, CaCl2 

75 mM, RbCl 10 mM, 15% glicerol, pH 6,5 con KOH 1 M) y se incubó por 15 minutos en 

hielo. Las alícuotas de la suspensión de bacterias competentes se almacenaron a -80°C. 

 

Generación del vector de expresión pcDNA-hFABP5 

La construcción de un vector de expresión de FABP5 humana fue realizada utilizando 

el plásmido pcDNA3.1+ que permite la expresión de proteínas de forma estable en 



Tesis Doctoral                                                                                                        Karina A Garcia 

 
39 

células de mamíferos. Este plásmido tiene un tamaño de 5,4 kb, contiene un origen pUC 

que permite la replicación y el crecimiento en Escherichia coli y el gen de resistencia a 

ampicilina que posibilita la selección de las colonias positivas luego de la transformación 

en bacterias competentes. El promotor de citomegalovirus se encuentra ubicado “río 

arriba” del sitio múltiple de clonado que posee numerosos sitios de corte de enzimas de 

restricción facilitando la inserción del gen de interés. Posteriormente se encuentra la 

región poli A derivada de la hormona de crecimiento bovina (BGH), que proporciona una 

terminación efectiva de la trascripción y la estabilidad del RNA mensajero. El vector 

pcDNA3.1 + posee el gen neo que codifica una aminoglicósido 3’-fosfotransferasa capaz 

de inactivar la geneticina y por lo tanto confiere resistencia a dicho antibiótico. El 

promotor y la región poli A de SV40 permiten la transcripción del gen neo. El plásmido 

contiene además un origen de replicación de SV40 que permite la replicación episomal 

en células eucariotas. El promotor T7 se encuentra al inicio del sitio múltiple de clonado 

y permite la transcripción in vitro del gen clonado(Figura 4 A).  

Con el objetivo de generar el plásmido de expresión pcDNA3.1-hFABP5 se amplificó el 

cADN de hFABP5 (Gene Id 2171) presente en el plásmido pDNR-LIB-hFABP5 a través 

de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La técnica de PCR se basa en la 

replicación in vitro de un fragmento de ADN específico utilizando una polimerasa 

termoestable. Consiste en la realización de ciclos caracterizados por diferentes 

temperaturas donde se produce la desnaturalización del ADN, unión de cebadores y 

replicación. El producto de cada ciclo es el sustrato del ciclo siguiente, de esta forma la 

repetición de los ciclos genera múltiples copias del fragmento de ADN delimitado por los 

cebadores. 

Utilizando el software FastPCR se diseñaron cebadores específicos para el cADN de 

FABP5 con el agregado de sitios de corte para las enzimas de restricción HindIII y 

EcoRI. F: TTAAAGCTTACCAGGCCACAGTTCAG, R: 

TAGAATTCTCCTGCAAAGTGATGATG. Con dichos cebadores se realizó la PCR 

utilizando la enzima Platinum Pfx ADN Polimerasa para la amplificación, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El producto de PCR, con los sitios de corte para las enzimas 

mencionadas en los extremos, se detectó mediante electroforesis en gel de agarosa con 

el tamaño esperado (450pb). La purificación del fragmento se llevó a cabo directamente 

del gel, en columnas para separación de ADN mediante centrifugación y compresión del 

gel. Se obtuvo el ADN y se purificó mediante precipitación con etanol.  

Los extremos cohesivos necesarios para la posterior ligación se generaron mediante la 

digestión con EcoRI y HindIII del cADN de FABP5 y el plásmido pcDNA3.1. Los 
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productos de la digestión se separaron por electroforesis en gel de agarosa y se 

purificaron directamente del gel como se describió previamente. 

Utilizando la enzima T4 ADN Ligasa, y siguiendo las instrucciones del fabricante, se 

subclonó el cADN de FABP5 en el plásmido pcDNA3.1. Bacterias XL1 Blue 

competentes, generadas como se describió previamente, se transformaron con el 

producto de la ligación mediante la técnica de shock térmico. Brevemente, las bacterias 

con el ADN se incubaron 30 minutos en hielo y 90 segundos a 42°C. Posteriormente se 

mantuvieron a 37°C por 2 hs con medio LB para su recuperación, se plaquearon en 

medio sólido LB agar con el antibiótico de selección (Ampicilina) y crecieron toda la 

noche a 37°C. Las colonias positivas se cultivaron en medio LB líquido con el mismo 

antibiótico durante una noche. Se aisló y purificó el ADN plasmídico del cultivo 

bacteriano líquido mediante kit comercial para miniprep siguiendo el protocolo del 

fabricante.  

Se confirmó la presencia e identidad del cADN de FABP5 en el ADN obtenido de las 

colonias transformadas mediante PCR y secuenciación (Figura 4 B). 

 

 

Figura 4: A) Esquema del vector pcDNA3.1 + y del vector generado pcDNA3.1-hFABP5. 

 

Transfección 

La transfección es la introducción de material genético al interior de células eucariota. 

El método utilizado en este trabajo es la lipofección basado en la interacción 

electroestática de los ácidos nucleicos con la lipofectamina, un reactivo compuesto por 
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lípidos policatiónicos. El complejo generado permite el ingreso de los ácidos nucleicos 

en células en cultivo.  

El modelo celular con aumento de la expresión de FABP5 se generó mediante la 

transfección estable de células A549 con el plásmido pcDNA3-hFABP5 y como control 

se utilizó el plásmido pcDNA3.1. La transfección estable implica el ingreso del ADN a la 

célula y la incorporación del mismo en el genoma, transmitiéndose a las generaciones 

siguientes. Se utilizó Lipofectamina LTX Reagent Plus como agente de transfección 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se sembraron un millón de 

células A549 en una placa de Petri de 60 mm, al día siguiente las células presentaban 

un 90% de confluencia y se transfectaron con una relación 1:3 (p/p) de plásmido: 

lipofectamina en medio sin suero ni penicilina/estreptomicina. Posteriormente, las 

células que incorporaron el plásmido se seleccionaron mediante la exposición a 

geneticina 1 g/l durante 20 días. La concentración de geneticina necesaria para la 

selección estable se determinó experimentalmente mediante “curvas de muerte” 

(Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 5th Edition, R. Ian Freshney, 

John Wiley & Sons). 

Con la finalidad de generar el modelo celular knockdown de FABP5 se utilizaron RNA 

pequeños de interferencia (siRNA) dirigidos hacia el RNA mensajero de FABP5 y un 

pool de siRNA que no presenta secuencias blanco en el transcriptoma humano como 

control. Para la transfección transitoria de células A549 con los siRNA se utilizó 

Lipofectamina RNAiMax, diseñada específicamente para movilizar siRNA, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Las condiciones de concentración de los siRNA y el tiempo 

en el que se encuentran reducidos los niveles de FABP5 se determinaron para la línea 

celular A549. 

 

Ensayos de inhibición de FABPs 

Células pre confluentes fueron incubadas por 24-48 horas con 50-150 μM del inhibidor 

pan- específico de FABPs, HTS01037 [177] o vehículo dimetilsulfóxido (DMSO), según 

se detalla en cada experimento. De forma complementaria se realizó un ensayo con 

distintas concentraciones de un inhibidor específico de FABP5 y FABP7, SBFI26 [178]. 

Células pre confluentes se incubaron por 24 hs con 6,25; 12,5; 25; 50 o 100 μM de 

SBFI26 o vehículo (DMSO 1%). 
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Bradford 

La cuantificación de proteínas se realizó para estimar la masa de células en distintos 

ensayos y normalizar las determinaciones, como también, para establecer el volumen 

de muestra necesario para sembrar en un gel de poliacrilamida y detectar las proteínas 

deseadas mediante Western Blot (ver más adelante). El método de Bradford se basa en 

la interacción del colorante Coomassie brillante G250 con las proteínas que produce un 

cambio en el espectro de absorbancia de 470 nm a 595 nm. Para determinar la 

concentración de proteínas en las muestras es necesario utilizar una curva estándar. Se 

añadieron 250 μl de reactivo de Bradford (Coomasie Brillant Blue 0,01% p/v, etanol 4,7% 

p/v, ácido fosfórico 8,5% p/v) y 5 μl de cada muestra o de diluciones de BSA (1 g/l; 0,8 

g/l; 0,6 g/l; 0,4 g/l y 0,2 g/l) para la curva estándar. La absorbancia a 595 nm se midió 

en un lector de placas (Thermo Scientific Multiskan) y se calculó la concentración de 

proteínas en las muestras. 

 

Electroforesis en gel de Poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio 

(SDS) 

La separación de proteínas presentes en una muestra según su peso molecular se 

realizó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes para la posterior inmunodetección específica por Western Blot (ver 

más adelante).  

Para la electroforesis, las células se lisaron en buffer hipotónico (20 mM Tris-HCl pH 

7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% NP40) y cocktail de inhibidores de 

proteasas (Calbiochem) y se clarificaron por centrifugación. Se cuantificó la cantidad 

total de proteínas en el sobrenadante de la muestra utilizando el método de Bradford. 

Entre 30-50 μg de proteína se hirvieron por 10 minutos con el buffer de carga (Tris 0,3 

M, glicerol 50% v/v, SDS 1% p/v, β-mercaptoetanol 25% v/v y azul de bromofenol 1% 

p/v), así las proteínas se desnaturalizaron y cargaron negativamente.  

Los geles de poliacrilamida discontinuos se prepararon utilizando el equipo MiniProtean 

Tetra Cell (BioRad), con una zona de concentración con un 4% de acrilamida: Bis 

acrilamida a pH 6,8 y una zona de resolución de 12,5 o 15% acrilamida: Bis acrilamida 

a pH 8,8. 

Las proteínas se resolvieron por electroforesis con buffer de corrida (Tris 25 mM, Glicina 

192 mM, SDS 0,1% p/v, pH 8,3) a 100 V (por 20 minutos) y 200 V (por una hora). Durante 

el primer paso, las proteínas se concentraron en una región estrecha previa a la zona 
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de resolución. En el segundo paso, las proteínas migraron hacia el ánodo a través de 

los poros generados en el polímero de acrilamida de la zona de resolución, por lo tanto, 

aquellas proteínas de mayor peso molecular presentaron menor movilidad que las de 

bajo peso molecular.  

 

Western Blot 

El Western Blot es una técnica para la detección de proteínas específicas en una 

muestra compleja luego de su separación por electroforesis en gel de poliacrilamida con 

SDS. 

Utilizando el equipamiento MiniProtean Tetra Cell (BioRad), se transfirieron las 

proteínas separadas por electroforesis a una membrana de PVDF a 100 V por una hora 

con buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, metanol 20% v/v, pH 8,3). Las 

proteínas se desplazaron del gel a la membrana quedando inmovilizadas. 

Posteriormente, la membrana se bloqueó por una hora con leche descremada 5% p/v 

en PBS Tween (NaCl 0,137 M, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, 0,05% 

Tween), se lavó y se incubó con los anticuerpos primarios (en PBS Tween con 5% p/v 

BSA) toda la noche a 4°C con agitación. Luego de realizar lavados con PBS Tween, se 

incubó la membrana con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano 

(HRP) correspondiente en PBS Tween con 1% p/v leche descremada por 1-2 hs a 

temperatura ambiente, con agitación. Las bandas obtenidas se revelaron con Super 

Signal West Pico, sustrato quimioluminiscente de la HRP. 

En la electroforesis se corrió simultáneamente un standard de peso molecular coloreado 

(Precision Plus Protein Dual Color Standard) que evidenció la transferencia de las 

proteínas a la membrana y permitió estimar el peso molecular de las bandas reveladas. 

 

Extracción de lípidos 

Los lípidos celulares se extrajeron de acuerdo con el método de Bligh & Dyer [179] con 

modificaciones. Las monocapas celulares se lavaron con PBS frío de forma tal de 

eliminar cualquier lípido proveniente del FBS presente en el medio de cultivo. Las células 

se removieron de la placa de Petri con dos sucesivos agregados de 1 ml de metanol frío 

y raspado con un scraper. En los siguientes pasos se mantuvo constantemente a las 

muestras en hielo y los tubos utilizados fueron de vidrio con tapa de teflon. Para 

comenzar la extracción se adicionó 1 ml de cloroformo, 0,5 ml de agua y se incubaron 

las muestras toda la noche a -20°C. Luego de una centrifugación a 2000 rpm por 10 
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minutos, se guardó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 3 ml de metanol: 

cloroformo (2:1 v/v) y 0,5 ml de agua para una segunda extracción. Se realizó una 

incubación de 2 hs a -20°C, se centrifugó a 2000 rpm por 10 minutos y se colectó el 

sobrenadante junto con la primera extracción. El resultado fue una solución homogénea 

que contiene los lípidos celulares, se adicionó 1 ml de cloroformo y 1 ml de agua para 

la partición. Después de vortexear y centrifugar, se separaron una fase acuosa, una 

interfase proteica y una fase orgánica. La fase orgánica fue extraída y almacenada a -

20°C. 

 

Cromatografía en capa fina (TLC) 

La cromatografía de capa fina se utilizó para la separación de las distintas clases de 

lípidos celulares basándose en su afinidad relativa por la fase estacionaria (adsorbente 

polar) y por la fase móvil (sistema de solventes).  

Las placas de sílica se realizaron en un soporte de vidrio donde se esparció una 

suspensión de sílica en agua (2 ml de agua por cada gramo de sílica), que funcionó 

como adsorbente, y sulfato de calcio para adherirse al soporte. Se utilizó un instrumento 

diseñado para asegurar el espesor de la placa y se fijó en 0,5 mm. Una vez secas, las 

placas de sílica se limpiaron con acetona por capilaridad en una cuba saturada del 

solvente y se secaron a 80°C por una hora para deshidratarlas. Posteriormente, se 

sembraron las muestras de lípidos y se corrieron en una cuba saturada con la mezcla 

de solventes para lípidos neutros, hexano: dietiléter: ácido acético (80:20:2 por vol). Se 

corrió en paralelo un extracto de lípidos de hígado de rata o estándares comerciales 

para identificar las clases de lípidos separadas en la TLC, y se revelaron las bandas 

mediante exposición a vapores de Iodo. 

Adicionalmente, en los ensayos de marcación radioactiva, las bandas se detectaron 

utilizando un scanner de radioactividad (Storm). Finalmente, se rasparon los lípidos de 

la placa y se cuantificaron en contador de centelleo líquido Wallac Rack Beta 1214. 

 

Saponificación y esterificación de FA 

Los lípidos extraídos de las células pueden ser simples o complejos, tener alto peso 

molecular o ser muy polares para algunos procedimientos como la cromatografía gas 

líquida (ver más adelante).  Para el análisis de los FA que componen los lípidos celulares 

se realizó la saponificación de los mismos. Este procedimiento implica la hidrólisis en 

medio básico liberando los FA de los lípidos acilados.   
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Las muestras de lípidos se hidrolizaron con 2 ml de KOH 10% p/v en etanol a 80°C por 

45 minutos en atmósfera de nitrógeno para evitar su oxidación. Se agregaron 3 ml de 

hexano, seguido de centrifugación a 2000 rpm por 10 minutos. La fase superior 

conteniendo los lípidos insaponificables se descartó (o se guardó para su cuantificación, 

ver “Ensayos de marcación radioactiva”) y se agregó 0,5 ml de ácido clorhídrico y 3 ml 

de hexano. Se centrifugó nuevamente 2000 rpm por 10 minutos, la fase superior (que 

contiene los FA libres) se conservó y en la fase inferior se repitió el agregado de hexano 

para una segunda extracción. Ambas extracciones se unificaron y se almacenaron a -

20°C.     

A continuación, se prepararon los ésteres metílicos derivados de FA que son 

relativamente volátiles. Los FA se esterificaron con 2 ml de 10% BF3 en metanol a 64°C 

por 3 hs en atmósfera de nitrógeno para evitar su oxidación. Al enfriarse, se particionó 

la muestra con 1,5 ml de agua y 3 ml de cloroformo y luego de una centrifugación a 2000 

rpm por 10 minutos, se descartó la fase superior (agua, metanol y BF3). Se realizó un 

lavado con 3 ml de agua y la fase orgánica se almacenó en un tubo limpio para el 

posterior análisis. 

 

Cromatografía gas líquida 

En la cromatografía gas líquida los compuestos volatilizados pasan en una corriente de 

un gas inerte (fase móvil) a través de una columna líquida (fase estacionaria). Los FA 

se separan según su coeficiente de partición, que depende de su volatilidad y la 

solubilidad en la fase estacionaria. Los componentes emergen de la columna al detector 

obteniéndose picos individuales cuya área bajo el pico está relacionada directamente 

con la masa del componente. El tiempo desde la inyección hasta el máximo de cada 

componente es el tiempo de retención que permite identificarlo utilizando un estándar.  

La determinación de los FA que componen los lípidos extraídos de las células se llevó 

a cabo mediante cromatografía gas líquida. Se sembraron 350000 células en placas de 

Petri de 60 mm, 6 placas para cada línea/tratamiento. 48 hs después se rasparon las 

células y se extrajeron los lípidos como se describió anteriormente. Las muestras de 

lípidos provenientes de 2 placas se unificaron, entonces, 3 muestras por 

tratamiento/línea se saponificaron y esterificaron como se describió previamente. El 

solvente se evaporó y se resuspendieron los lípidos de cada muestra en 10 μl de hexano 

filtrado. Las muestras se inyectaron en el cromatógrafo gaseoso Hewlett Packard 6890 

que contiene una columna Omega Wax 250 (Sulpeco Omegawax 250) de 30 m de 

longitud, 0,25 ID. Las condiciones del análisis fueron: el inyector en modo Split a 260°C, 
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la temperatura inicial del horno fue de 175ºC por 3 minutos, una rampa de 3ºC/minuto y 

una temperatura final de 230ºC por 11 minutos y el detector de ionización por llama a 

260°C. El gas carrier utilizado fue Helio a un flujo de 1,5 ml/minuto.  Los picos obtenidos 

se identificaron mediante la comparación con los tiempos de retención de un standard 

de FA puros y se calculó el porcentaje de distribución mediante la integración del área 

correspondiente a cada pico.  

Adicionalmente, se estimó el contenido de FA total en cada muestra de lípidos 

agregando 4 μg de ácido heptanoico como estándar interno. Los resultados se 

normalizaron por el contenido de proteínas totales cuantificadas por Bradford. 

 

Purificación de ácido [1-14C] palmítico 

Para asegurar la pureza del ácido [1-14C] palmítico en los ensayos de oxidación, se 

sembró en una TLC en paralelo con un estándar puro y se corrió con la mezcla de 

solventes hexano: dietiléter: ácido acético (80:20:2 por vol.) como se describió 

anteriormente. La banda observada en el scanner de radioactividad a la altura de los FA 

libres del estándar se raspó de la placa.  El raspado se colocó en un tubo con etanol: 

cloroformo en partes iguales (v/v) y se incubó toda la noche a -20°C para la primera 

extracción. Luego de una centrifugación a 2000 rpm por 10 minutos se separó el 

sobrenadante en un tubo nuevo y se realizó una segunda extracción agregando 

nuevamente etanol: cloroformo en partes iguales al pellet. Se incubó una hora a -20°C 

y se centrifugó nuevamente, el sobrenadante se sumó a la primera extracción. Para 

eliminar la mayor cantidad de sílica posible se realizó una última centrifugación por 10 

minutos a 2000 rpm. El sobrenadante conteniendo el ácido [1-14C] palmítico se utilizó en 

los ensayos de oxidación de FA. 

 

Ensayos de marcación radioactiva 

Un método sensible para rastrear el destino de una molécula biológica es la detección 

de la radioactividad emitida por radioisótopos introducidos en la molécula. Los 

compuestos marcados con radioisótopos tienen las mismas propiedades químicas que 

el correspondiente compuesto no marcado y son metabolizados de la misma forma. 
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Incorporación de ácido [1-14C] palmítico y [14C] acetato 

En el presente trabajo se utilizaron ácido [1-14C] palmítico y [14C] acetato para evaluar el 

destino de los FA exógenos y los sintetizados de novo respectivamente. Células pre 

confluentes se incubaron por 4 hs con 0,5 μCi [1-14C] ácido palmítico complejado con 

0,5% BSA libre de FA o [14C] acetato por placa de Petri según corresponda. El medio 

condicionado se conservó como medida de la marca radioactiva no incorporada en las 

células. La monocapa de células se lavó 2 veces con 0,2% BSA libre de FA en PBS frío 

(para eliminar los FA adsorbidos a la superficie celular) y se raspó con scraper utilizando 

dos agregados sucesivos de 1 ml de metanol. Los lípidos celulares se extrajeron como 

se describe anteriormente. Se cuantificó la radioactividad incorporada en contador de 

centelleo líquido. El destino de los compuestos radioactivos estudiados se evaluó 

mediante cromatografía de capa fina, como se detalló previamente. Adicionalmente, en 

el ensayo de incorporación de [14C] acetato se realizó la hidrólisis en medio básico de 

los lípidos extraídos (como se describió previamente) y se cuantificó la marca radioactiva 

en lípidos insaponificables. 

 

Captación de ácido palmítico 

La medida de la internalización de ácido [1-14C] palmítico en las células se realizó 

mediante la incubación por un minuto con la marca radioactiva y posterior cuantificación. 

Se sembraron células A549 en transwells de 0,4 μm de poro y se trataron con HTS01037 

100 μM o con el vehículo (DMSO) por 24 hs. A continuación, las células se incubaron 

por 1 minuto con 0,5 μCu [1-14C] palmítico y se realizaron dos lavados consecutivos con 

BSA libre de FA 0,2% PBS. Finalmente se extrajo la membrana del transwell y se 

cuantificó la radioactividad en las células utilizando el contador de centelleo líquido.  

 

Oxidación de FA 

La oxidación completa de FA se estimó midiendo el 14CO2  producido por las células 

luego de la incubación con ácido [1-14C] palmítico [180]. Células pre confluentes, 

cultivadas en una placa de 24 wells, se incubaron por 6 hs con 0,3 μCi [1-14C] ácido 

palmítico complejado con 0,5% BSA libre de FA por well. Al cumplirse el tiempo, en cada 

well se agregó 50 μl de ácido perclórico 70% y se colocó rápidamente un papel 

absorbente embebido en NaOH 3 M cubriendo el well. La placa fue sellada con papel 

film y se incubó a temperatura ambiente por 2 hs con agitación. Finalmente se cuantificó 

la radioactividad presente en el papel en contador de centelleo líquido. Simultáneamente 
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se procesaron wells sin células y la medida obtenida se utilizó como blanco, restándose 

al resto de las muestras.  

 

Secreción de Surfactante 

La secreción de surfactante pulmonar se cuantificó en un ensayo de pulso y caza con 

ácido [1-14C] palmítico. Se sembraron 200000 células, se realizó un pulso de 24 hs con 

0,25 μCi ácido [1-14C] palmítico complejado con 0,5% BSA libre de FA por placa de Petri 

y se guardó el medio de incubación como medida de la marca radioactiva no 

internalizada. La monocapa celular se lavó dos veces con PBS 1X 0,2% BSA libre de 

FA para retirar el remanente de FA radioactivo y se procedió a mantener las células por 

24 hs en 2,5 ml de medio completo por placa de Petri, el cual se denominó medio de 

caza. Finalmente, se cuantificó la radioactividad presente en los lípidos extraídos de 500 

μl del medio de caza y se analizó por cromatografía en capa fina las diferentes clases 

de lípidos secretados. 

 

Secreción de Lactato 

Los niveles de lactato se midieron utilizando un kit comercial con un estándar de lactato 

de calcio. El fundamento del método es la oxidación del lactato presente en la muestra 

por la enzima lactato oxidasa produciendo peróxido de hidrógeno. A continuación, la 

enzima peroxidasa utiliza el peróxido de hidrógeno para generar un cromógeno que 

puede cuantificarse midiendo la absorbancia a 545 nm. Brevemente, se tomó el medio 

condicionado de 24 hs de células pre confluentes y se centrifugó para descartar células 

o restos celulares. En una placa multiwell de 96 se incubaron por 2 minutos a 37°C 2 μl 

de cada muestra con 175 μl del reactivo A (TOOS 3,5 mM; ascorbato oxidasa (pepino) 

≥ 30 U/ ml; buffer fosfato 100 mM pH 7,8, azida sódica < 0,1%.). Cumplido el tiempo se 

realizó una primera medida de la absorbancia a 545 nm y se agregó el reactivo B (4-

aminoantipirina 5 mM; lactato oxidasa ≥ 10 U/ml; peroxidasa (rábano picante) ≥ 24 U/ml; 

buffer fosfato 100 mM pH 7,8, azida sódica < 0,1%.). Luego de 5 minutos a 37°C se 

realizó la segunda medida de absorbancia a 545 nm. Simultáneamente se ensayaron 

distintas concentraciones de estándar (0,008; 0,016; 0,032; 0,065; 0,13; 0,27 mM 

lactato). Se calculó la concentración de lactato en cada muestra restando los valores de 

la primera medida de absorbancia considerada “blanco” a cada valor y utilizando la curva 

estándar. La concentración de lactato se normalizó por la cantidad de proteína total 

cuantificada por el método de Bradford. 
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Fraccionamiento celular 

La obtención de la fracción citoplasmática de las células y la fracción nuclear permite la 

detección de proteínas localizadas en diferentes compartimentos celulares.  Células 

A549 fueron recolectadas con tripsina y lavadas con PBS frío por centrifugación. El pellet 

se resuspendió en 500 μl buffer hipotónico (20 mM Tris-HCl, pH 7,4, 10 mM NaCl, 3 mM 

MgCl2) y se incubó en hielo por 15 minutos para la lisis celular. Se adicionaron 25 μl de 

detergente NP40 10%, se colocaron 10 segundos en vortex y el homogenato se 

centrifugó a 4°C por 10 minutos con una velocidad de 3000 rpm. El pellet se resuspendió 

en 50 μl del buffer de extracción (10 mM Tris, pH 7,4, 2 mM Na3VO4, 100 mM NaCl, 1% 

Triton X-100, 1 mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM EGTA, 0,1% SDS, 1 mM NaF, 0,5% 

deoxycholate, 20 mM Na4P2O7, cocktail inhibidor de proteasas), se mantuvo en hielo por 

30 minutos agitándose en vortex cada 10 minutos. El producto se centrifugó a 4°C por 

30 minutos a una velocidad de 14000 g. El sobrenadante contiene la fracción 

citoplasmática y el pellet la fracción nuclear. 

 

Ensayo reportero de luciferasa 

Para estudiar la activación de los elementos regulatorios que controlan la expresión de 

genes de interés, se utilizaron ensayos de genes reporteros. La técnica se basa en la 

fusión de la secuencia regulatoria a un gen reportero, así, la expresión del mismo está 

directamente relacionada con la actividad del elemento regulatorio. En el presente 

trabajo se evaluó la activación del elemento de respuesta a PPARs (PPRE) con el 

plásmido pGL4-PPRE obsequio del Dr. Bennet. En la figura 5 se puede ver el mapa del 

plásmido basado en el pGL4.26 de Promega, contiene tres regiones PPRE DR1, de la 

región río arriba del gen de acil-CoA oxidasa, entre los sitios de corte de KpnI y HindIII 

en el sitio múltiple de clonado, antes de la región mínima promotora [181]. Como gen 

reportero se utilizó el gen de luciferasa, el cual codifica para una proteína de 61 kDa 

monomérica que no requiere modificaciones postraduccionales y no se encuentra en el 

sistema de estudio. La actividad del gen reportero se estima midiendo la luminiscencia 

producida por la luciferasa en una reacción que requiere luciferina, ATP, magnesio y 

oxígeno.  
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Figura 5: Mapa del vector reportero pGL4-3XPPRE-Luc obsequio del Dr. Bennet. 

Para estudiar el rol de FABP5 en regulación de la expresión génica se ensayó la 

activación del PPRE mediada por cada una de las isoformas de PPAR presentes en las 

células A549 individualmente. Los plásmidos pcDNA3.1-mPPARɣ y pCMX-mPPARα se 

utilizaron para la sobre expresión de los factores de transcripción. Se sembraron 50000 

células HeLa por well en una placa de 24 wells y a las 24 hs se transfectaron utilizando 

polietilenimina (PEI), un polímero catiónico, en una relación 5:1 con 1 μg de pGL4 PPRE 

solo o conjuntamente con 0,5 μg de pcDNA3.1-mPPARɣ o pCMX-mPPARα. La 

transfección se realizó en medio DMEM baja glucosa sin FBS. En 50 μl de medio se 

colocaron los plásmidos correspondientes, la cantidad necesaria de PEI y se vortexeó 

por 10 segundos. Luego de una incubación de 15 minutos, los complejos se colocaron 

en los wells correspondientes. A las 24 hs se cambió el medio a DMEM baja glucosa 

completo. La detección de luminiscencia se realizó 48 hs post transfección con el kit 

Dual Glo Luciferase Assay System. Las células se levantaron con tripsina y se 

centrifugaron por 10 minutos a 10000 rpm, el pellet se lavó con PBS para eliminar el 

medio de cultivo que contiene rojo fenol e interfiere en la medida. Finalmente, se 

resuspendió el pellet en 50 μl de PBS y se colocó en una placa de 96 wells blanca. Se 

agregó 50 μl del reactivo del kit que contiene los sustratos para luciferasa y luego de 

una incubación de 10 minutos se midió la luminiscencia en un lector de placas (Beckman 

Coulter DTX 880 BD). Los valores se normalizaron con el contenido de proteína 

determinado en células que se sembraron en paralelo.  
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Proliferación 

Curva de crecimiento 

Una forma de evaluar cambios en la proliferación celular es realizar una curva de 

crecimiento. La curva de crecimiento celular está constituida por la fase “lag”, la fase 

exponencial y una fase estacionaria. Utilizando los datos de la curva se pueden 

determinar distintos parámetros como el tiempo de duplicación característico de una 

línea celular.  

Se sembraron 20000 células por well en una placa de 24 wells, cada 24 hs se levantaron 

las células con tripsina y se realizó el recuento celular de 3 pocillos. La cuantificación 

del número de células se efectuó en cámara de Neubauer y se estimó la viabilidad 

celular con el colorante azul de Tripán [176]. Los valores de la curva se normalizaron al 

número de células determinado a las 24 hs de la siembra. 

En los ensayos realizados con el modelo knockdown de FABP5 y el tratamiento con el 

inhibidor, se realizó el recuento celular con el mismo método a las 48 y 24 hs 

respectivamente.  

 

Citometría de Flujo 

La citometría de flujo es una técnica basada en el flujo de una suspensión de partículas 

y la medida de dispersión de luz y fluorescencia que se produce al incidir un haz de luz 

sobre ellas. Las partículas se mueven en fila, una tras otra, permitiendo la medida de 

múltiples parámetros de cada partícula en una población heterogénea. Una de las 

aplicaciones de la citometría de flujo es el análisis del ciclo celular por cuantificación del 

contenido de ADN: las células en fase S se encuentran duplicando el ADN por lo tanto 

tendrán mayor contenido que las células en fase G0-G1 y las células que se encuentren 

en las fases G2/M duplicaron el ADN. La identificación de la distribución en las distintas 

fases de ciclo celular se determinó mediante la tinción con ioduro de propidio, un 

colorante que se intercala en el ADN de forma estequiométrica. Simultáneamente, las 

células se marcaron con BrdU, un análogo de timidina, que se incorpora en el ADN 

durante la síntesis y se detecta con un anticuerpo conjugado con un fluorocromo. 

Células pre confluentes se incubaron por 2 hs con BrdU 10 μM, se lavaron con PBS y 

se levantaron de la placa de Petri con tripsina. A continuación, se centrifugó la 

suspensión celular por 10 minutos a 10000 rpm, se descartó el sobrenadante, el pellet 

se resuspendió en 500 μl de PBS y se pasó 3 veces por una jeringa con una aguja de 

26 G para separar las células. A continuación, se fijaron las células a través del agregado 
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de 3 ml de etanol 70% por goteo al mismo tiempo que se vortexea la suspensión celular 

y se incuba por 20 minutos en hielo. Las muestras se conservaron a -20°C hasta el 

procesamiento. 

Para la detección de BrdU, se utilizó el protocolo de BD Biosciences, con 

modificaciones. Brevemente, las células fijadas se centrifugaron 10 minutos a 2000 rpm, 

se lavó el pellet con 3 ml de PBS y luego de otra centrifugación se resuspendió el pellet 

en 500 μl de solución desnaturalizante (HCl 2 M preparado en el momento). Se incubó 

por 20 minutos a temperatura ambiente, se agregó 1 ml de buffer de lavado (PBS 0,5% 

BSA) a cada muestra y se centrifugó por 5 minutos a 2000 rpm descartando el 

sobrenadante. Se neutralizó algún resto de ácido resuspendiendo el pellet en 500 μl de 

borato de sodio (Na2B4O7 0,1 M pH=8,5) e incubando 2 minutos a temperatura ambiente. 

A continuación, se lavaron las muestras con 1 ml de buffer de lavado y se centrifugaron 

nuevamente.  Se incubaron con 50 μl del anticuerpo anti-BrdU en PBS 0,5%Tween 0,5% 

BSA por 20 minutos y se repitió el lavado con 1 ml de buffer de lavado seguido de 

centrifugación. Se procedió a la tinción con ioduro de propidio, para lo cual, se 

resuspendió el pellet en 500 μl de PBS, se agregó 50 μl de RNAsa A y 5 μl de ioduro de 

propidio (1mg/ml). Las muestras se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente 

protegidas de la luz y finalmente se analizaron en el citómetro de flujo BD Accuri C6 con 

el software del equipo. 

 

Violeta cristal 

La tinción con violeta cristal permite valorar de una forma rápida y sencilla la masa total 

de un cultivo celular. El colorante está formado por compuestos orgánicos con carga 

positiva que se unen a los constituyentes celulares cargados negativamente. Las células 

se lavaron con PBS, se fijaron con metanol por 10 minutos y se tiñeron con violeta cristal 

0,1% durante 10 minutos. Luego de tres lavados con agua se resuspendió el colorante 

en metanol 10%, ácido acético glacial 5% y se determinó la absorbancia a 595 nm en 

un lector de placas (MultiScan). La medida de la absorbancia se relaciona directamente 

con la masa celular de la muestra. Se utilizó esta técnica para estimar la proliferación, 

adhesión y migración celular. 

 

Migración 

El ensayo de la herida revela la capacidad migratoria in vitro de células en cultivo.  Las 

células se cultivaron en placas de Petri de 60 mm hasta llegar a confluencia, en ese 
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momento se retiró el medio de cultivo y se realizó una estría utilizando una pipeta 

automática, un tip blanco y una regla. A continuación, se realizaron dos lavados con 

PBS y se agregó medio fresco.  Las células se incubaron por 12 hs, se realizó la tinción 

con violeta cristal como se describió anteriormente y se fotografiaron al microscopio. La 

cuantificación se llevó a cabo con el software ImageJ [182]. 

 

Adhesión 

Para evaluar la capacidad de adhesión al sustrato, células en cultivo se contaron en 

cámara de Neubauer y se sembraron 20000 células por well en una placa de 24 wells. 

Se realizó una incubación de 2 hs a 37°C y cumplido el tiempo de adhesión se retiró el 

medio de cultivo y se lavaron las células con PBS cuidadosamente. Finalmente, se 

realizó la tinción con violeta cristal y se cuantificó la absorbancia en el lector de placas.  

 

Mantenimiento de Ratones 

Ratones genéticamente atímicos “nude” (N:NIH Nu/Nu) se utilizaron para estudiar la 

relación de FABP5 con el desarrollo tumoral in vivo. Debido a su condición, los ratones 

nude son incapaces de rechazar heterotransplantes [183] y son utilizados para el estudio 

de tumores humanos. La ausencia de timo genera un compromiso severo de la 

inmunidad por lo que deben ser manipulados en condiciones de esterilidad.   

Ratones nude hembra de 4-6 semanas se alojaron en cajas estériles con filtros de aire 

tipo HEPA, viruta como material de cama y un cilindro de cartón para enriquecimiento 

ambiental.  Los ratones fueron alimentados ad libitum con comida estándar para ratones 

esterilizada por radiación gamma por el proveedor y se permitió el libre consumo de 

agua acidulada (pH 2-3) autoclavada. Todas las manipulaciones se realizaron en una 

cabina de seguridad biológica Clase II.A con material estéril. Las cajas de alojamiento y 

las botellas con el agua de bebida se cambiaron dos veces por semana. Los animales 

se mantuvieron a 25°C con un ciclo de luz oscuridad de 12 hs-12 hs. 

 

Ensayo de desarrollo tumoral 

El siguiente protocolo fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de 

los Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Médicas UNLP (P01-05-2019). 

Ratones nude se aclimataron por una semana, se separaron de forma aleatoria en dos 

grupos y se inocularon de forma sub epidérmica con un millón de células en 100 μl de 
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PBS por ratón. Para el análisis de tumorigenicidad se utilizó la línea celular A549 

pcDNA3.1-hFABP5 en un grupo de ratones y la línea A549 pcDNA3.1, control, en el 

segundo grupo. Los ratones se pesaron y se midieron los tumores con calibre una vez 

por semana. El volumen del tumor se calculó con la fórmula modificada para 

determinación del volumen de un elipsoide V = a2 x b x 1/ 2, dónde “a” es el ancho del 

tumor y “b” es la longitud en milímetros. Los volúmenes se relativizaron al volumen inicial 

de cada tumor: Volumen relativo= Volumen medido / Volumen inicial. Cuando los 

tumores alcanzaron un tamaño de 2000 mm3 se sacrificaron los ratones mediante 

dislocación cervical y se removieron los tumores para estudios posteriores. 

 

Análisis transcriptómico 

La extracción de ARN de células A549 se realizó con TriZol según las indicaciones del 

fabricante. El reactivo TRIzol mantiene la integridad del ARN gracias a la inhibición 

altamente eficaz de la actividad de ARNasas, al tiempo que destruye las células y 

disuelve los componentes celulares durante la homogeneización de muestras. A 

continuación, se añade cloroformo y se separa una capa acuosa superior (que contiene 

ARN) y en capas orgánica y de interfase inferiores (que contienen ADN y 

proteínas).  Las soluciones utilizadas en el procedimiento fueron preparadas con agua 

tratada con dietil- pirocarbonato (DEPC) y los materiales se enjuagaron previamente con 

la misma solución para inactivar ARNsas.  Brevemente, células crecidas en un 80% de 

confluencia en una placa de Petri de 60 mm se lavaron con PBS y se lisaron con 1 ml 

de Trizol. Luego de 5 minutos de incubación se agregaron 200 μl de cloroformo y se 

mezcló por inversión 15 veces. La suspensión de incubó 3 minutos y se centrifugó a 4°C 

por 15 minutos a 12000 g para separar las fases. La fase acuosa, que contiene el ARN, 

se transfirió a un nuevo tubo estéril. 500 μl de isopropanol se adicionaron para precipitar 

los ácidos nucleicos, se incubó por 10 minutos y se centrifugó a 4°C por 10 minutos a 

12000 g. El pellet resuspendido en 1 ml de etanol 75% se centrifugó a 4°C por 5 minutos 

a 7500 g. Se descartó el sobrenadante y se evaporó el etanol restante. El ARN se guardó 

seco a -80°C.  

Las muestras se enviaron a la empresa Macrogen donde la pureza, integridad y cantidad 

del ARN se evaluó usando un Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Las librerías de 

cADN se generaron utilizando TruSeq stranded RNAkit (Illumina) que purifica y 

fragmenta el mARN, mediante la transcriptasa reversa genera el cADN y agrega 

adaptadores en los extremos de los fragmentos dejándolos preparados para la 

hibridación en una celda de flujo. La librería de cADN se enriqueció por PCR y se 
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purificó. La secuenciación (pair end sequencing) de los fragmentos de cADN se realizó 

en un NovaSeq 6000 System (Illumina). La figura 6 muestra un esquema del protocolo 

realizado. 

Los productos obtenidos, previa remoción de los adaptadores y secuencias de baja 

calidad, fueron mapeados y alineados al genoma de referencia hg19 con HISAT2 y el 

ensamblaje de los transcriptos se realizó con Stringtie. El perfil de expresión fue 

calculado para cada muestra y para cada transcripto. Los datos se normalizaron y se 

determinaron los genes diferencialmente expresados con DESeq2 [184],  en 

colaboración con Daniel Minsky (Laboratorio Tandar, CNEA, Argentina). Aquellos genes 

cuyos niveles de expresión entre ambos grupos presentaron un p-valor y un FDR (tasa 

de falsos descubrimientos) < 0,05 se consideraron diferencialmente expresados. 

 

 

 

Figura 6: Protocolo de secuenciación de RNA total. Extracción de ARN total de células A549 en cultivo y 

análisis de la calidad, integridad y pureza del producto. Purificación del RNA mensajero, fragmentación y 

generación de la biblioteca de cADN. Ligación de adaptadores e hibridación a la celda de secuenciación, 

amplificación de los fragmentos de cADN y secuenciación de los mismos. 
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Estadística 

Los resultados de los ensayos se expresan como la media ± la desviación estándar de 

al menos tres muestras. En caso de ser posible se estudió la normalidad de la población 

de valores obtenidos mediante el Test de Shapiro Wilk y la homogeneidad de varianzas 

con el Test de Bartlett. Los datos que mostraron una distribución normal y 

homogeneidad de varianzas fueron analizados por T-test o ANOVA seguido por un test 

de comparaciones múltiple, LSD test. En los ensayos en los que los datos no 

presentaron distribución normal u homogeneidad de varianzas se efectuó el test no 

paramétrico Mann-Whitney-Wilcoxon. Para el análisis de supervivencia, la comparación 

entre las curvas de Kaplan-Meier y la significación estadística se calculó mediante el 

test log-rank.  Los análisis estadísticos se efectuaron en el software R (R Core Team 

2017. R: A language and environment for statistical computing. https://www.R-

project.org/).  
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RESULTADOS 

 

La expresión de FABP5 ha sido vinculada con el desarrollo y progresión de distintos 

cánceres, especialmente mama y próstata [155-157, 163, 166, 167, 170, 185-187]. A fin 

de evaluar los niveles de expresión de FABP5 en LUAD en relación a otros cánceres, 

se analizaron datos provenientes de bases públicas de secuenciación masiva en ~6000 

tumores humanos de 27 tipos de cáncer (TCGA). De acuerdo con la elevada expresión 

de FABP5 en epitelios escamosos, los mayores niveles de mRNA para esta proteína se 

observaron en tumores derivados de dichos tejidos, (carcinoma cervical de células 

escamosas (CESC), carcinoma de esófago (ESCA), carcinoma de vejiga (BLCA), 

Carcinoma escamoso de cabeza y cuello (HNSC) y LUSC) (Figura 7 A).  El nivel de 

expresión de FABP5 en LUAD fue comparable al de cáncer de mama (BRCA) y próstata 

(PAAD), en los cuales la participación de FABP5 en su desarrollo y progresión ha sido 

establecida. Además, altos niveles de FABP5 están asociados con una menor 

probabilidad de supervivencia en pacientes con LUAD (Figura 7 B y C). Esto es más 

notable al analizar los pacientes en estadíos avanzados (III y IV) de la enfermedad 

(Figura 7 D). Contrariamente a lo observado para LUAD, en pacientes que padecen 

cáncer de pulmón de células escamosas con diferentes niveles de expresión de FABP5, 

no se observó diferencia en la supervivencia cuando se consideraron todos los estadíos 

juntos (resultados no mostrados) o los estadíos más avanzados (Figura 7 E). 
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Figura 7: Caracterización de la expresión de FABP5 en tumores humanos: A) Box plots representando la 

expresión del gen FABP5 en un total aproximado de 6000 muestras del repositorio TCGA provenientes de 

27 localizaciones tumorales (LUAD se indica con color verde). Los tipos de cáncer se abreviaron según 

TCGA (https://gdc.cancer.gov/resources-tcga-users/tcga-code-tables/tcga-study-abbreviations, Apéndice 

1). B y C) Análisis de Kaplan-Meier realizado con datos provenientes de bases de datos públicas (TGCA 

LUAD). La mediana de los niveles de expresión de FABP5 fue utilizada para dividir los tumores con altos 

(rojo) y bajos (azul) niveles de FABP5 y la probabilidad de supervivencia global y de supervivencia 

específica de la enfermedad fueron graficados respectivamente. D y E) Análisis de supervivencia global de 

pacientes con LUAD (D) o LUSC (E) en estadíos III y IV separados según los niveles de expresión de 

FABP5. Bajo: negro, Alto: gris (The Human Protein Database, n= 105 LUAD; n= 90 LUSC). El valor p se 

muestra en los gráficos, test log-rank. 

 

https://gdc.cancer.gov/resources-tcga-users/tcga-code-tables/tcga-study-abbreviations
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Al evaluar los niveles de mRNA correspondiente a FABP5 en líneas celulares derivadas 

de NSCLC se encontró que son similares o mayores que en líneas de cáncer de próstata 

o mama (The Cancer Cell Line Encyclopedia, Broad Institute, MA, USA) (Figura 8 A). 

Igual que en los tumores, se observó mediante Western Blot en la línea celular A549, 

proveniente de LUAD humano, niveles de FABP5 mayores o iguales a las líneas 

derivadas de cáncer de mama (MDA-MB-231 y MCF-7) (Figura 8 B). Además, el análisis 

de expresión de las distintas isoformas de FABPs en A549 reveló que no presentan 

niveles detectables de las isoformas 1,2,3,4 ni 7 de las FABPs (Figura 8 C), 

consistentemente con la expresión de mRNA (The Human Protein Database).  

 

 

 

Figura 8: Expresión de FABP5 en líneas celulares. A) Representación de la expresión de FABP5 (mRNA) 

en líneas celulares derivadas de tumores humanos (entre paréntesis se incluye el número de líneas 

celulares analizadas de cada tipo de cáncer), de la base de datos The Cancer Cell Line Encyclopedia. B) 

Niveles de FABP5 evaluados por Western Blot en distintas líneas celulares tumorales: MCF-7 y MDA-MB-

231 derivadas de cáncer de mama y A549, proveniente de un LUAD. Las células THP-1, procedentes de 

una leucemia monocítica, se utilizaron como control positivo. C) Caracterización de la expresión de las 

isoformas 1,2,3,4 y 7 de FABP en células A549 por Western Blot. Como controles positivos para cada 

isoforma se utilizaron: homogenatos de corazón (FABP3), cerebro (FABP7) y tejido adiposo (FABP4) de 

rata; proteínas recombinantes de rata purificadas (FABP2 y FABP4); y células de cáncer de colon CaCo-2 

(FABP1) o THP-1 (FABP5). 
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Así, el análisis bioinformático realizado con bases de datos públicas, que poseen 

información transcriptómica de tumores humanos, sugiere que FABP5 está asociada a 

un peor pronóstico en pacientes con LUAD. La línea celular A549 presentó niveles 

considerables de FABP5 sin observarse la expresión de las otras isoformas de FABPs 

estudiadas, por lo tanto, fue utilizada para el estudio del rol de FABP5 en el metabolismo 

de lípidos.    

  

1.Generación de modelos celulares con niveles alterados de FABP5 

 

El primer objetivo del trabajo consistió en generar modelos celulares con niveles 

alterados de FABP5 a fin de evaluar su rol en el metabolismo lipídico y en el fenotipo 

neoplásico. Generamos un modelo de sobre expresión de FABP5 mediante la 

transfección estable de las células A549 con un plásmido de expresión eucariota 

pcDNA3.1 en el que se insertó el cADN de FABP5 humana, pcDNA3.1-hFABP5 (como 

se describe en Materiales y Métodos). Las células transfectadas con el plásmido 

pcDNA3.1 vacío se utilizaron como control y se denominaron “pcDNA”. El modelo de 

sobre expresión mostró un aumento de los niveles de FABP5 del 50% respecto de la 

línea control (Figura 9). 

Figura 9: A) Niveles de FABP5 en modelo de sobre expresión: Células A549 fueron transfectadas con 

pcDNA3.1-hFABP5 o con el plásmido vacío pcDNA3.1 y seleccionadas con geneticina. Los niveles de 

FABP5 se evaluaron mediante Western Blot. Se utilizó vinculina como control de carga. B) Cuantificación 

densitométrica de las bandas obtenidas en el modelo de sobre expresión expresadas como 

FABP5/vinculina en unidades arbitrarias (UA). Los resultados corresponden a un experimento 

representativo y se expresan como la media ± SD. p<0,05 T-test. 
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Asimismo, se generó un modelo knockdown de FABP5 mediante la transfección 

transitoria de células A549 con dos secuencias de siRNAs direccionadas hacia el RNA 

mensajero de FABP5, secuencias “siRNA8” y “siRNA10”. Un pool de siRNAs sin 

secuencias complementarias en el transcriptoma de mamíferos (NT: “Non-targeting 

control pool”) se usó como control. La concentración de los siRNAs y tiempo de 

transfección necesarios para reducir los niveles de la proteína fueron establecidos 

mediante Western Blot. Los niveles de FABP5 se redujeron con los siRNA 10 y 8 

respecto del pool control, en las concentraciones ensayadas 2,5; 5 y 10 nM (Figura 10 

A) a partir de las 48 hs post transfección (resultados no mostrados). Los ensayos 

subsiguientes se realizaron a las 48 hs post transfección, utilizando una concentración 

10 nM de los siRNA y los niveles de FABP5 se redujeron un 30-70% respecto del control 

en distintos experimentos (Figura 10 B y C).  

Como se describió previamente, diferentes estudios muestran que en respuesta a la 

disminución o eliminación de una FABP se produce un  aumento de los niveles de otra 

isoforma [73, 188]. En el modelo knockdown de FABP5 en células A549 no se observó 

compensación con otras isoformas de FABPs (Figura 10 D). 
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Figura 10:  Modelo knockdown de FABP5 en células A549: A) Tres concentraciones (2,5; 5 y 10 nM) de los 

siRNA 8,10 y del pool de secuencias NT fueron ensayadas y los niveles de FABP5, 48 hs post transfección, 

se determinaron por Western Blot. Como control de carga en se utilizó β-Actina. B) Células A549 se 

transfectaron utilizando una concentración 10 nM de las secuencias de siRNA10 y 8 para silenciar FABP5 

o un pool de secuencias NT como control. Se evaluaron los niveles de FABP5 y β-Actina a las 48 hs post 

transfección. C) Cuantificación densitométrica de la señal de FABP5 normalizada a β-Actina. D) Perfil de 

expresión de FABPs en el modelo knockdown de FABP5. Los controles positivos utilizados fueron: 

Homogenato de corazón (FABP3) y tejido adiposo (FABP4) de rata, FABP1, FABP2 y FABP7 

recombinantes de rata purificadas). **p<0,01, * p<0,05 ANOVA. 

 

 

Los estudios realizados en los modelos con niveles alterados de FABP5 se 

complementaron utilizando compuestos químicos inhibidores de FABPs (Figura 11). 

HTS01037, es un inhibidor pan específico de FABPs [177], y SBFI26, un inhibidor 

específico de FABP5 y FABP7 [178]. 
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Figura 11: Estructuras moleculares de los compuestos inhibidores de FABPs. 

 

2. Estudio de la función de FABP5 en el destino de los FA en células 

neoplásicas.  

 

2 A. Lipogénesis 

 

FABP5 es necesaria para la incorporación de FA exógenos en lípidos celulares  

Las FABPs son proteínas pequeñas que presentan elevada afinidad por FA de cadena 

larga. Se ha propuesto que podrían transportar los FA a diferentes compartimentos 

celulares dirigiéndolos así hacia su oxidación, utilización en síntesis de lípidos complejos 

y regulación de factores transcripcionales [46]. En búsqueda de establecer la función de 

FABP5 en el metabolismo lipídico de células tumorales como transportadora de FA, se 

evaluó si participa de la incorporación de FA exógenos en lípidos complejos y si éstos 

son vehiculizados hacia la síntesis de una clase de lípido en particular.  

Hipótesis: FABP5 es necesaria para la incorporación de FA exógenos en los lípidos 

celulares y los direcciona principalmente hacia la síntesis de fosfolípidos favoreciendo 

la activa producción de membranas en células tumorales. 

La función de FABP5 en el direccionamiento de los FA hacia vías lipogénicas se estudió 

en las líneas celulares generadas con niveles alterados de FABP5 y en células A549 

tratadas con el inhibidor químico HTS01037, mediante la incubación con ácido [1-14C] 

palmítico por 4 hs. Las células transfectadas con los siRNA contra FABP5 presentaron 

una reducción en la incorporación del ácido [1-14C] palmítico en lípidos totales del 40% 

respecto del control (Figura 12 A). Se observaron resultados similares en células 

incubadas por 24 hs con el inhibidor pan-específico de FABPs, HTS01037 (Figura 12 
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B). Contrariamente, la sobre expresión de FABP5 incrementó un 20% la incorporación 

de ácido [1-14C] palmítico en lípidos totales respecto del control (Figura 12 C). El ácido 

palmítico fue incorporado mayormente en fosfolípidos, sin embargo, no se alteró la 

distribución porcentual del FA radioactivo en las distintas clases de lípidos en ninguno 

de los modelos celulares (Figuras 12 D, E y F). 

En conjunto los resultados sugieren que FABP5 es necesaria para la incorporación de 

FA exógenos en lípidos celulares. Sin embargo, no direcciona preferencialmente los FA 

exógenos hacia una vía lipogénica específica en células provenientes de LUAD. 
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Figura 12: FABP5 participa en la incorporación de FA exógenos en lípidos sin direccionarlos hacia una vía 

lipogénica específica. A) Células A549 fueron transfectadas con los siRNA 8, 10 o NT, o B) incubadas por 

24 hs con 100 μM HTS01037, o C) células que sobre expresan FABP5 fueron incubadas con ácido [1-14C] 

palmítico por 4 hs. Se extrajeron los lípidos y se cuantificó la radioactividad incorporada en lípidos totales 

normalizada al contenido de proteína. Los lípidos celulares extraídos del modelo knockdown de FABP5 (D), 

de células A549 tratadas con HTS01037 (E) y de células que sobre expresan FABP5 (F), fueron separados 

por cromatografía de capa fina (TLC) utilizando un sistema de solventes para lípidos neutros. Las bandas 

se rasparon y cuantificaron para determinar la distribución de la radioactividad incorporada en las distintas 

clases de lípidos. (PL: fosfolípidos, DAG: diacilglicéridos, FFA: ácidos grasos libres, TG: triacilglicéridos, 

CE: ésteres de colesterol). **p<0,01, * p<0,05. t-test y ANOVA. 

 

Estos resultados se replicaron en la línea celular MDA-MB-231, proveniente de un 

cáncer de mama, para el cual la importancia de FABP5 en el fenotipo neoplásico ha sido 

ampliamente documentada [156, 157, 170]. Al igual que en las células A549, la 

incorporación de ácido [1-14C] palmítico disminuyó un 25% en células MDA-MB231 

tratadas con el inhibidor de FABPs (HTS01037) (Figura 13 A). Adicionalmente, no se 

observaron diferencias en la distribución de la marca radioactiva en las distintas clases 

de lípidos (Figura 13 B). 

Los resultados obtenidos en células provenientes de LUAD y en la línea celular MDA-

MB231, sugieren que FABP5 es necesaria para la incorporación de FA exógenos en 

lípidos celulares.  

 

 

Figura 13: FABP5 es necesaria para la incorporación de FA exógenos en lípidos celulares en células 

provenientes de cáncer de mama triple negativo. A) Células MDA-MB-231 tratadas con HTS01037 50 μM 

o 100 μM por 24 hs, se incubaron con ácido [1-14C] palmítico por 4 hs. Los lípidos fueron extraídos (como 

se indica en Materiales y Métodos) y la marca radioactiva se cuantificó por contador de centelleo líquido. B) 

Mediante TLC se separaron los lípidos y las bandas obtenidas se rasparon y cuantificaron. Los valores 

representados corresponden a la media de duplicados. 
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La captación de FA exógenos no se ve afectada por FABP5 

Existe evidencia sobre la participación de diferentes isoformas de FABPs en la captación 

de FA exógenos [57, 58, 60]. En particular, se ha observado en modelos de células 

endoteliales de cerebro que FABP5 es necesaria para la internalización de FA [178, 

189]. En adipocitos de ratones, sin embargo, la sobre expresión de la proteína no afecta 

el uptake de FA [75]. Adicionalmente un estudio reciente revela que CD36, una 

glicoproteína que participa de la captación de FA, y FABP5 se encuentran 

coordinadamente reguladas en NSCLC [190]. Se evaluó si FABP5 se encuentra 

involucrada en la captación de FA en células de LUAD. 

Hipótesis: FABP5 favorece la internalización de FA exógenos en células A549. 

Analizamos los niveles de CD36 mediante Western Blot. Adicionalmente, se estudió la 

captación de FA en células A549 tratadas con el inhibidor HTS01037 100 μM o DMSO 

(vehículo) mediante la incubación con ácido [1-14C] palmítico por un minuto. La proteína 

CD36 no fue detectada en las condiciones ensayadas. Notablemente, tratamiento con 

el inhibidor de FABPs no modificó la capacidad de internalizar ácido [1-14C] palmítico al 

tiempo ensayado (Figura 14). 

Estos resultados sugieren que FABP5 no es necesaria para la captación de FA 

exógenos en células tumorales de LUAD. 

 

 

Figura 14: La captación de FA exógenos no se ve afectada por FABP5: Células A549 fueron tratadas con 

HTS01037 en una concentración 100 μM o con vehículo (DMSO) como control durante 24 hs. La 

radioactividad presente en las células luego de una incubación de 1 minuto con ácido [1-14C] palmítico 

complejado con BSA fue cuantificada. Los resultados corresponden a la media ±SD (n=6).  T-test. 
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FABP5 es necesaria para la síntesis endógena de FA  

A diferencia de lo que ocurre en células normales, la síntesis de novo de FA se 

encuentra incrementada en células tumorales probablemente para generar los FA 

requeridos en la síntesis de lípidos de membrana. La importancia de la síntesis de novo 

en la proliferación y su posible uso terapéutico en distintos tipos de cáncer han sido 

demostrados [121, 124-126, 139]. Recientemente FABP5 se ha relacionado con esta 

vía [64, 175, 191] pero no se ha determinado si la síntesis de novo se encuentra 

efectivamente modificada por FABP5. Investigamos en células de LUAD si FABP5 

modula la síntesis de novo de FA. 

Hipótesis: el efecto promotor tumoral de FABP5 se debe a la activación de la síntesis 

endógena de FA para la producción de lípidos de membranas. 

Utilizando los modelos celulares generados con niveles alterados de FABP5 y un 

inhibidor químico, HTS01037, realizamos ensayos de incorporación de [14C] acetato. 

Las células tratadas con el inhibidor de FABPs o con siRNAs contra FABP5 mostraron 

una reducción en la incorporación de [14C] acetato en los lípidos celulares (Figura 15 A 

y B). El efecto del knockdown fue menos pronunciado, probablemente por la reducción 

parcial en el nivel de FABP5. De forma opuesta, la sobre expresión de FABP5 

incrementó significativamente la incorporación de [14C] acetato en un 35 % en lípidos 

celulares (Figura 15 C). Al analizar en qué clases de lípidos complejos fue incorporado 

el [14C] acetato, se observó una mayor proporción en fosfolípidos, sin embargo, no se 

encontraron diferencias significativas en la distribución relativa de la marca radioactiva 

al alterar los niveles de FABP5, ni al incubar las células con HTS01037 (Fig. 15 D y E). 

Las diferencias en la radioactividad incorporada en lípidos se deben a la síntesis de 

novo de FA, dado que la incorporación [14C] acetato en lípidos insaponificables no se 

encontró modificada respecto del control al aumentar los niveles de FABP5 (resultados 

no mostrados). 

En conjunto, los resultados indican que FABP5 es necesaria para la síntesis endógena 

de FA y su incorporación en lípidos celulares. 
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Figura 15: FABP5 regula la síntesis de novo de FA. Células A549 transfectadas con siRNA 8, 10 o NT por 

48 hs (A), tratadas con HTS01037 100 μM o vehículo (DMSO) por 24 hs (B) o que sobre expresan FABP5 

(C), fueron incubadas por 4 hs con [14C] acetato previo a su cosechado. Los lípidos celulares se extrajeron 

como lo describieron Bligh & Dyer y la radioactividad asociada a los mismos se cuantificó en un contador 

de centelleo líquido. Parte de los lípidos extraídos de células tratadas con el inhibidor HTS01037 (D) o que 

sobre expresan FABP5 (E) se resolvieron por TLC utilizando sistema de solventes para lípidos neutros y 

las bandas obtenidas se rasparon y cuantificaron por centelleo líquido. (PL: fosfolípidos, DAG: 

diacilglicéridos, FFA: ácidos grasos libres, TG: triacilglicéridos, CE: ésteres de colesterol). Los valores 

corresponden a la media ± SD de un experimento representativo (n = 3). **p<0,01, * p<0,05. t-test y ANOVA. 

 

La inhibición de FABP5 reduce la secreción de lípidos componentes del 

surfactante pulmonar 

La línea celular A549 presenta características de células alveolares tipo II, como la 

capacidad de secretar surfactante pulmonar [192, 193]. FABP5 se expresa en células 

alveolares tipo II  [194] y se ha reportado que ratones doble knockout para FABP3 y 

FABP5 muestran alteraciones en la síntesis de surfactante pulmonar [77]. La fracción 

lipídica del surfactante pulmonar se constituye principalmente de fosfolípidos y un 

pequeño porcentaje de lípidos neutros [195-198], siendo la dipalmitoilfosfatidilcolina el 

componente mayoritario de los fosfolípidos [199]. Dada la participación de FABP5 en la 
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incorporación de FA a los lípidos celulares, se evaluó si esta proteína afecta la 

producción de los componentes lipídicos del surfactante en células A549. 

Hipótesis: FABP5 participa del direccionamiento de FA hacia la producción de 

fosfolípidos que forman parte del surfactante pulmonar y son secretados por las células 

A549. 

En los modelos celulares con niveles alterados de FABP5 realizamos un ensayo de 

pulso y caza, como se describe en Métodos. Se observó una disminución del 30% en la 

radioactividad asociada a los lípidos secretados en las células tratadas con el inhibidor 

de FABPs (Figura 16 A). La distribución relativa de los lípidos secretados marcados, 

compuestos principalmente por fosfolípidos, diacilglicéridos y lisofosfolípidos (Figura 16 

B) no cambió significativamente entre los grupos.   

Estos resultados sugieren que la inhibición de FABP5 reduce la secreción de lípidos 

componentes del surfactante pulmonar en células A549. 

 

 

Figura 16: La inhibición de FABP5 reduce la secreción de surfactante pulmonar. Células A549 se incubaron 

con ácido [1-14C] palmítico por 24 hs, se lavaron, y se suplementaron con medio fresco en presencia o 

ausencia de 100 μM HTS01037 o DMSO (vehículo) por 24 hs. Se extrajeron los lípidos del medio 

condicionado y se cuantificó la radioactividad (A). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA) 

respecto del control. Los valores corresponden a la media ±SD (n=3) * p<0,05. t-test. (B) La distribución de 

la marca en los lípidos secretados, se estimó por cromatografía en capa fina. 

 

 

 

2 B. Oxidación de combustibles metabólicos 
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FABP5 no modifica el metabolismo energético celular 

Como se ha mencionado, los FA también pueden ser utilizados como fuente de energía 

mediante su oxidación en la mitocondria. Se desconoce si FABP5 promueve la 

utilización de los FA como fuente de energía en células tumorales produciendo 

alteraciones en el metabolismo energético celular.  

Hipótesis: FABP5 transporta los FA hacia vías de síntesis de lípidos, desviándolos de 

vías catabólicas como la β-oxidación. Asimismo, FABP5 favorece la producción de 

energía mediante “glucólisis aeróbica” la cual aporta, además, sustratos necesarios para 

procesos anabólicos, como la síntesis de FA. 

Cuantificamos el 14CO2 producido a partir de ácido [1-14C] palmítico para estimar la 

oxidación de FA en las células A549 con niveles alterados de FABP5. Adicionalmente, 

se analizó la relación entre FABP5 y la “glucólisis aeróbica” a través de la cuantificación 

del lactato secretado al medio y la determinación de los niveles de las enzimas lactato 

deshidrogenasa y hexoquinasa 1. Como se observa en la Figura 17, los niveles de 14CO2 

no presentaron diferencias significativas al disminuir los niveles de FABP5 (A) o al inhibir 

la proteína (B), ni en el modelo de sobre expresión (C) respecto de los controles 

correspondientes. Aunque se ve una disminución de la expresión de hexoquinasa 1 en 

las células que expresan niveles elevados de FABP5, no se encontraron diferencias en 

los niveles de lactato producidos, ni de la enzima lactato deshidrogenasa al aumentar la 

expresión de FABP5, como tampoco al tratar las células con HTS01037. 

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que FABP5 no modifica el metabolismo 

energético celular a través de la oxidación de FA o de la glucólisis en células tumorales 

provenientes de LUAD. 
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Figura 17: FABP5 no modifica el metabolismo energético celular. Células A549 transfectadas con los siRNA 

8 y 10, o con el pool NT(A), tratadas por 24 hs con HTS01037 o con el vehículo (DMSO) (B), y células A549 

que sobre expresan FABP5 se incubaron por 4hs con [1-14C] palmítico. El 14CO2 liberado se cuantificó en 

un contador de centelleo líquido. En todos los casos, la radioactividad asociada al CO2 se normalizó por la 

cantidad de proteína total en cada muestra. Los valores corresponden a la media ± SD de un experimento 

representativo (n>4) t-test y ANOVA. D) Los niveles de lactato se cuantificaron utilizando un kit colorimétrico 

en la línea celular A549 pcDNA y A549 pcDNA-hFABP5, como así también en células A549 tratadas con el 

inhibidor HTS01037 100 μM o con DMSO (vehículo) por 24hs. E) Los niveles de LDH (lactato 

deshidrogenasa) determinados por Western Blot en células A549 tratadas con HTS01037 por 24hs y en 

células con niveles aumentados de FABP5 (pcDNA-hFABP5). El nivel de la hexoquinasa 1 (HK1) se estudió 

en el modelo celular de sobre expresión de FABP5. Los valores corresponden a la media ± SD de un 

experimento representativo (n=4) ANOVA. 

 

 

 

El contenido total y el perfil de FA no se ven afectados por los niveles de FABP5 
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Dadas las diferencias observadas en la síntesis de novo de FA sin alteraciones en la 

degradación de los mismos, estudiamos si FABP5 altera el contenido y la composición 

de los FA en las células A549. 

Hipótesis: Alteraciones en los niveles de FABP5 producen cambios en el contenido y la 

composición de FA en las células A549. 

Se extrajeron los lípidos de células con niveles elevados de FABP5, células A549 

tratadas con HTS01037 y de los controles correspondientes. Mediante cromatografía 

gaseosa se analizó el perfil de FA y se determinó la identidad mediante la comparación 

con estándares comerciales de FA. Para la cuantificación de FA totales se adicionó 

ácido heptanoico (17:0) como estándar interno. Contrariamente a lo esperado, no se 

observaron cambios en las proporciones de FA saturados e insaturados al inhibir FABP5 

ni al aumentar sus niveles (Figura 18 A y B). Más aún, no hubo diferencias significativas 

en la cantidad total de FA normalizada al contenido de proteínas en los modelos 

celulares (Figura 18 C y D), ni en la cantidad de proteína por célula en el modelo de 

sobre expresión (Figura 18 E), sugiriendo que no hay cambios en el contenido de FA 

por célula.  

Los resultados indican que las células tumorales de LUAD mantienen el contenido y la 

composición de FA independientemente de FABP5 y las modificaciones en el 

metabolismo de FA que produce. 
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Figura 18: El perfil y el contenido de FA no se modifica por FABP5: A y B: Se extrajeron los lípidos de células 

A549 tratadas con el inhibidor de FABPs HTS01037 y de la línea celular que sobre expresa FABP5 

respectivamente. Mediante cromatografía gas líquida se analizó el perfil de FA. La identidad de los distintos 

FA se determinó utilizando una mezcla de FA comercial. C y D) Se agregó ácido heptanoico (estándar 

interno) a los lípidos extraídos de células A549 tratadas con HTS01037 100 μM o el vehículo (DMSO) y a 

las células con niveles de FABP5 aumentados. Los ésteres metílicos derivados de FA fueron analizados 

por cromatografía y la cantidad total fue estimada respecto del ácido heptanoico. Los resultados se 

expresan como la media ± SD (n=3) de un experimento representativo. T-test o ANOVA. E) Se realizó el 

recuento de células en cámara de Neubauer y la cuantificación de proteínas por el método de Bradford de 

células A549 pcDNA y A549 pcDNA-hFABP5. Los resultados se expresan como proteína/célula. Los valores 

corresponden a la media (n=2). 
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2 C. Regulación de la expresión génica 

 

Los FA regulan la expresión génica mediante la unión a receptores nucleares como los 

PPARs [39]. FABP5 en particular, ha sido asociada a la activación de PPARβ/δ por ácido 

retinoico o ligandos sintéticos en diversos cánceres [167, 170, 200]. En LUAD no hay 

evidencias de que FABP5 participe en la regulación de la transcripción. Investigamos si 

FABP5 modifica la expresión de proteínas en LUAD y si regula el metabolismo de lípidos 

mediante la activación de PPARs. 

Hipótesis. FABP5 regula la expresión génica en LUAD. 

Inicialmente se evaluó el perfil de expresión génica asociado a FABP5 en muestras de 

tumores de LUAD. Para ello, se realizó un análisis bioinformático a partir de un set de 

datos de expresión del TCGA, dividiendo a los tumores en dos grupos, por la mediana, 

en alta y baja expresión de FABP5. Los genes diferencialmente expresados entre ambos 

grupos y las muestras, se sometieron a un análisis jerárquico no supervisado 

obteniéndose dos clusters de muestras y dos de genes. Se realizó el enriquecimiento 

funcional del cluster correspondiente a los genes cuyos niveles se modifican 

directamente con los de FABP5 (naranja) o bien aquellos genes que se ven 

inversamente relacionados al nivel de FABP5 (turquesa). Los resultados mostraron que 

las vías biológicas cuyos genes se encontraron asociados a los niveles de FABP5 en 

tumores, corresponden en su mayoría a procesos inmunes (Figura 19 A).  Estos 

resultados podrían estar sesgados diferencialmente por la presencia de células 

pertenecientes al sistema inmune, que expresan FABP5, en las muestras utilizadas para 

el análisis. A fin de independizarnos de la infiltración inmune tumoral, se evaluaron los 

genes diferencialmente expresados en líneas celulares derivadas de LUAD en función 

de los niveles de expresión de FABP5. Los resultados del enriquecimiento funcional 

sugieren que FABP5 regula la expresión génica afectando el ciclo celular y la 

transcripción génica (Figura 19 B y C).  
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Figura 19: (página previa) FABP5 regula la expresión génica en LUAD. A) Genes diferencialmente 

expresados en tumores de LUAD (TCGA) separados por la mediana en dos grupos, alta y baja expresión 

de FABP5 p-valor<0,0001. En el panel derecho se grafica el enriquecimiento funcional de cada cluster de 

genes. B y C) Análisis del enriquecimiento funcional de genes diferencialmente expresados en células de 

LUAD (CCLE) según vías biológicas y funciones moleculares respectivamente. Gráfico de barras que 

representa el porcentaje de genes afectados por los niveles de FABP5. p-valor=0,05: línea roja, -log 10 (p-

valor): línea naranja.  

 

A continuación, se analizó si FABP5 transloca a núcleo en nuestras condiciones 

experimentales. Los niveles en el núcleo como en el citosol se evaluaron mediante 

fraccionamiento celular (como se describe en materiales y métodos) y Western Blot en 

la línea A549 que sobre expresa FABP5 y su control. La pureza de las fracciones se 

determinó utilizando vinculina y GAPDH (marcadores de citosol) e Histona H1 (marcador 

de núcleo) (Figura 20 A, panel izquierdo). FABP5 se encontró en el núcleo de células 

A549 y en la fracción citosólica en ambos modelos (Figura 20 A, panel derecho).  

Con el objetivo de determinar si la presencia de FABP5 en el núcleo está relacionada 

con la activación de PPARs y la regulación de la expresión de enzimas que participan 

del metabolismo de lípidos, se estimaron mediante Western Blot, los niveles de 

expresión de isoformas de PPARs (α, β/δ, γ), ILK (quinasa unida a integrinas), SCD-1 

(estearoil-CoA desaturasa 1), FASN (Ácido Graso Sintasa) y ACLY (ATP citrato liasa). 

En el perfil de expresión de PPARs se detectaron las isoformas α y ɣ; sin embargo, 

PPAR β/δ, la isoforma principalmente asociada a FABP5, no se encontró en la línea 

celular A549 (Figura 20 B).  Además, se observó una reducción de ILK, gen blanco de 

PPAR β/δ, en células que sobre expresan FABP5 (Figura 20 C). Notablemente, los 

niveles de proteínas lipogénicas (FASN, SCD-1 y ACLY) mostraron una relación directa 

con los niveles de FABP5 (Figura 20 C). Más aún, la inhibición de FASN con C75, redujo 

los niveles de FABP5 (Figura 20 D), apoyando la idea de una regulación recíprocamente 

coordinada entre FABP5 y la vía de síntesis de novo de FA.   
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Figura 20: FABP5 regula la expresión génica en células A549: A) Análisis de la pureza de las fracciones 

subcelulares utilizando vinculina y GADPH (marcadores de citosol) e histona H1 (marcador de núcleo) en 

células A549 (panel izquierdo) y presencia de FABP5 en dichos compartimentos (panel derecho). B) Perfil 

de expresión de PPARs en células A549. C) Los niveles de SCD-1, FASN, ACLY e ILK se ensayaron por 

Western Blot utilizando lisados de células que sobre expresan FABP5 y su control (pcDNA) (Panel 

izquierdo). FASN y SCD-1 se evaluaron en homogenatos de células tratadas con HTS01037 o DMSO 

(vehículo) (Panel derecho). D) Células A549 se trataron con C75 (20 μg/ul) y se examinaron los niveles de 

expresión de FABP5 por Western Blot. Se utilizó vinculina y β-actina como control de carga. Las imágenes 

corresponden a un ensayo representativo. 

 

Para evaluar directamente si FABP5 activa la transcripción génica en la línea celular 

A549 mediante PPARs, utilizamos un sistema reportero que consiste en la secuencia 
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PPRE río arriba del gen de luciferasa. Como PPARβ/ no fue detectado en la línea 

celular A549, estudiamos si FABP5 activa la transcripción génica a través de las 

isoformas de PPAR que se expresan en nuestro modelo (α y ɣ). Para poner a punto la 

técnica en un modelo fácilmente transfectable se utilizó la línea celular HeLa que 

expresa sólo FABP5. Se realizó la transfección utilizando los plásmidos pGL4-PPRE-

Luc y pcDNA3.1-mPPARɣ o pCMX-mPPARα. Como se esperaba, el aumento de la 

expresión de las isoformas alfa y gamma de PPARs individualmente, incrementaron la 

señal de luciferasa respecto de las condiciones basales (Figura 21). Se llevaron a cabo 

numerosos ensayos utilizando distintos métodos de transfección transitoria (con 

diferentes lipofectaminas, electroporación y polietilenimina) en la línea celular A549. 

Lamentablemente, a diferencia de lo que se observa en las células HeLa, las células 

A549 no presentaron una eficiencia de transfección adecuada para el ensayo de gen 

reportero.   

 

 

Figura 21: Ensayo reportero de luciferasa en células HeLa transfectadas con los plásmidos pGL4-PPRE-

Luc y pcDNA3.1-mPPARɣ o pCMX-mPPARα. Los resultados se expresan como la media ± SD (n=3) de un 

experimento representativo. ***p<0,001 **p< 0,01, *p<0,05 ANOVA. 

En conjunto, los resultados sugieren que FABP5 regula la expresión génica en células 

provenientes de LUAD, por un mecanismo distinto de PPAR β/δ, alterando la expresión 

de enzimas que participan del metabolismo de FA. Lamentablemente, no pudimos 

evaluar la participación de PPARα y  en nuestro modelo. 
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3. Analizar el papel de FABP5 en el fenotipo celular neoplásico 

 

FABP5 promueve la proliferación, migración e invasión de células tumorales y favorece 

el crecimiento de tumores [152-157, 163, 166, 167, 170, 185-187]. Nuestro análisis 

bioinformático indica que niveles elevados de FABP5 en LUAD se asocian con un peor 

pronóstico (Figura 1B). Adicionalmente, en células derivadas de LUAD, FABP5 regula 

positivamente la síntesis de novo de FA (Figura 10), vía indispensable para mantener el 

fenotipo tumoral y promover el desarrollo de tumores [124, 127, 201]. Evaluamos si 

FABP5 promueve el fenotipo neoplásico de células derivadas de LUAD.  

Hipótesis: FABP5 es necesaria para la proliferación, migración, adhesión celular y el 

desarrollo de tumores en un modelo in vivo, en células provenientes de LUAD. 

 

FABP5 es necesaria para la proliferación celular  

 

La proliferación en los modelos celulares con niveles alterados de FABP5 se estudió 

mediante el recuento y la viabilidad celular que se evaluaron en cámara de Neubauer 

utilizando la tinción con azul de tripán. En el modelo knockdown de FABP5 se observó 

una tendencia a la disminución del número de células a las 48 hs post transfección, sin 

que llegara a ser estadísticamente significativa (Figura 22 A). El tratamiento con 

HTS01037 redujo la proliferación celular de forma dosis dependiente a las 24 y a las 48 

hs (Figura 22 B). Concentraciones menores a 50 μM del inhibidor no tuvieron efecto 

sobre el crecimiento celular (resultados no mostrados). Por último, no se observaron 

diferencias en las curvas de crecimiento de células que sobre expresan FABP5 respecto 

del control (Figura 22 C). 
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Figura 22:  Células de LUAD requieren de FABP5 para la proliferación celular. A) Número de células luego 

de 48hs de silenciamiento de FABP5. Los valores corresponden a la media ± SD de un experimento 

representativo (n=3). B) Células A549 se incubaron por 24 hs y 48 hs con diferentes concentraciones de 

HTS01037 y se realizó el recuento celular con cámara de Neubauer. Los valores corresponden a la media 

de duplicados. C) Curva de crecimiento de células A549 transfectadas con pcDNA3.1 hFABP5 y con 

pcDNA3.1 vacío. Los valores corresponden a la media ± SD de un experimento representativo (n=3). 

 

A fin de caracterizar el efecto de FABP5 en la proliferación celular se ensayaron los 

niveles de PARP clivado, como indicador de apoptosis y de las ciclinas D1 y B1, cuyos 

niveles se encuentran aumentados en las fases G1 y G2/M del ciclo celular, 

respectivamente. Adicionalmente, se analizó la distribución de las células en el ciclo 

celular mediante citometría de flujo, utilizando bromodeoxiuridina (BrdU) y tinción con 

ioduro de propidio, como se describe en Métodos. Las células tratadas con HTS01037 

presentaron niveles de ciclina B1 y ciclina D1 reducidos sin observarse PARP clivado, 

indicando que los cambios en la proliferación pueden asociarse al arresto celular en fase 

G0/G1 temprana (Figura 23 E). Además, el análisis del ciclo celular por citometría de 

flujo reveló un incremento de células en fase G0/G1 con una disminución en el 

porcentaje de células en G2/M y una notable reducción del porcentaje de células en fase 

S al ser tratadas con HTS01037, respecto de las células control (Figura 23 B). El modelo 

knockdown para FABP5 también muestra una reducción de ciclinas D1 y B1, y aunque 

no presentó diferencias significativas en la distribución de las células en las distintas 

fases del ciclo celular, las tendencias acompañan los resultados obtenidos con el 

inhibidor de FABPs (Figura 23 A y D). En células que sobre expresan FABP5 no se 

observaron alteraciones en la distribución en el ciclo celular respecto del control (Figura 

23 C). 
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Figura 23: La inhibición de FABP5 produce arresto del ciclo celular. Células A549 transfectadas con los 

siRNA10 y 8 direccionados al mRNA de FABP5 o con el pool control NT (A), tratadas con HTS01037 o con 

DMSO (control) por 24 hs (B) y células que sobre expresan FABP5 (C) se trataron por 2 hs con BrdU, se 

fijaron y se incubaron con anticuerpo anti-BrdU conjugado con FITC. Finalmente se tiñeron con ioduro de 

propidio. El porcentaje de células en cada fase del ciclo celular se analizó por citometría de flujo. D y E) 

Niveles de ciclina B1, ciclina D1 y PARP evaluados mediante Western Blot en el modelo knockdown y en 
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células tratadas con el inhibidor de FABPs respectivamente. Los valores corresponden a la media ± SD de 

un experimento representativo (n = 3) * p<0,05.ANOVA. 

 

Para corroborar los resultados obtenidos en la proliferación de células A549 tratadas 

con HTS01037 y descartar posibles efectos inespecíficos de la droga, utilizamos un 

inhibidor de FABP5 y FABP7, SBFI26, estructuralmente distinto a HTS01037 (Figura 

11). Se ensayaron diferentes concentraciones de SBFI26 por 24 hs y se determinó el 

número de células mediante recuento en cámara de Neubauer, la viabilidad utilizando 

el colorante tripán blue y los niveles de PARP, ciclinas B1 y D1 mediante Western Blot. 

La inhibición de FABP5 con SBFI26 redujo significativamente el número de células, sin 

observarse células muertas (Figura 24 A). Adicionalmente los niveles de ciclina B1 y D1 

se encontraron disminuidos en las células tratadas con el inhibidor (Figura 24 B).  El 

perfil de ciclinas observado es similar al que se obtuvo al tratar las células con 

HTS01037 y en el modelo knockdown de FABP5. Estos resultados avalan que el efecto 

en la proliferación celular observado con HTS01037, es consecuencia de la inhibición 

de FABP5 y no de efectos inespecíficos de la droga. 

 

 

Figura 24: El inhibidor SBFI26, afecta la proliferación celular. A) Células A549 fueron incubadas por 24 hs 

con diferentes concentraciones del inhibidor SBFI26 (específico para FABP5 y FABP7) o DMSO como 

control. El recuento celular se realizó en cámara de Neubauer con azul de tripán. Los resultados se expresan 

como la media ± SD (n=3). ANOVA. B) Los niveles de ciclina B1 y ciclina D1 fueron estimados mediante 

Western Blot en células A549 control y tratadas con SBFI26 25 μM y 100 μM por 24 hs. 

 

Adicionalmente evaluamos el efecto de HTS01037 en la proliferación en un modelo 

alternativo de adenocarcinoma de pulmón, la línea celular Calu-6, con alta expresión de 

FABP5 (Figura 25 A).  El perfil de FABPs indicó que las células Calu-6 expresan las 

isoformas FABP4 y FABP5 (Figura 25 B). Notablemente, el tratamiento por 24 y 48hs 
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con el inhibidor pan específico de FABPs redujo la proliferación celular a 100 μM y a 50 

μM, respectivamente (Figura 25 C y D). Estos resultados fueron obtenidos en el marco 

del trabajo final de licenciatura de María Elizabeth Martínez (Facultad de Ciencias 

Exactas, UNLP), realizado bajo mi codirección.  

 

 

Figura 25: La inhibición de FABP5 reduce la proliferación de células Calu-6: A) Análisis de expresión de 

FABP5 en líneas celulares provenientes de cáncer de pulmón. Los niveles de FABP5 en Calu-6 se muestran 

en color rojo y en A549 en azul. B) Perfil de expresión de FABPs en células Calu-6 utilizando controles 

positivos para cada isoforma: FABP1 y 2 de rata purificadas, homogenato de corazón y de tejido adiposo 

de rata, células A549 y FABP7 humana purificada. Como control de carga se utilizó β-actina. Células Calu-

6 se trataron por 24 (C) y 48 hs (D) con distintas concentraciones de HTS01037 y se estimó el número de 

células con violeta cristal. Los resultados se expresan como la media ±SD (n=3). ANOVA 
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La sobre expresión de FABP5 en células A549 no produjo cambios en la proliferación 

celular, probablemente debido a que esta línea, proveniente de células tumorales, posee 

una tasa de proliferación elevada y expresa niveles considerables de FABP5. Con el 

objetivo de evaluar si el aumento de los niveles de FABP5 incrementa la proliferación 

celular favoreciendo un fenotipo neoplásico se decidió utilizar una línea de fibroblastos 

normales proveniente de pulmón humano, WI-38. Inicialmente se realizó la 

caracterización de la línea celular evaluando los niveles de las isoformas de FABPs más 

ampliamente expresadas mediante Western Blot. No se detectaron niveles significativos 

de ninguna de las FABPs ensayadas (Figura 26), observándose sólo una banda tenue 

de FABP1.  Dada la ausencia de FABP5 en la línea celular WI-38, decidimos utilizarla 

como modelo alternativo para estudiar los efectos de la sobre expresión de esta proteína 

en la proliferación celular. Realizamos numerosos intentos para generar un modelo de 

sobre expresión de FABP5 en WI-38 mediante la transfección con Lipofectamina o PEI 

del plásmido pcDNA3.1-hFABP5 bajo distintas condiciones, pero no fue posible generar 

una población estable de células transfectadas. 

 

 

Figura 26: Niveles de FABPs en la línea celular WI-38 proveniente de fibroblastos de pulmón normales. Se 

utilizaron controles positivos para cada isoforma de FABP: Homogenato de corazón y tejido adiposo de rata, 

para FABP3 y 4, respectivamente, FABP1 de rata purificada y la línea celular A549, para FABP5.  

 

Si bien no se logró evaluar el efecto de FABP5 en un contexto celular normal, en 

conjunto, los resultados sugieren que la inhibición de FABP5 en células proveniente de 

LUAD genera un arresto en el ciclo celular en la fase G0/G1 causando una reducción 

en la proliferación. 
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FABP5 está involucrada en la adhesión y migración celular 

 

Analizamos, asimismo, el efecto de FABP5 sobre otros procesos alterados en las células 

tumorales, como la adhesión y la migración celular. Utilizando una tinción con violeta 

cristal de las células adheridas 2 hs post siembra, estudiamos la capacidad de adherirse 

de nuestros modelos celulares. Para ensayar el potencial rol de FABP5 en la migración 

celular se llevó a cabo el ensayo de la herida como se describe en materiales y métodos. 

En las células tratadas con el inhibidor y con uno de los siRNAs la adhesión celular se 

encontró reducida (Figura 27 A y B). En cambio, en el modelo de sobre expresión de 

FABP5 la capacidad de las células para adherirse al sustrato se incrementó 

significativamente (Figura 27 C). Al evaluar la migración celular se observó una mayor 

capacidad migratoria de células que sobre expresan FABP5 y el tratamiento con 

HTS0107 evidencia una tendencia opuesta (Figura 27 D, E, F y G).  

Los resultados indican que FABP5 está involucrada en la capacidad de adhesión y 

migración de la línea celular A549. 
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Figura 27: Los niveles de FABP5 afectan la capacidad de adhesión y migración celular. Células A549 

knockdown para FABP5, tratadas con HTS01037 100 μM por 24 hs o células que sobre expresan FABP5 

(a, b y c respectivamente) se sembraron y, luego de 2 hs, las células adheridas se cuantificaron utilizando 

violeta cristal. D y E: imágenes representativas de la migración celular estimada a través del ensayo de la 

herida y tinción con violeta cristal en células A549 tratadas con HTS01037 100 μM y el modelo de sobre 

expresión de FABP5.F y G: Cuantificación del área correspondiente a la herida en el ensayo de migración 

celular. Los valores corresponden a la media ± SD de un experimento representativo (n >3) * p<0,05, t-test 

o ANOVA. 

 

FABP5 favorece el desarrollo tumoral in vivo 
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Se investigó el efecto de FABP5 en el crecimiento de la línea celular A549 en un modelo 

in vivo mediante la inoculación subcutánea de 1x 106 células pcDNA-hFABP5 o pcDNA 

en ratones nude.  El volumen de los tumores se calculó con la fórmula indicada en 

Métodos y se graficó el volumen relativo al volumen inicial. Todos los ratones inoculados 

desarrollaron tumores a los 7 días. Los tumores provenientes de las células con niveles 

aumentados de FABP5 mostraron un incremento en la tasa de crecimiento respecto de 

aquellos desarrollados a partir de células control (Figura 28). Así, el tiempo de 

duplicación del volumen tumoral fue de 10,6 días para los tumores control y de 8,15 para 

los tumores que sobre expresan FABP5. Notablemente, los resultados sugieren que 

elevados niveles de FABP5 favorecen el crecimiento tumoral in vivo. 

 

Figura 28: FABP5 favorece el crecimiento tumoral in vivo. Ratones nude se inocularon subepidérmicamente 

con 1x106 células pcDNA o pcDNA-hFABP5 y el tamaño de los tumores se midió semanalmente con calibre. 

Se calculó el volumen del tumor utilizando la fórmula del elipsoide V = a2 x b x 1/ 2, donde a es el ancho del 

tumor y b es la longitud, en milímetros. Los resultados se representan como la media del volumen relativo 

al volumen inicial ±SD (n=4) *p<0,05 ANOVA. 

 

Análisis transcriptómico  

 

En modelos celulares generados en este trabajo, la alteración de los niveles de FABP5 

conlleva a efectos pleiotrópicos en el metabolismo de lípidos, proliferación celular y 

adhesión, entre otros procesos, tanto in vitro como in vivo. Asimismo, nuestros 

resultados sugieren un rol de la proteína en la regulación de la expresión génica. Con el 
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objetivo de identificar los procesos biológicos regulados transcripcionalmente por 

FABP5, los factores de transcripción que pueden mediar el efecto y los genes blanco 

responsables de la respuesta biológica, se llevó a cabo la secuenciación masiva de RNA 

en células A549 tratadas con el inhibidor HTS01037.  

Hipótesis: FABP5 regula la transcripción de genes responsables de las alteraciones 

fenotípicas observadas previamente. 

Brevemente, se extrajo el ARN total de células A549 tratadas con HTS01037 y células 

control (incubadas con el vehículo, DMSO) y se generó una biblioteca de cADN que 

posteriormente fue secuenciada. Las lecturas resultantes se mapearon y alinearon al 

genoma de referencia. Los resultados se normalizaron y se determinaron los genes 

diferencialmente expresados con DSEQ2. La única isoforma de FABPs que se 

transcribe en células A549 es la 5 (Figura 29 A), en concordancia con nuestros 

resultados obtenidos por Western Blot (Figura 8 C). Asimismo, encontramos una 

disminución en la transcripción de genes relacionados a la síntesis de novo de FA 

(FASN, SCD-1 y ACLY) al tratar las células con HTS01037, como observamos a nivel 

de proteína (Figura 29 C y 20 C). También hubo una correspondencia entre los niveles 

del ARN y la proteína en el caso de ciclina B1 (Figura 29 C y 23 E). Sin embargo, se 

observó un incremento de la transcripción de ciclina D1 y bajos niveles de la proteína 

por Western Blot (Figura 29 C y 23 E).  

De un total de 19146 genes expresados, 5552 mostraron una expresión diferencial al 

inhibir FABP5 en células A549 (Figura 29 B). Entre ellos, 582 se encontraron sobre 

expresados o sub expresados más de dos veces (FC) respecto al grupo control (Figura 

29 C, puntos rojos y verdes, respectivamente). El enriquecimiento funcional reveló que 

los genes significativamente aumentados al inhibir FABP5 estarían asociados a 

procesos de transporte transmembrana, utilizando la colección Gene Ontology para el 

análisis (Figura 29 D). De manera interesante, los genes que se sub expresan en células 

tratadas con el inhibidor de FABP5 están involucrados en diferentes procesos 

necesarios, principalmente, para la progresión en el ciclo celular (Figura 29 E). 
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Figura 29:  FABP5 regula la expresión génica a nivel transcripcional en células A549 A) Perfil de expresión 

de las isoformas de FABP en células A549 expresado como fragmentos por kilobase de transcripto por 

millón de lecturas mapeadas (FPKM). B) Volcano plot de la distribución de los genes diferencialmente 

expresados en células A4549 tratadas con HTS01037 respecto del control. Los genes diferencialmente 

expresados significativamente se resaltaron, con rojo los que se incrementaron con el tratamiento y con 

verde los que disminuyeron al menos dos veces respecto al control. FC: fold change. C)  Expresión de los 

genes correspondientes a FASN, SCD-1, ACLY, ciclina D1 (CCND1) y ciclina B1 (CCNB1), en células A549 

tratadas con HTS01037 respecto del control. D-E) Análisis de enriquecimiento funcional en Gene Ontology 

de los genes diferencialmente expresados, se graficaron las principales categorías significativamente 

enriquecidas. D) Top 10 de las categorías significativamente incrementadas en células A549 tratadas con 

el inhibidor de FABPs HTS01037 respecto del control. E) Top 10 de las categorías reducidas en células 

A549 tratadas con HTS01037 respecto del control. 

 

 

Los resultados preliminares del análisis transcriptómico, sugieren que FABP5 tiene un 

papel importante en la regulación de la expresión génica.  Adicionalmente, en conjunto 

con los estudios previos por citometría de flujo y Western Blot, indican que FABP5 

controla la transcripción de genes involucrados en la progresión del ciclo celular. El 

mecanismo será investigado en el laboratorio a partir de los resultados obtenidos en 

este trabajo. 
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DISCUSIÓN 

FABP5 es una proteína citosólica que une FA con gran afinidad transportándolos hacia 

diferentes compartimentos celulares. Se ha asociado con el desarrollo y la progresión 

de varios tipos de cáncer, especialmente próstata y mama. Sin embargo, la función de 

FABP5 en el transporte de FA de células tumorales no ha sido completamente 

dilucidada. En el presente trabajo se planteó como hipótesis general que el aumento de 

FABP5 observado en cáncer es parte de la reprogramación metabólica de las células 

tumorales, direccionando los FA sintetizados de novo hacia la producción de 

membranas necesaria para mantener la proliferación celular. Asimismo, hipotetizamos 

que estos FA alteran la expresión génica mediante la transactivación de receptores 

nucleares por FABP5. Ambas funciones de FABP5 podrían contribuir a mantener el 

fenotipo celular transformado. 

El LUAD es un cáncer de alta incidencia en la Argentina cuya reprogramación del 

metabolismo de lípidos está bien documentada [202]. El rol de FABP5 en LUAD no ha 

sido establecido. Un trabajo que integra los resultados de proteómica publicados indica 

que existen controversias respecto de los niveles de expresión de la proteína en NSCLC 

[203]. Aquí evaluamos los niveles de FABP5 en LUAD demostrando que son 

comparables con los niveles de expresión en aquellos cánceres donde se la ha asociado 

con la progresión tumoral. En el mismo sentido, en células derivadas de 

adenocarcinoma de pulmón humano (A549) los niveles de FABP5 fueron similares a los 

de líneas celulares de cáncer de mama. Particularmente, la línea celular A549 no 

expresa las isoformas 1,2,3,4 ni 7 de las FABPs. La ausencia de otras isoformas de 

FABPs permite evaluar individualmente la función de FABP5, además las células A549 

dependen de la biosíntesis de lípidos para la proliferación [100, 127, 204, 205]. Por lo 

tanto, la línea A549 fue elegida para estudiar la participación de FABP5 en el 

metabolismo de los lípidos en un contexto de LUAD. Se establecieron modelos de sobre 

expresión estable y de inhibición genética o farmacológica de FABP5, con siRNAs o un 

pan inhibidor de FABPs (HTS01037) respectivamente. 

Las células tumorales utilizan los FA principalmente para la síntesis de fosfolípidos, 

componentes esenciales de las membranas biológicas, para obtener energía y como 

moléculas señalizadoras. Entender el proceso que direcciona a los FA hacia 

determinadas vías metabólicas requiere considerar su naturaleza hidrofóbica y la 

necesidad de moverse en entornos acuosos. Debido a su capacidad de interaccionar 

con membranas, las FABPs han sido asociadas a la captación de FA exógenos y su 

transporte hacia diferentes organelas [47]. Al evaluar el rol de FABP5 como 
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transportadora de FA en células provenientes de LUAD observamos que FABP5 no 

participa de la internalización de FA del medio, sin embargo, es necesaria para el 

direccionamiento de los mismos hacia la síntesis de lípidos complejos. La incorporación 

de FA exógenos en fosfolípidos, que constituyen la mayor clase de lípidos en células 

proliferativas, como también en otros lípidos menores, fue dependiente de los niveles 

de FABP5. En el mismo sentido, un estudio en neuronas reveló que FABP5 media la 

acción del factor de crecimiento neuronal en el desarrollo de neuritas, sugiriendo 

también, que es necesaria para la formación de fosfolípidos y la expansión de 

membranas [82]. Además, la inhibición de FABP5 redujo la secreción de lípidos 

complejos, componentes del surfactante pulmonar, al medio sin observarse diferencias 

relativas en las clases de lípidos secretadas contrariamente a lo reportado para otras 

isoformas de FABPs [57].  Nuestros resultados sugieren que FABP5 actúa en una etapa 

temprana de la síntesis de glicerolípidos que afecta la producción de todas las clases 

de lípidos complejos. Es importante, considerar que los FA deben ser activados por Acyl-

CoA sintetasas (ACS) para participar de diferentes vías metabólicas. Distintas isoformas 

de ACS pueden expresarse simultáneamente en un tipo celular con diferentes 

localizaciones subcelulares que podrían determinar el destino de los FA [206]. Así, 

FABP5 podría unir y transportar los FA libres hacia isoformas específicas de ACS 

promoviendo la síntesis de lípidos complejos. En la actualidad no existen reportes que 

demuestren la interacción entre FABP5 y estas proteínas, sin embargo, FABP5 regula 

la expresión de ACS1 en células derivadas de cáncer de próstata, mama e hígado [174, 

207]. Además, resultados preliminares del análisis transcriptómico en células A549 

tratadas con HTS01037 indican que FABP5 regula la expresión de enzimas que 

participan en la síntesis de fosfolípidos. Así, FABP5 podría promover la síntesis de 

glicerolípidos mediante el direccionamiento de FA o bien por la regulación de la 

expresión génica de enzimas involucradas en la síntesis de lípidos complejos. 

En el presente trabajo mostramos, mediante ensayos de incorporación de C14 acetato, 

que FABP5 promueve la síntesis de novo de FA en células de LUAD, proceso que ocurre 

enteramente en el citosol. Algunos trabajos recientes proponen una relación entre 

FABP5 y la síntesis de novo de FA, aunque sin ensayarla directamente, basados en la 

relación entre los niveles de expresión de FABP5 y enzimas que participan de la síntesis 

endógena de FA [191, 207]. Al igual que lo observado con palmitato exógeno, los FA 

endógenos fueron utilizados para la producción de fosfolípidos principalmente, sin 

encontrarse cambios en la incorporación relativa en las distintas clases de lípidos, 

apoyando la participación de FABP5 en la síntesis de lípidos complejos. Los FA libres 

son deletéreos en concentraciones elevadas en el citosol. Así, es probable que las 



Tesis Doctoral                                                                                                        Karina A Garcia 

 
93 

células regulen la síntesis endógena de FA dependiendo de la cantidad de FABP 

disponible para solubilizarlos. Al igual que en otros tipos de cáncer, en LUAD FABP5 

controla los niveles de enzimas que participan de la síntesis de novo de FA (FASN, 

SCD-1 y ACLY) indicando que, al menos en parte, ejerce su rol mediante la regulación 

de la expresión génica. Evidencia adicional que une FABP5 con esta vía proviene de la 

utilización de C75; la inhibición de FASN redujo los niveles de FABP5 sugiriendo una 

regulación recíprocamente coordinada. La conexión entre FABP5 y FASN ha sido 

propuesta recientemente en cáncer de próstata. En ese trabajo, los autores concluyen 

que FABP5 es necesaria para transportar los FA exógenos y endógenos al núcleo, 

activando la expresión de genes que promueven la metástasis [64]. Los resultados aquí 

presentados podrían tener importantes implicancias terapéuticas, ya que varias enzimas 

de la síntesis de novo de FA son consideradas blancos terapéuticos para el cáncer [116, 

121, 125-127, 136]. Sin embargo, a pesar de que diversos inhibidores han mostrado 

resultados prometedores en modelos pre clínicos, la única enzima de la vía que ha 

llegado a fase dos de ensayos clínicos como blanco terapéutico es FASN (incluyendo 

un ensayo para NSCLC, NCT03808558).  

Como se mencionó anteriormente, los FA también son utilizados como fuente de 

energía. Sin embargo, en células de LUAD, FABP5 no modifica el metabolismo 

energético celular a través de la oxidación de FA. La deficiencia de algunas isoformas 

de FABPs reducen el direccionamiento de los FA exógenos hacia su oxidación, lo cual 

es compensado por un incremento de la oxidación de glucosa [60, 208, 209]. En el 

mismo sentido, un reporte en células T diferenciadas sugiere que la inhibición de FABP5 

resulta en una desregulación de la función mitocondrial reduciendo la fosforilación 

oxidativa y en consecuencia un cambio metabólico hacia la glucólisis [86]. En los 

modelos celulares generados en el presente trabajo, con niveles alterados de FABP5, 

no se evidenciaron modificaciones en la oxidación de FA ni cambios en la glucólisis, 

estimada por los niveles de lactato producidos. Resultados similares se reportaron 

recientemente en células de cáncer cervical [191], sugiriendo que FABP5 puede tener 

una función metabólica comparable en distintos tipos de cáncer.  

La capacidad promotora tumoral de FABP5 se ha asociado principalmente con su rol 

como transportadora de FA al núcleo para la activación de receptores nucleares. Un 

trabajo reciente en células A549 muestra la interacción de FABP5 con un ARN largo no 

codificante (lncRNA) que favorece su ingreso al núcleo [210].  En este trabajo también 

observamos la presencia de FABP5 en el núcleo y su inhibición modificó los niveles de 

ARN mensajero de 5552 proteínas revelando el rol esencial de FABP5 en la regulación 

de la expresión génica. Notablemente, los principales genes regulados directamente por 
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FABP5 forman parte de procesos asociados al ciclo celular. En el mismo sentido, el 

análisis bioinformático en líneas celulares derivadas de LUAD, señala que los niveles 

de FABP5 se corresponden con los de transcriptos relacionados al ciclo celular y la 

transcripción.  

En diversos cánceres FABP5 tiene un papel esencial en la regulación de la expresión 

génica mediada por la activación de PPARβ/δ por ácido retinoico o ligandos sintéticos 

[167, 170, 200], aunque la función de este PPAR en el cáncer está en discusión [211]. 

Es poco probable que el rol de FABP5 en nuestro modelo esté relacionado con PPAR 

β/δ, ya que no se encontró expresado en A549. Más aún, la expresión de un gen target 

del receptor, ILK, disminuye al sobre expresar FABP5. Sin embargo, otras isoformas de 

PPARs podrían mediar el rol de FABP5 en la expresión génica. En cáncer de próstata 

niveles elevados de FABP5 promueven la expansión tumoral a través del transporte de 

FA libres al núcleo y la activación de PPARɣ [166, 173]. A pesar de los intentos por 

evaluar esta hipótesis mediante el ensayo reportero de luciferasa, no podemos descartar 

este mecanismo en nuestro modelo. Por otra parte, algunos trabajos han mostrado que 

FABP5 regula la expresión génica por mecanismos independientes de PPAR [174, 207].  

Nuevas líneas de investigación de nuestro laboratorio abordan específicamente el 

mecanismo utilizado por FABP5 para regular la expresión génica en LUAD basadas en 

las observaciones realizadas en este trabajo. 

Resultados del análisis transcriptómico y los niveles de enzimas que participan del 

metabolismo de FA muestran, aunque de forma preliminar, que el efecto generado al 

inhibir FABP5 es más notable en las proteínas que a nivel de ARN mensajero. En 

particular, los niveles de ARN mensajero correspondiente a ciclina D1 se encuentran 

elevados al tratar las células con HTS01037 pero la cantidad de proteína es menor con 

el tratamiento. Por lo tanto, es importante considerar un posible rol de FABP5 en la 

regulación post transcripcional de las proteínas, o bien, en la degradación de las 

mismas. A favor de estas hipótesis, se ha descripto que FABP5 promueve la traducción 

de HIF1α, además de activarlo, en células provenientes de hepatocarcinoma [174]. 

Asimismo, se reportó que FABP5 previene la degradación proteosomal de EGFR en 

cáncer de mama [157]. Por lo tanto, en células de LUAD, FABP5 podría estar 

involucrada en diferentes vías y procesos celulares además de transportar FA y 

translocar al núcleo para activar receptores nucleares que regulan la transcripción 

génica. 

Como consecuencia de la participación de FABP5 en el metabolismo de lípidos y la 

expresión de una gran cantidad de genes en LUAD, esta proteína favorece el fenotipo 

tumoral. Al igual que en otros tipos de cáncer [155, 157, 163, 166, 170, 191], FABP5 
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tiene un fuerte impacto en la proliferación celular in vitro, la migración, adhesión y el 

crecimiento tumoral in vivo de LUAD. La inhibición o knockdown de FABP5 produce 

arresto del ciclo celular en la fase G0/G1, observado por citometría de flujo y cambios 

en los niveles de ciclinas. En células provenientes de cáncer de colon se encuentran 

resultados similares al reducir los niveles de FABP5 [165]. Sin embargo, el arresto del 

ciclo celular podría deberse a la inhibición de FABP5 o ser una consecuencia de la 

reducción en los niveles de enzimas lipogénicas, dado que la inhibición individual de 

SCD-1, FASN y ACLY conduce al bloqueo del ciclo celular [121, 136, 212]. 

El efecto de FABP5 en la proliferación de células derivadas de LUAD es mayor al utilizar 

inhibidores de FABP5, que interrumpen la unión a los FA, con respecto a los modelos 

de sobre expresión y knockdown. Probablemente, en el modelo knockdown la presencia 

de una cantidad remanente de proteína permite sostener la proliferación celular. 

Asimismo, en el modelo de sobre expresión se incrementa el nivel de la proteína en una 

línea celular que inicialmente presenta grandes cantidades de FABP5 y una tasa de 

proliferación elevada, lo cual podría enmascarar su efecto en la proliferación celular. Sin 

embargo, el crecimiento de los tumores que sobre expresan FABP5 in vivo reveló un rol 

importante en el desarrollo tumoral que no puede explicarse simplemente por cambios 

en la proliferación. En cáncer de próstata, se ha asociado el efecto promotor tumoral de 

FABP5 a su capacidad de activar PPARɣ y regular la expresión de VEGF [155, 166, 

173]. VEGF es secretado por células tumorales para activar la angiogénesis 

promoviendo la disponibilidad de oxígeno y nutrientes. Serán necesarios más estudios 

para establecer si ese mecanismo media el rol de FABP5 en el desarrollo tumoral de 

células de LUAD. 

En el presente trabajo revelamos, mediante ensayos bioinformáticos, que los niveles de 

expresión de FABP5 correlacionan con una menor probabilidad de supervivencia 

específicamente en LUAD, dado que no tiene valor pronóstico en LUSC. La relación de 

FABP5 con la diferenciación, metástasis y pronóstico en tumores escamosos no es clara 

y distintos estudios han mostrado resultados variables [213, 214]. Las alteraciones 

moleculares específicas de LUSC y LUAD que conllevan al comienzo y la progresión 

tumoral podrían explicar la diferencia entre los mismos [215-217]. FABP3 y FABP4 se 

han relacionado con un mayor grado del tumor y con un peor pronóstico en NSCLC 

[218]. Sin embargo, FABP5 podría ser considerada como biomarcador específico para 

LUAD. Escasos reportes bibliográficos asocian FABP5 con cáncer de pulmón. El único 

análisis serológico en ese tipo de cáncer sólo evalúa 7 muestras correspondientes a 

pacientes con LUAD y no muestra diferencias entre los niveles de la proteína respecto 

de los individuos sanos [219].  
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En conjunto, nuestros resultados in vitro e in vivo, así como el análisis bioinformático en 

tumores sugieren que FABP5 podría ser un nuevo blanco terapéutico en LUAD. Aquí 

mostramos que FABP5 regula el nivel de varias enzimas de la vía de síntesis endógena 

de FA simultáneamente. Además, afecta la incorporación de FA exógenos y endógenos 

en lípidos complejos, principalmente fosfolípidos. Esto es especialmente importante en 

cánceres (NSCLC dirigido por Kras) que además de depender de la síntesis de novo 

[100, 127, 204, 205], toman lípidos del medio extracelular [142]. Así, la inhibición de 

FABP5 podría tener un mayor impacto en el metabolismo tumoral de FA, que bloquear 

enzimas de la ruta biosintética individualmente. Además, una estrategia inhibitoria 

combinada dirigida a FABP5 podría prevenir el incremento compensatorio de la síntesis 

de novo de FA que ocurre cuando se inhibe la captación de FA  [220]. Serán necesarios 

nuevos estudios para estratificar los pacientes que pudieran beneficiarse de la inhibición 

de la proteína. La “traslación” a la clínica dependerá asimismo del desarrollo de nuevos 

inhibidores potentes y específicos dado que se requieren altas dosis para inhibir FABP5 

con los disponibles actualmente. 

 

 

 

 

CONCLUSIÓN 

Este trabajo provee nuevas evidencias del rol de FABP5 en cáncer. Aquí mostramos 

que FABP5 es necesaria la síntesis de novo de FA y la acilación de lípidos complejos 

(tanto con FA exógenos como endógenos) en LUAD, mientras que no tiene efecto en 

las vías oxidativas. FABP5 regula la expresión de enzimas lipogénicas incluyendo FASN 

y SCD1 sugiriendo que está involucrada en la reprogramación metabólica tumoral 

(Figura 30). Además, la inhibición de FABP5 genera cambios notables en el perfil 

transcriptómico de células derivadas de LUAD. En concordancia con las alteraciones 

del metabolismo de lípidos y de la expresión génica, FABP5 tiene un papel fundamental 

en la progresión en el ciclo celular, adhesión y migración in vitro, y desarrollo tumoral in 

vivo. Finalmente, elevados niveles de expresión de FABP5 se asocian con peor 

pronóstico en pacientes con LUAD. Nuestros resultados posicionan a FABP5 como un 

blanco en el metabolismo lipídico y un nuevo biomarcador potencial para el pronóstico 

y tratamiento de LUAD. 

 



Tesis Doctoral                                                                                                        Karina A Garcia 

 
97 

 

 

 

 

Figura 30: FABP5 es necesaria para la síntesis de novo de FA y une FA (exógenos y endógenos) 

direccionándolos hacia vías de síntesis de lípidos complejos sin alterar su catabolismo in vitro. Además, es 

capaz de translocar al núcleo y regular la expresión génica de un gran número de proteínas incluyendo 

enzimas involucradas en el metabolismo de lípidos.  A través de ambas funciones FABP5 participaría de la 

reprogramación metabólica y la promoción el fenotipo neoplásico por contribuir en el avance del ciclo 

celular, la migración y el desarrollo tumoral in vivo. 
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APÉNDICE 1 

Abreviaturas  Tipos de cáncer 
LAML Acute Myeloid Leukemia 
ACC Adrenocortical carcinoma 
BLCA Bladder Urothelial Carcinoma 
LGG Brain Lower Grade Glioma 
BRCA Breast invasive carcinoma 
CESC Cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma 
CHOL Cholangiocarcinoma 
LCML Chronic Myelogenous Leukemia 
COAD Colon adenocarcinoma 
CNTL Controls 
ESCA Esophageal carcinoma 
FPPP FFPE Pilot Phase II 
GBM Glioblastoma multiforme 
HNSC Head and Neck squamous cell carcinoma 
KICH Kidney Chromophobe 
KIRC Kidney renal clear cell carcinoma 
KIRP Kidney renal papillary cell carcinoma 
LIHC Liver hepatocellular carcinoma 
LUAD Lung adenocarcinoma 
LUSC Lung squamous cell carcinoma 
DLBC Lymphoid Neoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma 
MESO Mesothelioma 
MISC Miscellaneous 
OV Ovarian serous cystadenocarcinoma 
PAAD Pancreatic adenocarcinoma 
PCPG Pheochromocytoma and Paraganglioma 
PRAD Prostate adenocarcinoma 
READ Rectum adenocarcinoma 
SARC Sarcoma 
SKCM Skin Cutaneous Melanoma 
STAD Stomach adenocarcinoma 
TGCT Testicular Germ Cell Tumors 
THYM Thymoma 
THCA Thyroid carcinoma 
UCS Uterine Carcinosarcoma 
UCEC Uterine Corpus Endometrial Carcinoma 
UVM Uveal Melanoma 

 


