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En el enterocito intestinal de mamiferos se expresan elevadas concentraciones
de dos proteinas que unen acidos grasos (FABPs): FABP intestinal (IFABP) y hepatica
(LFABP). Las células de intestino metabolizan una gran cantidad de lipidos dietarios v,
por lo tanto, el estudio de proteinas que participan en el procesamiento de los mismos
es clave para la comprensién detallada de los procesos fisioldgicos y patoldgicos
vinculados con estos compuestos.

I- y LFABP poseen una estructura terciaria caracteristica y bien conservada en la
familia de las FABPs, la cual consta de 10 hojas B antiparalelas empaquetadas
formando un barril B levemente eliptico y dos segmentos a-helicoidales cortos que
formarian parte de un pequefio portal en la parte superior del barril. Pese a que estas
dos proteinas presentan una estructura tridimensional muy similar, poseen un bajo
nivel de homologia en su estructura primaria.

Si bien tanto IFABP como LFABP son capaces de unir acidos grasos (FAs),
presentan una serie de diferencias en cuanto al nimero de sitios de unién, tipo de
ligandos y afinidad por los mismos. Por otra parte, estas proteinas emplean diferentes
mecanismos de transferencia de FAs hacia membranas fosfolipidicas artificiales. La
transferencia de FAs desde IFABP ocurre durante una interaccion colisional entre la
proteina y la membrana aceptora, mientras que LFABP transfiere los FAs mediante un
mecanismo mediado por difusién acuosa. Mas aun, se ha demostrado que el dominio
a-helicoidal de IFABP desempefia un rol critico en la determinacién del mecanismo de
transferencia de tipo colisional. Tomando como base estas diferencias estructurales,
de unién y de cinética de transferencia del ligando, se ha propuesto que |- y LFABP
tendrian funciones diferentes dentro del enterocito, tal vez contribuyendo al
transporte diferencial y compartimentacion de los lipidos.

Con la finalidad de contribuir al estudio de las funciones especificas de IFABP y
LFABP en el enterocito, en este proyecto se han abordado los siguientes objetivos
especificos:

a) Estudiar la relacion estructura-funcién de los subdominios presentes en la
proteina IFABP. Empleando una variante estructural de IFABP obtenida mediante
protedlisis limitada, IFABP-D98D, se estudié la union, particion de equilibrio entre
proteina y membrana, velocidades y mecanismos de transferencia de ligandos e

interaccidn proteina-membrana.
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b) Estudiar la union de monoacilglicéridos (MG) a LFABP. Se analizé Ia
capacidad de union del ligando in vivo e in vitro y se determind la afinidad del ligando
por la proteina.

c) Analizar el efecto de la disminucion de la expresién de LFABP en la linea
celular Caco-2, modelo de epitelio intestinal. Se estudié el efecto de la disminucion de
LFABP en la proliferaciéon y diferenciacion celular. Asimismo, se abordé el estudio del
metabolismo lipidico, analizando la capacidad de asimilar y metabolizar el acido oleico
(OA).

Se ha propuesto que la transferencia de los FAs desde IFABP hacia vesiculas
ocurre mediante interacciones proteina-membrana. En este trabajo, hemos analizado
la interaccion proteina-membrana de una variante estructural de IFABP obtenida por
protedlisis limitada. Para ello, se expresd la proteina IFABP-D98D vy se analizd su unién
tanto a acido oleico como a derivados fluorescentes de acidos grasos. Empleando
ensayos de particion de ligando y transferencia de ligando hacia membranas
artificiales, se analizé el mecanismo de transferencia de ligandos hacia membranas
artificiales y se estudié el efecto de la carga negativa superficial de la membrana.
Ensayos de quenching de acrilamida en ausencia y presencia de vesiculas permitieron
obtener informacidn sobre el acceso al solvente del Unico triptéfano presente en la
proteina. Se completd el analisis de interaccidn proteina-membrana con un ensayo con
vesiculas cargadas con sacarosa, método de centrifugacion diferencial que permite
estudiar la unién interfacial entre membrana y FABP.

IFABP-D98D es el producto de la protedlisis limitada en presencia del ligando
oleato. Debido a su forma de obtencidn, nosotros hipotetizamos que este fragmento
de 98 kDa resistente a protedlisis mantiene los subdominios estructurales que
determinan la funcionalidad de la proteina, tales como la unién y afinidad por el
ligando asi como la interaccion con membranas. Los resultados muestran claramente
que, a pesar de carecer de gran parte de la proteina original, IFABP-D98D aln conserva
afinidad por los ligandos. Sin embargo, IFABP-D98D presenta un mecanismo de
transferencia de ligando distinto del de la proteina nativa. Los ensayos de interaccién
con membranas, el quenching de acrilamida asi como el ensayo de vesiculas cargadas
con sacarosa, muestran que, IFABP-D98D retiene la capacidad de interaccionar con

membranas, la cual se ve influenciada por la presencia de cargas negativas en la
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superficie. Todos estos resultados afirman nuestra hipdtesis inicial. El hecho que la
proteina se encuentre unida al ligando oleato durante la protedlisis, hace que los
componentes estructurales de la interaccidn entre la proteina y el ligando y que son
cruciales para su funcidén estén protegidos al efecto de la protedlisis y por ende se
encuentren presentes en el fragmento remanente.

LFABP posee caracteristicas Unicas de unidn a ligandos, como el hecho de ser
capaz de unir dos ligandos en su cavidad. Esta claro que LFABP une FAs de cadena larga
y serviria como una proteina intracelular de transporte de FAs, pero aun queda por
estudiar el transporte intracelular de MGs en el enterocito, el cual no ha sido
considerado en profundidad. En ratones knockout de LFABP (LFABP-/-), se ha
observado que el metabolismo intestinal de MG esta significativamente perturbado,
aunque estos cambios no estdn dados por cambios en la expresidon de genes
relacionados con el metabolismo de MG vy triacilglicéridos (TG). Con la finalidad de
resolver la controversia sobre la uniéon de MG a LFABP, se utilizod citosol de higado
proveniente de ratones wild type (WT) y ratones LFABP-/- para evaluar la capacidad de
unioén al ligando asi como un ensayo para determinar la afinidad de la proteina por el
mismo.

Se utilizé citosol de higado de ratones WT y LFABP-/- con el fin de analizar si
LFABP une MG en un contexto fisiolégico. El Western Blot mostrd la presencia de
LFABP en la fraccion de peso molecular de ~14kDa, confirmando que LFABP esta
uniendo FAs en el citosol de higado. Resultados idénticos se encontraron usando MG
radioactivamente marcado, donde las fracciones conteniendo proteinas de ~14kDa de
citosol de higado WT pero no de LFABP-/- retuvieron el ligando [*H]monooleina. El
analisis de equilibrio de unién usando la resina Lipidex mostré que las afinidades de
unién de LFABP por los ligandos FAs y MGs se encuentran dentro de rangos similares,
aungue la afinidad por MGs es aproximadamente 2 veces menor. Estos resultados no
solo aportan evidencias que indican que LFABP une MG, sino que ademas lo hace in
vivo, y es probable que sea la proteina intracelular de unién a MG mayoritaria en el
higado, asi como en el intestino y rifién, donde LFABP también se expresa.

Con el fin de tener una vision mas cercana al contexto fisioldgico de estas
proteinas, se decidid modificar el nivel de expresion de LFABP en un modelo de células

epiteliales intestinales, Caco-2. Se obtuvieron poblaciones clonales y no clonales con la
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expresion de LFABP disminuida, en la cuales no se observé un efecto compensatorio
con la proteina IFABP.

Tanto el crecimiento como la diferenciacion de las células con la expresion de
LFABP disminuida se vieron retrasados en comparacién con las células control. Esto
podria deberse a una menor incorporacion de acidos grasos y por ende menor
cantidad de masa disponible para la sintesis de fosfolipidos (PL). Dado que existe
evidencia de la interaccién de LFABP cargada con su ligando con factores de
transcripcion, la disminucion de esta proteina podria estar alterando la expresion de
proteinas necesarias para el crecimiento, division y diferenciacién celular. Por otro
lado, se ha demostrado que LFABP direccionaria acidos grasos a la mitocondria para su
B-oxidacién, la disminucidn de la expresién de la proteina podria dar como resultado
una disminucién de la energia disponible en la célula. Asimismo se observo que en las
células que subexpresan LFABP tanto la velocidad de asimilacion como la cantidad
total de dacido oleico captado disminuyd. La cantidad de proteina presente en el
citoplasma de la célula pareceria regular la cantidad de acido graso que puede
ingresar, siendo menor la cantidad de acido graso asimilado cuando los niveles de
LFABP estan disminuidos. La distribucion del acido oleico asimilado en las diversas
fracciones lipidicas mostré una mayor incorporacion de OA en TG y una disminucién
de la marca radioactiva incorporada en PL en las lineas con la expresiéon de LFABP
disminuida. Esto indicaria que LFABP direcciona los FAs hacia la sintesis de PL, como se
ha observado en modelos celulares anteriores. Pero hay que tener en cuenta que el
enterocito es una célula altamente diferenciada y especializada en su rol de captacién
de nutrientes y redistribucion al resto del organismo. Estas observaciones podrian
explicarse como un intento de esta célula altamente diferenciada por compensar la
disminucion de LFABP. Por otro lado, se detectd una disminucién en la cantidad de
lipidos secretados basolateralmente por la célula. Se ha demostrado que LFABP forma
parte de la maquinaria proteica que ensambla la vesicula prequilomicrénica. La baja
expresion de esta proteina afectaria el correcto ensamblaje de la vesicula
prequilomicrénica, asi como la composicion de la misma, dando como resultado
defectos en la secrecion de quilomicrones. Estos resultados muestran claramente que
LFABP juega un rol relevante en la biologia celular del enterocito, alterandose no sélo

la captacién y metabolismo de FAs, sino también la proliferacién y diferenciacion de
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estas células ante la disminucion de esta proteina. Aun queda por dilucidar los
mecanismos moleculares por los cuales observamos estos cambios en las células con la
expresion de LFABP alterada.

Las diferencias observadas en cuanto a las propiedades de unién de ligandos asi
como su mecanismo de transferencia de FAs hacia membranas y su interaccién con las
mismas subyacen en las caracteristicas estructurales de |- y LFBAP, las cuales
determinan sus propiedades funcionales. En los estudios en cultivo, se observé que no
solo la alteracion de la expresion de LFABP no fue compensada por IFABP, sino que
ademas se registraron cambios drasticos en el crecimiento y metabolismo del
enterocito. En estudios comparativos in vivo entre ratones nulos para IFABP y ratones
nulos para LFABP se han observado cambios a nivel del balance energético total del
organismo. En general, todas las evidencias observadas in vitro, en cultivo e in vivo,
apoyan nuestra hipdtesis inicial que IFABP y LFABP cumples funciones diferentes en el

enterocito.
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Introduccion.
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1. Proteinas que unen acidos grasos (FABP).

El trafico de los acidos grasos (FAs) en las células es un proceso complejo y
dinamico que afecta multiples aspectos de la funcidén celular. Los dacidos grasos
funcionan tanto como fuente de energia asi como sefiales en la regulacion metabdlica,
actuando a través de redes enzimaticas y transcripcionales para modular la expresion
de genes, vias de crecimiento y supervivencia, y respuestas inflamatorias y metabdlicas
(Hotamisligil 2006; Saltiel and Kahn 2001). Adn mads, particularmente los acidos
araquiddnico vy linoleico pueden ser metabolizados para conformar una gran y diversa
familia de mediadores lipidicos bioactivos Ilamados eicosanoides, los cuales acttdan
como mediadores pro- y antinflamatorios (Haeggstrom et al. 2010; Serhan, Yacoubian,
and Yang 2008). Un componente regulatorio critico de la biosintesis de eicosanoides se
encuentra a nivel de la disponibilidad de FAs no esterificados liberados desde los
fosfolipidos de membrana. Esto es sélo un ejemplo donde se evidencian todos los
aspectos de los cuales depende el complejo procesamiento, transporte, disponibilidad
y remocion de los lipidos necesarios para mantener un balance entre las especies
lipidicas en los compartimentos blanco asi como regular su compromiso como blancos
de sefializacion.

Las chaperonas intracelulares de los FAs son conocidas como FABPs, del inglés
Fatty Acid Binding Proteins (Proteinas que Unen Acidos Grasos). Las FABPs son
proteinas de 14-15 kDa que se encuentran expresadas abundantemente en diversos
tejidos y unen reversiblemente y con gran afinidad ligandos hidrofébicos, tales como
acidos grasos de cadena larga (LCFA) saturados e insaturados, eicosanoides asi como
otros lipidos (Coe and Bernlohr 1998; Zimmerman and Veerkamp 2002; Smathers and
Petersen 2011). Las FABPs se encuentran ampliamente distribuidas a través de las
especies, desde Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans hasta ratdén y
humano, mostrando una conservacién evolutiva muy fuerte. Sin embargo, poco se
sabe sobre sus funciones bioldgicas exactas y mecanismos de accién. Estudios
realizados en células en cultivo sugieren potenciales acciones de las FABPs en el
ingreso, almacenamiento y egreso de los FAs asi como en el metabolismo de
fosfolipidos y colesterol (Haunerland and Spener 2004; Chmurzynska 2006). Las FABPs

también han sido propuestas como distribuidoras de ligandos para regular procesos de
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senalizacion y actividades enzimaticas. En un contexto mas amplio, las FABPs son vistas
como chaperonas de los lipidos, escoltandolos y probablemente dictaminando sus
funciones bioldgicas. Recientemente, mediante el uso de varios modelos genéticos y
guimicos tanto en células como en animales enteros, se ha demostrado que las FABPs
son centrales en los procesos mediados por lipidos y se encuentran relacionadas a vias
metabolicas, de sefializacidon y de la respuesta inmune. Estos estudios han resaltado el
potencial de estas proteinas como blancos terapéuticos para una variedad de
desdrdenes asociados a las mismas, incluyendo obesidad, diabetes y aterosclerosis.
Desde el descubrimiento de las FABPs en 1972 (Ockner et al. 1972) hasta la
actualidad se han sumado numerosos representantes de esta familia pertenecientes a
distintos grupos del reino animal. Es importante destacar que las proteinas que unen
retinol (CRBP) y 4cido retinoico (CRABP) estan estrechamente relacionadas con las
FABP ya que presentan una estructura terciaria muy similar. Entre los miembros de
esta familia de proteinas se observa una elevada conservacién de la estructura
terciaria, aun con identidades de secuencia que llegan tan solo al 20% en algunos

Casos.

1.1. Distribucion tisular de las FABP.

La denominacion original que se ha otorgado a las distintas proteinas de esta
familia esta relacionada con el tejido en el que originariamente fueron encontradas
(Tabla 1.1). Los distintos miembros de la familia de las FABP exhiben un patrén
determinado de expresién en tejidos, y son especialmente abundantes en aquellos con
un alto metabolismo lipidico. Actualmente se sabe que la mayoria de los tejidos
expresan varios tipos de FABPs variando solamente en los niveles de expresion (Storch
and Thumser 2010). Especificamente, LFABP se expresa en hepatocitos, enterocitos,
colonocitos y células de los tubulos proximales del rifidn. Por otra parte IFABP se
expresa exclusivamente en el intestino. De esta manera se pueden encontrar tipos

celulares especificos, como el enterocito, que expresan mas de un tipo de FABPs.

21



Tesis Doctoral

Tabla 1.1. Miembros de la familia de las FABP en mamiferos.

Gen Nombre Nombre

fabp1

fabp2

fabp3

fabp4

fabp5

fabp6

fabp7

fabp8

fabp9

fabp1

FABP1

FABP2

FABP3

FABP4

FABP5

FABP6

FABP7

FABP8

FABP9Y

Identificada
original en:
LFABP Higado
Intestino
IFABP
delgado
HFABP Corazoén
AFABP 6 Tejido
aP2 adiposo
EFABP 6 Piel
KFABP
IBABP 6 Intestino
ILBP delgado
BFABP Cerebro
Células de la
MFABP vaina de
Mielina
TFABP Testiculo

Expresion

Higado, intestino, rifon,
pulmon y pancreas

Intestino delgado

Musculo esquelético,
corazon, cerebro, rifidn,
pulmén, glandulas
adrenales y mamarias,
testiculos, ovarios y
estomago
Tejido adiposo,
macrofagos, piel y
placenta
Piel, tejido adiposo,
pulmaon, cerebro,
corazon, musculo
esquelético, retina,
intestino, testiculos, y
rinon
lleon, ovario

Cerebro, células de la
gliay retina
Cerebro y células de
Schwan, bulbo olfativo,
medula espinal
Testiculo, glandula
salival y mamaria
Células de
retinoblastoma, retina,
células germinales de
testiculo, cortex
cerebral, rifidn,
epididimo

Luciana Rodriguez Sawicki

Ligandos
naturales
LCFA, acil-CoA,
MG, LisoPL, sales
biliares y grupo
hemo.

LCFA

LCFA

LCFA

LCFA

Sales biliares

LCFA

LCFA

LCFA

LCFA

® Adaptado de (Storch and Corsico 2008; Furuhashi and Hotamisligil 2008; Smathers and Petersen 2011).
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1.2. Estructura génica y evolucion.

Para la mayoria de las FABP, los genes han sido identificados y caracterizados.
Todos ellos presentan una estructura génica muy similar, consistente en cuatro exones
interrumpidos por tres intrones que varian su longitud pero presentan una posicidon
similar dentro de la secuencia génica (J. F. Glatz and van der Vusse 1996). El hecho de
presentar una estructura génica tan similar sugiere la existencia de un gen ancestral
para las FABPs; esta secuencia original habria dado origen a la variedad de FABPs
conocidas en la actualidad mediante el proceso de duplicacién génica (Haunerland and
Spener 2004; Smathers and Petersen 2011). Se ha propuesto que dicho gen ancestral
habria surgido luego de la divergencia del grupo animal de aquellos de los hongos y las
plantas; alrededor de 1.200-1.000 millones de afios atrds, y que el mismo codificaria
para una proteina capaz de unir numerosos ligandos hidrofébicos. A partir de este gen
ancestral, las FABPs se habrian diversificado y especializado en su capacidad de unién
de ligandos hidrofébicos especificos, dando lugar a los distintos tipos de FABPs
(Schaap, van der Vusse, and Glatz 2002).

Considerando la estructura primaria, los miembros de esta familia muestran un
moderado nivel de identidad de secuencia que varia entre un 20% y un 70% para un
mismo organismo (Tabla 1.2) (Banaszak et al. 1994). Asimismo, cada tipo de FABP
presenta una alta identidad de secuencia aminoacidica con sus ortélogos aislados de
otros organismos dentro del grupo de los vertebrados. Por ejemplo, la FABP3 o HFABP
(FABP de Corazdn) presenta un porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos
entre 85 y 96% al comparar las ortdlogas humana, bovina, murina y de rata; mientras
que la identidad de secuencia entre FABP3 y FABP1 (LFABP o FABP de Higado)

humanas es tan solo de un 27% (Santomé et al. 1998).
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Tabla 1.2. Identidad de secuencias de aminoacidos entre FABP ®

AFABP MFABP EFABP HFABP IFABP LFABP
67 51 64 28

MFABP 52 58 28

AFABP

EFABP 46 23
HFABP 31

? Los porcentajes fueron calculados en base a una longitud promedio de 132 aminoéacidos. Adaptado

IFABP

LFABP

de (Banaszak et al. 1994).

El analisis evolutivo de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de los
miembros de las FABPs de vertebrados ha dado como resultado un arbol filogenético
en el cual se distinguen claramente cuatro grupos o clusters (Schaap, van der Vusse,
and Glatz 2002; Smathers and Petersen 2011). Estos grupos parecen reflejar la
especificidad del tipo de ligando que unen los distintos miembros. El primer grupo estd
constituido por IBABP y LFABP, siendo sus principales ligandos LCFA, sales biliares,
colesterol y grupo hemo. El segundo grupo incluye a las CRBP/CRABP y sus ligandos
son los derivados de la vitamina A (retinol, acido retindico, etc.). El grupo mas poblado
es el que estd compuesto por HFABP, AFABP, BFABP, KFABP, entre otros; y sus ligandos
son principalmente LCFA, retinoides y eicosanoides. El Ultimo grupo esta representado
solo por IFABP, que sdélo presenta afinidad por un solo tipo de ligando, LCFA. Ademas,
cabe destacar que la orientacion de los FAs es diferente dentro de cada cluster

(Hamilton 2004).

1.3. Estructura general de las proteinas pertenecientes a la familia de las

FABPs.

A pesar del amplio rango de identidad de secuencia que se observa entre los
distintos miembros de la familia de FABPs, este grupo de proteinas posee una

estructura tridimensional muy bien conservada, que resulta ser practicamente
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superponible. La misma consiste en 10 cadenas B antiparalelas (nombradas desde BA
hasta BJ desde el extremo N-terminal hacia el C-terminal) y dos a-hélices cortas que se
ubican entre BA y BB (denominadas al y all) (Fig. 1.1). Las 10 cadenas se agrupan en
dos hojas B de 5 cadenas cada una, las cuales se enfrentan con una orientacion casi
perpendicular determinando una cavidad central. La unién entre las cadenas BA y B
es el motivo hélice-giro-hélice; el resto de las cadenas presentan giros entre si. Todos
estos elementos de estructura secundaria se pliegan en una estructura de un solo

dominio con un radio de giro de 14 A (Banaszak et al. 1994).

Fig. 1.1. Estructura comun de las FABP. Modelo tridimensional de IFABP de rata basado en datos de
cristalografia de Rayos-X en su forma holo (cddigo pdb:1ICN). Se indica la nomenclatura de los

elementos de estructura secundaria.

La cavidad de estas proteinas es muy inusual porque contiene un gran nimero
de residuos hidrofilicos que se hallan involucrados en distintas redes de puentes
salinos y puentes de hidrégeno. Existe un pequefio nucleo hidrofébico que se haya
desplazado del centro de la proteina. Aunque las secuencias no se conservan, la
naturaleza hidrofébica de los residuos en esta area se mantiene. Esta cavidad es

bastante inaccesible para el solvente, cuando se analizan las estructuras
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cristalograficas de algunas FABPs, las mismas presentan aperturas por las cuales se
podria establecer un intercambio de moléculas de agua; pero ninguno de estos poros
parece lo suficientemente grande como para dejar pasar un acido graso (Banaszak et

al. 1994; Thompson et al. 1999; Hamilton 2004).

1.4. La hipétesis del “portal”.

Las FABPs pueden unir uno o dos ligandos en una sola cavidad, la cual es
aparentemente inaccesible desde el entorno acuoso. De esta observacién surge la
explicacion para la entrada de los ligandos mediante un cambio conformacional de la
proteina. La naturaleza de este cambio conformacional, sin embargo, es hasta el
momento desconocida. Una posible explicacion estaria dada por la hipdtesis del
“portal” (Hodsdon and Cistola 1997).

La hipdtesis del “portal” sugiere que la entrada del acido graso en la cavidad de
las FABPs tiene lugar a través de un drea dinamica, constituida por la hélice all y
residuos de los giros entre las cadenas BC y BD, y las cadenas BE y BF (J. Sacchettini,
Gordon, and Banaszakl 1989; Friedman, Nachliel, and Gutman 2006). Estudios
comparativos de cristalografia de las formas apo- y holo-IFABP dieron como resultado
que, si bien los esqueletos carbonados de ambas formas son casi superponibles, la
forma apo- se encuentra en un estado un poco mas abierto al solvente que la forma
holo- en la regiéon portal (Scapin, Gordon, and Sacchettini 1992; J. C. Sacchettini et al.
1992). Estudios posteriores de las estructuras en solucién, utilizando la técnica de
NMR, permitieron observar que la forma apo-IFABP posee una regidén discreta de
desorden en comparaciéon con la forma holo-, siendo esta mdas pronunciada en la
region C-terminal de la a hélice Il y el giro entre las cadenas C-D (Hodsdon and Cistola
1997). En base a estos resultados se postuldé que apo-IFABP existe en solucién como
una poblacion heterogénea de formas localmente ordenadas y desordenadas en
equilibrio (Hodsdon and Cistola 1997).

Sin embargo, estudios recientes in silico por Dindmica Molecular han sugerido
posibles mecanismos diferentes para la uniéon de los ligandos a las FABP. Estos
proponen puntos de entrada a través de distintas regiones de la estructura de las

FABPs. Por ejemplo, se observd que para el caso de AFABP la hendidura entre BD y BE
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se abre para permitir la entrada del ligando acido palmitico (Friedman, Nachliel, and
Gutman 2005). Para IFABP se observd que el ligando acido palmitico se adsorbe
inicialmente en la regién portal (Friedman, Nachliel, and Gutman 2006). Por otro lado,
no se observo entrada del ligando en las simulaciones de multi-nano-segundos cuando
se intentd repetir el ensayo para IFABP, incluso orientando el ligando inicialmente
cerca del Dominio Portal o de la hendidura del barril-B (Friedman, Nachliel, and

Gutman 2006).

1.5. Digestion y absorcion de lipidos en el intestino de mamiferos:

Generalidades.

La funcidn del intestino en conjunto con el higado y el pancreas, es digerir el
alimento, reducir los hidratos de carbono, grasas y proteinas a moléculas que puedan
ser absorbidas por la mucosa. La grasa proveniente de la dieta es importante para la
salud humana, provee una gran fuente de energia caldrica asi como FAs esenciales y
vitaminas liposolubles. Los lipidos presentes en la dieta estan constituidos
principalmente por triacilglicéridos (TG) y en menor medida por ésteres de colesterol
(EC) y fosfolipidos (PL). Los mismos son emulsionados en el duodeno gracias a la accién
de las sales biliares y los movimientos peristalticos de las paredes del intestino
formando micelas. Los lipidos en las micelas quedan expuestos a la accién de las
lipasas pancreaticas en el entorno acuoso del intestino; generandose por cada TG dos
FAs y un sn-2-monoacilglicerol (MG). Los acidos grasos libres de cadena larga son
incorporados a las células intestinales mediante difusidén pasiva y asi como transporte
facilitado por proteinas. Los acidos grasos de cadena larga difunden a través de la
membrana a través del “flip-flop” de FAs protonados a favor de un gradiente. Los FAs
son “atrapados” a través de la union a FABPs (Storch and Thumser 2010) y/o
convertidos a derivados de acil-coA, siendo estos los primeros pasos del transporte
dentro de los enterocitos del intestino delgado. El ingreso de FAs a través de la
membrana muestra un perfil de transporte facilitado por proteinas. Existe una
especificidad por acidos grasos de cadena larga (mayores a 8 carbonos) asi como una
constante de Michaelis-Menten (Km) de transporte en rangos nanomolares (Su and

Abumrad 2009). Mas aun, trabajos realizados en lineas celulares establecidas de
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intestino (como Caco-2) han demostrado una cinética saturable de incorporacién de
acidos grasos al citoplasma para acidos grasos de cadena larga asi como para
monoacilglicéridos (Murota and Storch 2005; Trotter, Ho, and Storch 1996). Ademas, el
procesamiento de los FAs incorporados en el enterocito es dependiente del sitio de
entrada de los mismos, es decir, membrana apical o basal (Storch, Zhou, and Lagakos
2008). Ingresando por la membrana apical, se observé un aumento de hasta 10 veces
la relacién de formacién de TG respecto a PL, mientras que el ingreso basolateral
mostré un aumento de tres veces en la oxidacién de FAs. Asimismo se observé un
aumento en dos veces de la incorporacion de FAs en el fosfolipido
fosfatidiletanolamina con una disminucidon aproximada de tres veces en la relacién
fosfatidilcolina:fosfatidiletanolamina para el ingreso apical respecto al basolateral
(Storch, Zhou, and Lagakos 2008). Estos resultados sugieren que las proteinas de
membrana en el enterocito facilitarian el transporte y direccionamiento de los FAs a
sus destinos metabdlicos. Entre los transportadores para LCFA en la membrana del
intestino delgado, se han identificado los siguientes: CD36 (Drover et al. 2005; Drover
et al. 2008) y FATP4 (Stahl et al. 1999), proteina transportadora de acidos grasos con
actividad de acil-CoA sintetasa.

Los enterocitos pueden resintetizar triacilgliceridos utilizando dos rutas
metabdlicas alternativas; una de ellas es a través de la ruta del glicerol-3-fosfato,
mientras que la otra consiste en la esterificacion de un monoacilglicérido con acido
graso-CoA. La via que involucra monoacilglicéridos procede por directa acilacion del
sn-2-monoacilglicérido con un a&cido graso-CoA, dando como producto sn-1,2-
diacilglierol como intermediario. El complejo enzimatico “triacilglicerido sintetasa” es
el responsable de llevar a cabo la ruta antes mencionada y se encuentra en la
superficie citosodlica del reticulo endoplasmatico (Gilham et al. 2005). Cuando los
niveles de acidos grasos libres y el sn-2-MG son bajos, la ruta del glicerol-3-fosfato se
convierte en la via principal de sintesis en el enterocito (S.-Y. Ho, Delgado, and Storch
2002). Esta ruta involucra la acilaciéon del glicerol-3-fosfato con acido graso-CoA para
obtener acido lisofosfatidico; que luego de acilarse y desfosforilarse se transforma en
diacilglicerol. La conversion de diacilglicerol a triacilglicerol, catalizado por la
diacilglicerol aciltransferasa 1, representa el paso final para ambas rutas metabdlicas.

Los triacilglicéridos producidos por ambas rutas metabdlicas son incorporados en los
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guilomicrones, estos pasan al sistema linfatico para luego llegar al sistema sanguineo
haciendo entrega de su carga a los diferentes tejidos.

Los FAs, sus derivados acil-CoA, monoglicéridos y esteroles son transportados
por una red de transportadores y vias metabdlicas reguladas que por ultimo proveen
los sustratos para la biosintesis de lipidos complejos y el ensamblaje de lipoproteinas
en el enterocito. Estas vias metabdlicas se interceptan en el dominio apical del reticulo
endoplasmico e involucran interacciones cruciales entre la apolipoproteina B (apoB) y
MTTP (proteina microsomal transferidora de triacilglicéridos) que facilitan la entrega
del complejo lipidico en la via secretoria. ApoB es la proteina estructural de superficie
requerida para la formacién de lipoproteinas en el reticulo endoplasmico. MTTP
promueve la biogénesis de lipoproteinas trasladando lipidos neutros desde la bicapa
del reticulo endoplasmico hacia una molécula apoB aceptora. La biogénesis de las
lipoproteinas involucra la maduracién y transporte de la vesicula prequilomicrénica
desde el reticulo endoplasmico hasta los compartimentos del aparato de Golgi y
eventualmente la entrega vectorial de la particula de quilomicron madura para su
secrecion en la circulacion linfatica. Una vez que los pasos iniciales de la formacién del
quilomicron estan completados, las particulas nacientes prequilomicronicas
intracelulares deben dejar el reticulo endopldsmico (C. M. Mansbach and Siddiqi
2010). La maquinaria de proteinas COPII, junto con otras proteinas como LFABP y
CD36, promueven la formacion de las vesiculas prequilomicrénicas desde el reticulo
endopldsmico para el transporte de su carga destinada a la secreciéon a través del

aparato de Golgi (Neeli et al. 2007).

1.6. FABPs del intestino delgado de mamiferos.

Se considera que la presencia de proteinas que unen lipidos en el intestino es
crucial para su gran capacidad de absorcién, particularmente porque los niveles de
expresion de FABPs son muy altos (Storch and Corsico 2008). En el enterocito intestinal
se encuentran presentes dos FABPs, FABP de intestino (IFABP) y de higado (LFABP), se
expresan en gran parte en las células de las vellosidades absortivas del intestino, pero
no en las células de la cripta (Caspary 1992). Ademas de |- y LFABP, también se

expresa IBABP, la cual posee baja afinidad para la uniéon de FAs, pero une
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mayoritariamente acidos biliares. Si bien la distribucion de las mismas se superpone a
lo largo de la longitud del intestino delgado, cada una de ellas presenta su maxima
expresion en regiones diferentes (Agellon, Toth, and Thomson 2002; Storch and
Corsico 2008). En ratones, se detectd ARNm de LFABP en los dos tercios proximales del
intestino delgado; mientras que el ARNm correspondiente a IFABP es detectable en
toda la longitud del d6rgano presentando un pico de expresion en la region media. El
ARNm de IBABP estd presente solamente en la region distal del intestino delgado,
correspondiente al ileon (Agellon, Toth, and Thomson 2002). De esta forma, gran parte
de los enterocitos coexpresan, de manera abundante, |- y LFABP. Particularmente en
humanos, se expresa mayor cantidad de LFABP que IFABP en el intestino (Levy et al.
2009). Se cree que estas proteinas participan en el transporte y procesamiento
intracelular de las elevadas cantidades de acidos grasos absorbidas por el intestino.
Pero, hasta la actualidad, se desconoce por qué un solo tipo de célula contiene dos

tipos distintos de FABP.

1.7. Diferencias entre |- y LFABP.

Se ha detectado una serie de diferencias entre |- y LFABP en cuanto a su
estructura primaria, numero de sitios de unién, tipo de ligandos y afinidad por los
mismos. Tomando como base estas diferencias estructurales y de unidn, se ha
propuesto que I- y LFABP tendrian funciones diferentes dentro del enterocito, tal vez
contribuyendo al transporte diferencial y compartimentacion de los lipidos.

Distribucion tisular. LFABP se expresa tanto en higado como en el intestino
delgado, rindn, pulmdn y pancreas; mientras que IFABP lo hace exclusivamente en el
intestino delgado (Nathan M Bass 1985)(Tabla 1.1).

Diferencias estructurales. A pesar de que |- y LFABP presentan un bajo nivel de
homologia de secuencia, correspondiente con un 29% (Banaszak et al. 1994), los
elementos de estructura secundaria son basicamente los mismos con la excepcién de
la presencia en IFABP de una hélice anfipatica en el segmento al. Ademdas LFABP
presenta una region mas laxa en el barril por la falta de la malla de puentes de
hidrogeno que se forman entre BF y BG. En comparacién con el resto de los miembros

de la familia el giro-B entre BG y BH tiene dos residuos menos. Asi, sélo LFABP presenta
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una segunda hendidura en el barril-B ademas de la existente entre BD y BE (Thompson
et al. 1999).

Cavidad hidrofobica. La cavidad de LFABP es la mas grande de la familia y
presenta un volumen aproximado de 610 A3, La cavidad de IFABP, por otra parte, es
mucho menor presentando un volumen aproximado de 353 A3. Estas diferencias en el
volumen de la cavidad pueden ser las responsables de las diferencias en el tipo y
cantidad de ligandos que unen |- y LFABP.

Especificidad y afinidad por los distintos ligandos. LFABP presenta el rango mas
amplio de ligandos de la familia de las FABPs, puede unir acidos grasos con muy alta
afinidad, grupo hemo, bilirrubina, lisofosfolipidos, sales biliares, acil-CoA y
prostaglandinas entre otros (Thompson et al. 1999). Por el contrario, IFABP es capaz de
unir solamente acidos grasos. Considerando solamente los acidos grasos, LFABP
presenta una estequiometria que le es Unica en la familia ya que es capaz de unir dos
acidos grasos al mismo tiempo mientras que IFABP sélo puede unir un acido graso por

vez (Fig. 1.2).

Fig. 1.2. Unién de FAs a FABPs intestinales. Se muestra la diferente orientacion del ligando acido oleico
en IFABP (A, verde) y LFABP (B, azul). Se observa que la orientacidn que presenta el oleato unido a IFABP
es distinta a las de ambas moléculas unidas a LFABP. Se distingue bien que el ligando en posicién 2 en
LFABP esta mucho mas expuesto al solvente que el de la posicidén 1. Las estructuras estan basadas en la
estructura obtenida para cada proteina en sus formas holo (cddigos pdb: 1ICN vy 1LFO,

respectivamente).
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Estudios de afinidad de las distintas FABPs por diversos acidos grasos utilizando
la sonda fluorescente ADIFAB demostraron que las constantes de disociacién para toda
la familia de FABPs se encuentran en el rango de 2 hasta 1000 nM (Richieri, Ogata, and
Kleinfeld 1994). Mas especificamente IFABP mostré la mayor variacion de los valores
de Kd de acuerdo a los distintos acidos grasos analizados, observdndose valores de Kd=
6 nM para el acido estearico hasta Kd= 480 nM para el acido linolénico. Esta
disminucion en la afinidad esta de acuerdo con un aumento en las insaturaciones del
ligando y por ende con su mayor solubilidad en agua. LFABP, por otra parte, mostré
una gran afinidad tanto por los acidos grasos saturados como por los insaturados,
variando desde Kd= 9 nM para el acido estedrico hasta Kd= 69 nM para el acido
linolénico. El segundo sitio de unidn descripto para LFABP mostré también altas
afinidades por los distintos ligandos probados, siendo equivalentes en el caso de los
acidos grasos saturados pero 10 veces mas débiles que el primer sitio para el caso de

los acidos grasos insaturados (Richieri, Ogata, and Kleinfeld 1994).

1.8. Funciones bioldgicas de I- y LFABP.

A pesar de la abundante informacién sobre su estructura, distribucién tisular y
propiedades de union, aun no esta claro cuales son las funciones que estas proteinas
desempefian in vivo. En los ultimos afios se han propuesto una serie de funciones para
las FABPs (J. F. Glatz and van der Vusse 1996; Haunerland and Spener 2004; Furuhashi
and Hotamisligil 2008), algunas de las mismas se enumeran a continuacion:

e Unidn, seleccion, solubilizacion y compartimentalizacion de acidos grasos de

cadena larga a través del citoplasma.

Unién de grupos monoacilglicéridos, hemo, bilirrubina, prostaglandinas,

hepatocarcindgenos, etc (LFABP).

Cofactores en reacciones que utilizan acidos grasos de cadena larga como sustrato

o agentes reguladores.

Modulacién del proceso de mitosis, crecimiento celular y diferenciacion celular.

Transporte direccionado de acidos grasos hacia rutas metabdlicas especificas.

Participacién en mecanismos de transduccién de seiales, y en la regulacion de la

expresion génica mediada por acidos grasos.
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e Proteccidn contra los efectos nocivos provocados por grandes concentraciones de
acidos grasos de cadena larga libres en el citoplasma celular y funcionando como
un antioxidante.

En las siguientes secciones se analizard una serie de estudios que han aportado

evidencias sobre las posibles funciones especificas de |- y LFABP.

1.9. Estudios funcionales in vitro.

Ensayos de transferencia de energia de resonancia. Se utilizd un ensayo de
transferencias de energia de resonancia Foster (FRET, del inglés Féster Resonance
Energy Transfer) donde se monitorea directamente la transferencia de antroiloxi-
derivados de acidos grasos (AOFA, de AnthroylOxy-Fatty Acids) (analogos fluorescentes
de los ligandos naturales) desde las FABPs hacia membranas unilamelares pequenas
(SUV, de Small Unilamellar Vesicles), que contienen NBD-PC como aceptor FRET
(Storch and Kleinfeld 1986). Estos estudios han permitido caracterizar gran parte de los
miembros de la familia de las FABPs en cuanto a sus propiedades de transferencia de
ligandos, definiendo dos subgrupos dentro de la familia de las FABPs. Por un lado se
reconocen las proteinas “difusionales” como la LFABP, LbFABP o CRABPII, ya que
muestran un mecanismo de transferencia de ligandos cuyo paso limitante parece ser la
disociacion del ligando hacia el medio acuoso. Por otro lado, el resto de las FABPs

III

presenta un comportamiento de tipo “colisional”, ya que en este caso, el paso
limitante seria la interaccion del complejo proteina/ligando con la membrana
aceptora.

El analisis comparativo entre IFABP y LFABP ha permitido detectar marcadas
diferencias entre estas proteinas. En principio, la velocidad absoluta de transferencia
del AOFA hacia membranas modelo es mayor desde IFABP que desde LFABP. Mas aun,
el mecanismo aparente de transferencia de FAs en estas dos proteinas es diferente.
Mientras que la transferencia de FAs desde IFABP pareciera ocurrir mediante la
colision directa del complejo proteina-ligando con la bicapa fosfolipidica, la
transferencia desde LFABP estaria de acuerdo con un mecanismo mediado por la

difusion acuosa del ligando hacia la membrana (Hsu and Storch 1996; Storch and

Thumser 2000). Estos resultados apoyan la idea de que estas dos FABP podrian estar
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desempeiiando funciones diferentes dentro del enterocito, regulando el transporte de
los FAs y, por ende, su utilizaciéon. La primera idea es que LFABP podria estar
funcionando como un buffer citosdlico de la concentracidon de FAs libres, mientras que
IFABP podria estar involucrada en el transporte vectorial de los FAs desde y hacia
estructuras subcelulares o vias metabdlicas especificas.

Interaccion de IFABP con membranas. Utilizando una variante de IFABP que
carece de region alfa-helicoidal (HL-IFABP) (Kim, Cistola, and Frieden 1996), se ha
demostrado la importancia critica del dominio a-helicoidal en la interaccion de IFABP
con membranas y en su mecanismo de transferencia de acidos grasos (Corsico et al.
1998; Wu et al. 2001). Ademas, la construccidén de proteinas quimeéricas en las que se
intercambiaron las porciones N-terminal (BA y a-1 o el motivo hélice-giro-hélice
completo) entre |- y LFABP, ha permitido corroborar que el dominio a-helicoidal de
ambas FABPs es responsable del mecanismo caracteristico de transferencia de
ligandos respectivo (Cérsico, Liou, and Storch 2004; Franchini, Storch, and Corsico
2008).

Asimismo, se ha comprobado que la interaccién de IFABP con membranas
durante la transferencia de ligandos tiene un fuerte componente electrostatico, que se
ve intensificado cuando se emplean vesiculas aceptoras con carga neta negativa,
debido a la incorporacién de fosfatidilserina (PS, de sus siglas en inglés Phosphatidyl-
Serine) o cardiolipina (CL) en las vesiculas zwitteridnicas de referencia de
fosfatidilcolina (PC) (Hsu and Storch 1996; A. E. A. Thumser and Storch 2000). Esto nos
indujo a pensar que las cargas positivas en la superficie de la proteina serian relevantes
para el mecanismo de transferencia colisional de IFABP. De hecho, la acetilacién
completa de los residuos de Lisina (Lys o K) ha permitido corroborar esta hipdtesis y ha
sugerido que las interacciones hidrofdbicas tendrian su participacidon junto con las
electrostaticas, posiblemente debido a la intervencidn de residuos superficiales no
polares expuestos al solvente en la hélice a-ll o a la naturaleza anfipatica de la hélice
o -I (Cdrsico et al. 2005). La sustitucion de los residuos de Lys de la regidén a-helicoidal
de IFABP nos ha permitido demostrar la gran importancia que tienen las a-hélices,
principalmente la a-ll, en el establecimiento de interacciones electrostaticas entre la
proteina y membranas fosfolipidicas. La neutralizacién o reversion de carga del

dominio a-helicoidal por sustitucién de sus residuos de Lys por lle o Glu,
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respectivamente, ocasiona un gran decaimiento en la velocidad de transferencia de los
AOFAs hacia membranas zwitteridnicas, efecto que se ve magnificado cuando se
sustituye el residuo Lys27 de la hélice a-Il. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que
la regidon portal sufriria un cambio conformacional durante la interaccidon proteina-
membrana, lo que conduciria a la liberacién del dcido graso unido y que la hélice a-Il es
de particular importancia en establecer interacciones electrostaticas entre la IFABP y la
bicapa lipidica (Falomir-Lockhart et al. 2006).

En nuestro laboratorio se han empleado una serie de ensayos que permiten
analizar, aunque de una manera indirecta, la posible interaccion de las FABPs con
membranas. Estos estudios han demostrado que tanto IFABP como LFABP
interactuarian con membranas fosfolipidicas, a pesar de presentar mecanismos
diferentes de transferencia de ligandos hacia membranas (Falomir-Lockhart et al.
2011). Mas aun, estudios realizados in silico han hipotetizado que la interaccion fisica
previamente observada entre LFABP y membranas se estaria dando con una
orientacion tal que el fondo del barril B es el que interacciona directamente con la

membrana (Zamarrefio et al. 2012).

1.10. Estudios a nivel celular.

Es inusual que un tipo celular exprese proteinas diferentes con funciones
idénticas; por este motivo se considera que |- y LFABP tendrian distintos roles en el
metabolismo lipidico intestinal. En el intestino, los productos de hidrdlisis de los TG
dietarios ingresan desde el lumen a través de la membrana apical a la célula, mientras
gue los lipidos enddgenos presentes en el torrente sanguineo ingresan a través de la
membrana basolateral (Porter, Trevaskis, and Charman 2007). El sitio de entrada de los
FAs al enterocito impacta sobre su destino metabdlico: los FAs que ingresan del lado
apical son dirigidos a la sintesis de TG y quilomicrones; los FAs ingresados
basolateralmente suelen ser incorporados como PL a la mucosa u oxidados como
fuente de energia (Mansbach and Dowell 1992; Storch, Zhou, and Lagakos 2008). Se
han examinado los roles de I- y LFABP en el direccionamiento de FAs suministrados
apical o basolateralmente en enterocitos. Usando un sistema de explantos intestinales,

se observd que LFABP une mdas FAs que IFABP, independientemente del sitio de
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entrada. Es posible que la estequiometria de unién de LFABP, 2 FAs por proteina, sea
la responsable de estas observaciones. Interesantemente, IFABP unié mayor cantidad
de FAs luego de la administracién apical, sugiriendo que esta proteina estaria
involucrada principalmente en el transporte de FAs dietarios (Alpers et al. 2000).
Asimismo se observd que ambas FABPs se encontraban localizadas en el lado apical de
los enterocitos en ratas en estado de ayuno, pero estas proteinas se encontraban
distribuidas en todo el citoplasma en ratas en el estado alimentado (Alpers et al. 2000).
Otro estudio mostré que tanto fibroblastos transfectados con |- o LFABP tenian un
aumento en la incorporacién de [3H]écido oleico en TG relativo a las células control.
Las células conteniendo LFABP mostraron mayor incorporacion de marca radioactiva
en PL; sin embargo, las células expresando IFABP mostraron mayor recuperacién de
marca en la fraccidon de lipidos neutros (Prows, Murphy, and Schroeder 1995). Un rol
importante para las FABPs en el enterocito puede ser la regulacién de los niveles
intracelulares de FAs no unidos (Haunerland and Spener 2004; Martin et al. 2006). Los
enterocitos intestinales poseen abundantes cantidades de FAs provenientes de la
dieta, y se sabe que altos niveles de FAs libres pueden ser tdxicos para la célula. Se ha
propuesto que las FABPs funcionan de modo protectivo uniendo el exceso de FAs en la
célula (Atshaves et al. 2010). De este modo, las FABPs serian importantes para
mantener concentraciones de FA libre que se encuentren dentro del rango funcional
de enzimas o receptores. Las FABPs intestinales podrian funcionar manteniendo un
pool estable de FAs y MGs, permitiendo que exista disponibilidad para la regulacién de
la sintesis de TG y PL, la biogénesis de quilomicrones, asi como sefializacidn celular. En
soporte de este rol, la expresién de las FABPs intestinales se ha visto regulada
positivamente durante un estado alimentado alto en grasas, probablemente en
respuesta a una mayor cantidad de FAs ingresando a través del enterocito (Malewiak
et al. 1988; Bass 1990). Se ha demostrado que LFABP es capaz de unir acidos grasos y
acil CoAs (De Gerdénimo et al. 2010). |- y LFABP podrian participar en la unién y/o
direccionamiento de la gran cantidad de FAs en el citosol, los cuales ingresan desde la
luz intestinal en el estado alimentado, de modo de evitar el exceso de FAs libres en el
citosol y mantener niveles homeostaticos de la concentracién de FAs libres. Para el
caso de LFABP, mantener los niveles de MG no unido también podria ser una funcién

importante.
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Las FABPs expresadas en el enterocito también podrian funcionar a través de
interacciones especificas proteina-proteina, con el fin de entregar sus ligandos hacia
los blancos, incluyendo enzimas y factores de transcripcién.

La coexpresion en el enterocito, ademas de las evidencias en cuanto a
diferencias en la regulacion transcripcional, especificidad de unién a ligandos y
mecanismo de transferencia del ligando, todo esto sugiere que I- y LFABP poseerian
roles distintos en el intestino. Sin embargo, sus funciones no estan claramente
comprendidas. Se han realizado estudios in vivo usando ratones nulos para IFABP y
LFABP con el fin de analizar las consecuencias de la eliminacién de una u otra proteina,

y por ende dilucidar sus funciones.

1.11. Estudios in vivo.

Dos laboratorios han generado, de modo independiente, modelos de ratones
C57BL/6 nulos para LFABP (Newberry et al. 2003; Martin, Danneberg, et al. 2003).
Ambos laboratorios han demostrado que los ratones nulos para LFABP (LFABP-/-)
poseen defectos en la oxidacién hepatica de FAs, disminucién de la captacién de FAs
asi como una capacidad de unién de FAs reducida por parte de los hepatocitos, y
menor secrecion de VLDL (Newberry et al. 2003; Erol et al. 2003; Newberry et al.
2010). Sin embargo se han reportado diferencias respecto al peso corporal de los
animales. . La ablacién del gen que codifica para LFABP en ratones obtenidos por
Newberry et al no ha dado como resultado alteraciones de apariencia, morfologia,
viabilidad u otras modificaciones fenotipicas sustanciales en estos animales respecto a
las cepas salvajes, a menos que se sometan a situaciones de stress como ayuno
prolongado. Mientras que los ratones obtenidos por el grupo de Martin et al
alimentados con una dieta normal ad libitum muestran un aumento de peso. Los
diferentes resultados obtenidos con las dos lineas de ratones LFABP-/- podrian deberse
a los distintos métodos utilizados para la ablacién del gen, los protocolos dietarios,
efectos ambientales provenientes de las instalaciones donde se encuentran los
animales, tales como la microbiota intestinal presente.

En el caso de los ratones nulos para IFABP (IFABP-/-), se demostré claramente

gue IFABP no es esencial para la absorcion de los lipidos de la dieta (Lagakos et al.
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2011; Vassileva et al. 2000). Los ratones demostraron ser viables y fértiles. La
caracteristica mas llamativa fue la diferencia de peso corporal de los machos IFABP”
en relacién con machos de la cepa salvaje; que no se observa entre las hembras. Para
ambos sexos se observa un incremento de la concentracién de insulina en sangre, aln
con niveles normales de glucosa. La pérdida de IFABP lleva a un aumento moderado de
la expresion de los genes fabpl (LFABP) y fabp6 (IBABP), en machos y en hembras, lo
gue estaria indicando un posible efecto compensatorio atenuando los posibles efectos
de la ablacién de IFABP (Agellon et al. 2006). También vale la pena mencionar que, a
pesar de su abundante expresidon en enterocitos, la ausencia de IFABP no determind
cambios drasticos en la morfologia del tejido.

Con el fin de evidenciar si existian cambios mas profundos en los fenotipos de
los ratones nulos, el grupo de la Dra. Storch utilizé ratones LFABP-/- obtenidos por
Martin et al y ratones IFABP-/-, los cuales fueron sometidos a dietas altas en grasas,
conteniendo gran cantidad de LCFA, saturados o insaturados (Gajda et al. 2013). Los
ratones LFABP-/- ganaron mas peso y grasa que los ratones normales, mientras que los
ratones IFABP-/- eran esbeltos, con menor peso corporal y menor grasa que los
ratones normales (Gajda et al. 2013). Los ratones LFABP-/- mostraron un coeficiente
respiratorio menor, sugiriendo que estos animales oxidan grasa como fuente
preferencial de energia. Por el contrario, los animales IFABP-/- mostraron coeficientes
respiratorios mas altos, evidenciando un consumo preferencial de carbohidratos como
fuente de energia. Los lipidos en la materia fecal de los ratones LFABP-/-, IFABP-/- o
normales no mostraron diferencias, hecho que confirma que no existe malabsorciéon
en estos modelos (Gajda et al. 2013).

También se observé que los ratones LFABP-/- consumian mas calorias que los
ratones normales al ser alimentados con dietas altas en LCFA. Recientemente se ha
demostrado que las FABPs pueden transportar AEA (N-araquidonoiletanolamina)
(Kaczocha, Glaser, and Deutsch 2009), un endocanabinoide que es ligando del receptor
CB1 (Kaczocha, Glaser, and Deutsch 2009). La unién de AEA al receptor CB1 causa un
aumento en la ingesta de comida; interesantemente, se encontraron niveles altos de
AEA en la mucosa de los ratones LFABP-/- (Gajda et al. 2013). Adicionalmente, se
encontraron niveles elevados de 2-AG (2-araquidonilglicérido) en los ratones LFABP-/-,

un MG que es un endocanabinoide enddgeno que se une a receptores canabinoides y
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también promueve el aumento de ingesta de alimentos (Stella, Schweitzer, and
Piomelli 1997). Recientemente se ha demostrado que LFABP une MG (Lagakos et al.
2013). Aunque los roles de los endocanabinoides intestinales en la regulacion de la
ingesta de alimentos no estan del todo claros, estas observaciones sugieren que LFABP
podria participar en la regulacién de estos lipidos sefializadores para mantener la
homeostasis energética en el cuerpo (Chon et al. 2012).

En los ratones IFABP-/- alimentados con dieta alta en grasas, se observd una
disminucion en la incorporacion de FA radioactivo en TG relativo a PL en la mucosa
intestinal, mientras que los ratones LFABP-/- mostraron menor incorporacién de MG
radioactivo en TG relativo a PL (Gajda et al. 2013), como se habia observado con dieta
normal (Lagakos et al. 2011). Estos resultados demuestran la importancia de IFABP en
el trafico de FAs hacia TG, y de LFABP en el trafico de MGs en el enterocito. A su vez los
ratones LFABP-/- alimentados con una dieta alta en grasas mostraron reduccién en la
oxidacion de FAs en el intestino (Gajda et al. 2013), también de acuerdo con los
resultados previamente expuestos. Interesantemente, estos cambios en el
metabolismo de los ratones IFABP-/- y LFABP-/- no fueron acompafados por
diferencias notables en la expresion de enzimas clave involucradas en el metabolismo
lipidico intestinal, sugiriendo que en el intestino, estas alteraciones son resultado de
defectos en el trafico y/o direccionamiento de los ligandos.

El intestino, como el higado o el tejido adiposo, son los érganos en los que el
metabolismo lipidico posee mayor complejidad. El estudio de proteinas asociadas con
el metabolismo de estos drganos, no soélo proveerd informacion acerca de la
bioquimica de los lipidos, sino que ademas puede establecer nuevas estrategias para la
prevencion y el tratamiento de enfermedades relacionadas con el metabolismo de
lipidos en intestino, como problemas malabsortivos. Teniendo en cuenta la relacién
gue se ha establecido recientemente entre la AFABP y procesos de sefializacion
intracelular e inflamaciéon (Furuhashi and Hotamisligil 2008), también habra que
prestar atencion a la posible conexidén de IFABP y LFABP con este tipo de procesos en

el enterocito.
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La Fig. 1.3 resume las funciones de I- y LFABP en el enterocito.

_ _ Basolateral

(LFABPGFA+PPARG Lymph
Nucleus

> FA+

MG+ (LFABPS
FACoA+ (LFABPS
' ’

FA + MG

B

LFABP<+ FA

Lipid Ay
Phospholipid
Rropig Synthesis

FA

LFABPZFA F_Aomdatlop v
itochondria \ —

e FA
f FA oxidation

Peroxisome /

Intestinal
Lumen

Bloodstream

Fig. 1.3. Tomada de (Gajda and Storch 2015). Funciones de I- y LFABP en el enterocito intestinal. En la luz
intestinal, los TG de la dieta son hidrolizados por lipasas en diacilgliceroles (DGs) y FAs; los DGs son
hidrolizados a MGs y FAs. Los FAs y MGs son transportados a través de la membrana apical por difusion
o transporte facilitado por CD36 o FATP4. En el citosol, IFABP une especificamente FAs, mientras que
LFABP une FAs, acil-CoAs y MGs. En el reticulo endopldsmico (ER), los FAs y MGs son resintetizados para
dar TGs. LFABP es parte de un complejo junto con MTTP, CD39 y ApoB48, el cual es responsable de la
movilizacidn y transporte de la vesicula prequilomicrénica (PCTV) desde el ER. La PCTV llega al aparato
de Golgi donde se forman los quilomicrones maduros. Los quilomicrones dejan el enterocito a través de
la cara basolateral hacia el sistema linfatico. LFABP también puede entregar FAs a PPARa (del inglés
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) en el nucleo, promoviendo la expresion de genes
oxidativos. Los FAs y MGs de la circulacion ingresan al enterocito a través de la membrana basolateral
donde pueden unirse a |- o LFABP. Los lipidos derivados del torrente sanguineo son direccionados a su

oxidacién o incorporacion en PL.
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1.12. Polimorfismos de las FABPs con consecuencias en la salud humana.

No se han reportado casos humanos de delecion completa del gen de LFABP.
Recientemente, se ha observado que una sustitucion de alanina por treonina en la
posicion 94 (T94A) de LFABP estd asociada con un aumento de TG y FAs libres
plasmaticos (Brouillette et al. 2004; Fisher et al. 2007). Interesantemente, los sujetos
humanos portadores del alelo A94 de LFABP poseen una respuesta disminuida en los
niveles plasmaticos de TG cuando son tratados con fenofibrato comparados con las
personas que portan la LFABP normal. El fenofibrato es un activador de PPARa (del
inglés Peroxisome Proliferator-Activated Receptor), se hipotetiza que la variante de
LFABP T94A no es capaz de entregar el fenofibrato a PPARa (Brouillette et al. 2004).
Los hepatocitos humanos que expresan la forma A94 de LFABP muestran una
reduccion en los genes regulados por PPARa en respuesta a fenofibrato (Martin et al.
2013), aportando mas evidencia que apoya la participacion de LFABP en las vias
lipidicas metabdlicas mediadas por PPARa.

No se han reportado casos humanos de deleciéon completa del gen de IFABP; sin
embargo se ha identificado un polimorfismo en el cual la treonina es sustituida por
alanina en el aminoacido 54 (A54T) (Baier et al. 1995). Esta sustitucién resulta en un
aumento de afinidad por FAs en comparacién con la proteina nativa (Pratley et al.
2002; Baier et al. 1995). Los individuos que expresan la variante con treonina
muestran resistencia a la insulina y altos niveles de TG plasmaticos, con alta
prevalencia de diabetes. La poblacién aborigen Pima de los EEUU presenta una alta
proporcion de individuos con esta sustitucion. Este hallazgo sugiere que IFABP

participaria en la absorcidon y metabolizacién de los acidos grasos en el intestino.
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Materiales y métodos.
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2.1. Protocolos de Biologia Molecular.

2.1.1. Minipreparacion de Plasmidos.

Con el objetivo de analizar, amplificar y modificar las secuencias de ADN (4cido
desoxiribonucleico) con las que se trabajo a lo largo de esta tesis doctoral, fue
necesario tener una fuente madre facilmente manipulable. Las secuencias de ADNc
(ADN complementario) de las proteinas empleadas fueron cedidas por otros
laboratorios en forma de vectores con los distintos insertos, o modificadas por el
nuestro para obtener las variantes estructurales de interés. Para trabajar con estas
secuencias, se utilizd la técnica de minipreparacion de plasmidos.

La obtencion de ADN plasmidico a partir de bacterias de E. coli se realizd
siguiendo el protocolo que figura en el manual de laboratorio de Sambrook & Russell
(Sambrook and Russell 2001). Se cosecharon 5 ml de cultivo bacteriano fresco en
medio LB (Luria Bertani) con el correspondiente antibidtico (crecido toda la noche a
37°C y con agitacién) en un tubo eppendorf de 1.5 ml centrifugdndolo a 12000 rpm
durante 1-2 min a 4°C. El sobrenadante se descartd y el pellet de bacterias se
resuspendié con 100 pl de una solucion 25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8, agitando
en vortex. La lisis alcalina se realizé adicionando 200 ul de una solucién de 0.2 M NaOH
y 1% SDS recientemente preparada, agitando suavemente por inversion hasta la
disolucién del pellet, e incubando a temperatura ambiente por no mas de 5 minutos.
La lisis se finaliza por neutralizacion adicionando 150 ul de una solucion 5 M de acetato
de potasio y 11,5% v/v acido acético, enfriada en hielo. Nuevamente se agitd
suavemente por inversién y se incubd en hielo por 5 minutos. Es importante no agitar
vigorosamente ni vortexear en éstos ultimos pasos para evitar que se fragmente el
ADN cromosOmico que podria contaminar la muestra. La muestra se centrifugd a
12000 rpm por 5 minutos a 4°C y se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio.

La muestra de ADN se purifica en varios pasos. El primero consiste en adicionar
450 pl de fenol-cloroformo (1:1), estabilizado con solucién de 100mM Tris-HCI pH 8, e
incubar la mezcla a temperatura ambiente por 5 minutos para eliminar proteinas y
restos de lipidos. Luego se centrifuga la muestra a 12000 rpm por 5 minutos y se

transfiere el sobrenadante a un tubo limpio. La muestra se concentra por el agregado
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de 1 ml de etanol 96% e incubando a -20°C durante por lo menos 30 minutos. Se
centrifuga a 14000 rpm durante 15 minutos, se remueve el sobrenadante por inversiéon
y se lava el pellet con 500 ul de etanol 70% y volviendo a centrifugar a 14000 rpm
durante 5 minutos. Se descarta el sobrenadante, se invierte cuidadosamente el tubo
sobre un papel absorbente y se deja secar a temperatura ambiente. El ultimo paso de
purificacidn se lleva cabo resuspendiendo el pellet en 200 pl de 100 mM Tris-HCl pH 8
e incubandolo 30 minutos en hielo con 200 pl de una solucién 13% de PEG
(polietilenglicol) en 1.6 M NaCl. Se centrifuga la muestra a 14000 rpm durante 15
minutos, se remueve el sobrenadante por inversién y se lava el pellet con etanol 70%
como en el caso anterior.

El pellet se disuelve en 20-50 pl de agua bidestilada estéril, se agrega ARNasa
en una concentracion aproximada de 20 pg/ml y se guarda a -20°C. La concentracion
de ADN plasmidico purificado se midié usando un Nanodrop Thermo por absorbancia a
260/280 nm, para evaluar su grado de pureza. La presencia de plasmido con inserto se
evidencia mediante una digestion con las enzimas de restricciéon correspondientes

seguida de una electroforesis en gel de agarosa.

2.1.2. Digestidn con enzimas de restriccion.

Para analizar los plasmidos, vectores y construcciones empleadas a lo largo de
este trabajo de tesis se recurrio al corte con enzimas de restriccion. Las enzimas de
restriccion son herramientas Utiles debido a su alta especificidad y a que generan
terminales ligables de fragmentos de ADN. Esto permite el corte de ADN plasmidico en
lugares especificos para su posterior manipulacion o andlisis. Las digestiones fueron
realizadas segun el mismo protocolo basico y empleando un buffer adecuado en el cual
la combinacién de enzimas empleadas en la mezcla tenga una actividad igual o mayor
al 75%. Para un volumen final de 10 pl de reaccién, 1 a 5 ul de ADN (0.5-1.0 pg) se
mezclaron con 1 pl Buffer 10X provisto junto con las enzimas a utilizar; 0.1 ul BSA
(albumina bovina sérica); 0.5 pl de cada enzima de restriccidon y H,0 bidestilada estéril
necesaria para completar el volumen. Las muestras se incubaron al menos 2 horas a

37°C.
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2.1.3. Electroforesis en geles de agarosa.

La electroforesis en geles de agarosa es una técnica util para separar
fragmentos de acidos nucleicos, ADN o ARN (3acido ribonucleico), de distinto tamafio.
La aplicacion de un campo eléctrico induce el desplazamiento de las moléculas,
cargadas negativamente, a través de la trama del gel de agarosa. Los fragmentos de
ADN o ARN se separan en base a su peso molecular, es decir, tamafio o niumero de
bases; a medida que se desplazan del catodo al anodo. Esta técnica fue utilizada en el
analisis de digestiones de vectores. El protocolo consiste en preparar una solucidn de
agarosa con un porcentaje adecuado como para resolver el/los fragmentos de interés.
En el caso de los plasmidos linealizados se emplean geles de 1% de agarosa. La
solucion se prepard en buffer 90 mM Tris-borato, 2 mM EDTA, pH 8 y se le agregd 1 ul
de Cyber Safe (Invitrogen) para evidenciar la presencia de acidos nucleicos en un

transiluminador ultravioleta.

2.1.4. Construccion del vector anti-ARNm hLFABP.

El plasmido empleado para obtener la linea de células Caco-2 con la expresion
disminuida de la LFABP humana (hLFABP), se construyd usando el vector pcDNA3.1-
Neo(+), un plasmido optimizado para la expresion de ARNm (ARN mensajero) en
células eucariotas. Tiene una longitud de 5.4 kb y 6.0 kb una vez ligado el inserto con la
secuencia del ADNc de hLFABP. El vector contiene el origen de replicacion ColE1, que
le permite ser replicado en bacterias E. coli, junto con el gen de seleccién amp” que
confiere resistencia a Ampicilina, por lo que las bacterias satisfactoriamente
transformadas pueden ser seleccionadas en un medio selectivo conteniendo este
antibidtico. La presencia del inserto se confirmd por secuenciamiento empleando
primers especificos que reconocen las secuencias de los promotores T7 y SP6, en
ambos extremos del sitio de clonacion multiple, y que también sirven para su
transcripcion in vitro. La transcripcidn en células eucariotas es posible gracias a la
presencia del promotor de citomegalovirus humano (CMV) “rio arriba” del sitio de
clonacién multiple. Antes del sitio de terminacion de la transcripcion también se

incluye en el ARN resultante una secuencia de poliadenilacion derivada del gen de la
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hormona de crecimiento bovina, justo después del sitio de clonacion multiple. El
marcador de seleccidn eucariota es el gen neo” bajo control del promotor de SV40, que
codifica para la Aminoglicdsido 3’-Fosfotransferasa, y confiere resistencia al antibiotico
Geneticina (G418) a las células que lo expresan. Por ultimo, el vector también contiene
la secuencia de origen de replicacion SV40, que permite su replicacién episomal en
eucariotas, fundamental para establecer una linea celular modificada.

El vector de transfeccidn se construye insertando el ADNc de la hLFABP en
posicion antisentido en el vector pcDNA3.1-Neo(+). El fragmento del ADNc de la
hLFABP (aproximadamente unas 600 bp) es subclonado desde el vector pET1lla
(cedido por los Dres. A. Kleinfeld y R. Ogata, Medical Biology Institute, La Jolla, CA,
USA) empleando los sitios de corte de BamHI y Xbal. Brevemente, una minipreparacion
de plasmidos, a partir de bacterias conteniendo el plasmido pET11a-hLFABP, se digiere
con las enzimas de restriccion BamHI y Xbal para obtener un fragmento de 600 bp
conteniendo el ADNc de hLFABP. En paralelo se digiere el vector pcDNA3.1-Neo(+) con
las mismas enzimas. Luego de purificar los fragmentos de interés de geles de agarosa,
se ligan entre si, quedando el ADNc de hLFABP en orientacion antisentido respecto a
los promotores CMV y T7. Este nuevo vector denominado pcDNA3.1-ASL se transforma
en bacterias JM109 para su propagacidon y chequeo por secuenciamiento de la

presencia del inserto en la orientacion correcta.

2.1.5. Obtencion de células competentes.

Para amplificar los ADN plasmidicos y para expresar las proteinas
recombinantes es necesario incorporar los vectores dentro de la cepa apropiada de
Escherichia coli. Este protocolo permite generar y almacenar bacterias competentes
para su transformacion posterior con ADN plasmidico, tanto de las cepas de E.coli
JM109, XL1Blue o BL21 (DE3). Brevemente, se inoculan 3 ml de medio de cultivo
liguido LB sin antibidtico con un stock de bacterias no competentes recién
descongeladas. Se incuba el cultivo toda la noche a 37°C, con agitacion fuerte y se
diluye a la mafana siguiente en 100 ml de medio LB fresco sin antibidtico. La
incubacién debe mantenerse hasta alcanzar una Densidad Optica (DOggonm) de 0.5.

Una vez que el cultivo llega a la concentracion deseada, se lo deja enfriar sobre hielo
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durante aproximadamente 15 minutos. Se centrifugan las bacterias a 2000 rpm
durante 15 minutos a 4°C en tubos tipo falcon de 50 ml estériles y se descarta el
sobrenadante. El pellet de bacterias se resuspende en 30 ml de buffer TFB1 (100 mM
RbCl, 50 mM MnCl,, 30 mM acetato de potasio, 10 mM CacCl,, 15%Glicerol, pH 5.8;
esterilizado por filtracidn), se incuba sobre hielo durante 90 minutos y se centrifuga a
2000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se descarta el sobrenadante. Se resuspende el
pellet en 4 ml de buffer TFB2 (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15% Glicerol,
pH 8; esterilizado en autoclave). Las bacterias se alicuotan de a 200 pl, pueden ser

empleadas en el momento o ser almacenadas a -70°C en un ultrafreezer.

2.1.6. Transformacion de bacterias competentes.

La incorporacion de ADN plasmidico en el citoplasma bacteriano se logra
gracias a que las células bacterianas han sido pretratadas, como se indicé en la seccion
anterior. La cepa JM109 tanto como la cepa XL1Blue son ideales para el trabajo de
Biologia Molecular ya que pueden hospedar cdmodamente y en alta concentracién
vectores multicopia, como los de |a serie del Sistema pET, a la vez que carecen de la T7
RNApol necesaria para la expresidn de las proteinas recombinantes. En cambio, la cepa
BL21 (DE3) brinda doble control para la expresion de proteinas recombinantes cuando
estdn bajo regulacién del Promotor LacZ.

El protocolo es equivalente para cualquier cepa que se desea trasformar.
Brevemente, se toman 50 ng de plasmido en no mas de 10 ul de la mezcla de reaccién
de ligazon y se depositan en un eppendorf de 1.5 ml en un bafio de hielo. Luego se le
agregan 100 pl del stock de bacterias competentes, se mezcla por pipeteo; se incuban
en hielo durante 30 minutos. Luego se aplica un shock térmico colocando el tubo en un
bafo termostatizado a 42°C durante 45 segundos, seguido de dos minutos de
incubacidén en hielo. Es necesario dar un tiempo para que comiencen a expresarse los
marcadores de seleccion. Para ello se agregan 900 pl de medio LB sin antibidtico y se
incuba con agitacién fuerte durante 90 min a 37°C. La seleccidn se realiza creciendo
colonias aisladas en un medio sélido que contenga el agente de seleccién. Por lo tanto
se toman al menos dos alicuotas de distinto tamafio del cultivo y se distribuyen con

ayuda de una espatula de Drigalsky (esterilizada por incineraciéon a la llama con alcohol
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70%) sobre placas de medio LB con agar 1.5% (LB-agar) conteniendo el antibidtico
correspondiente, dependiente del vector que se usé para la transformacion. Se realiza
un control transformando 100 pl de bacterias competentes con H,0 bidestilada estéril
y siguiendo el protocolo previamente detallado. Una alicuota del cultivo control se
siembra en una placa LB-agar conteniendo el antibidtico correspondiente al vector que
se uso, siendo este el control negativo, donde no se espera crecimiento. Otra alicuota
del cultivo control se siembra en una placa LB-agar sin antibidtico, siendo este el
control de viabilidad de las bacterias competentes utilizadas, donde se espera
crecimiento bacteriano. Las placas se incuban toda la noche invertidas en estufa a
37°C. Al dia siguiente se seleccionan varias colonias repicandolas en 5 ml de medio
fresco LB con el antibidtico adecuado y se dejan crecer toda la noche a 37°C con
agitacion. Al dia siguiente, se prepara un stock de glicerol para guardar (500 pl cultivo +
500 pl medio fresco con glicerol 20%) y se constata la presencia del plasmido mediante
una minipreparacién y corte con enzimas de restriccion. Los stocks de glicerol de las
bacterias transformadas se almacenan a -70°C en un ultrafreezer.

Los antibidticos empleados mdas comunes son Ampicilina en una concentracion

100 pg/ul, 170 pg/ul Cloranfenicol y 50 pg/ul Kanamicina.

48



Tesis Doctoral Luciana Rodriguez Sawicki

2.2. Protocolos de Bioguimica.

2.2.1. Screening de expresion de proteinas recombinantes.

El primer paso en la obtencion de proteinas recombinantes es contar con una
cepa bacteriana que la produzca en gran cantidad, BL21 (DE3), y para eso se
seleccionan de un agar LB varias colonias de E.coli trasformadas con los plasmidos de
expresion con el ADNc de las proteinas recombinantes. Las colonias se repican en 3 ml
de medio liquido con el antibidtico de seleccidn, en el caso de los pldsmidos de la serie
pET11 utilizados Ampicilina (100 pg/ml) y se deja creciendo toda la noche a 37°C con
agitacion. Al dia siguiente, se preparan glicerol-stocks, como se indicé anteriormente, y
se diluyen 500 ul a 5 ml de medio fresco con antibidtico. El cultivo se deja crecer por 2
horas en las mismas condiciones que antes, se le agrega el inductor, isopropil-
tiogalactdsido (IPTG) para aquellas proteinas expresadas en vectores tipo pET11 o
acido nalidixico en el caso de IFABP-HL expresada en el vector pMON, en una
concentracion final de 0.4 mM y 0.1 mM respectivamente, y se deja actuar durante 2
horas. Luego las células se cosechan por centrifugacion 5 minutos a 7000 rpm y se
resuspenden en buffer TEK (10 mM tris, 1 mM EDTA, 100 mM KCI pH 7.4). Una alicuota
de 200 pl se mezcla con 200 pl de buffer muestra 2X para SDS-PAGE y se incuba 5
minutos a 100°C. Una alicuota de 20 pl de las muestras se siembra en un gel de SDS-
PAGE y se analiza la presencia de una banda prominente dentro del patrén de bandas

de la bacteria a la altura esperada para la proteina recombinante.

2.2.2. Electroforesis de Proteinas en geles de poliacrilamida con SDS.

La electroforesis de proteinas es una técnica que se emplea para analizar una
mezcla de proteinas compleja o para caracterizar una proteina. Debido a que las
proteinas poseen coeficientes electroforéticos muy variados y que dependen de la
conformacidn asi como del pH del buffer en el que se encuentra, es fundamental fijar
algunas variables para poder realizar comparaciones. Se fija el pH del gel y de los
buffer de corrida; y se recurre a un agente desnaturalizante que permite desplegar los

péptidos de forma que la conformacion de cada proteina no influya en la corrida. En la
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mayoria de los casos la electroforesis en geles de poliacrilamida se realizé segun el
método glicina-SDS-PAGE de Laemmli (Laemmli 1970), en la cual el agregado de SDS
permite tanto desnaturalizar las muestras como dotarlas de una relacién carga/masa
practicamente uniforme y, de este modo, se logra una separaciéon en base al tamafio
molecular de los péptidos. Las muestras son incubadas, en el “buffer muestra”,
durante 5 minutos a 100°C antes de la siembra. El agregado de B-mercaptoetanol en el
buffer muestra permite romper los enlaces disulfuro. Junto con las muestras se
siembra también un Standard de Peso Molecular como referencia. Se empled el Low
Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare), que tiene
bandas de proteinas de los siguientes tamafos: 97, 66, 45, 30, 20.1 y 14.4 kDa.

Se emplearon geles en una concentracion de 15% acrilamida 0.4%
bisacrilamida, que permite resolver péptidos de hasta 10-12k Da. Los mismos se
forman en dos pasos. Primero se forma el gel de 15% acrilamida donde se resuelven
las proteinas y que tiene un espesor de 0.75 6 1 mm, unos 6 cm de alto y 8 cm de
largo. Luego de su gelificacion, se forma sobre el anterior el gel de “apilamiento” o
stacking, un gel con menor contenido de acrilamida (3.9% acrilamida 0.1%
bisacrilamida), en el cual, por los cambios de pH se produce la pérdida de electrolitos
que logra concentrar la muestra en una banda concentrada de unos pocos mm de
espesor. Los geles se armaron en un equipo para celdas MiniProtean Il (Bio-Rad) y se
corrieron generalmente en dos tiempos: 30 minutos a 100 V, para que se concentre la
muestra en el gel stacking, y 60-90 minutos a 200 V, hasta que el frente de corrida
llega a pocos milimetros del borde inferior del gel.

La tincion de los geles se realizé en una solucién 0.1 % Coomasie Blue R-250 en
H,0:metanol:acético (5:5:2). La decoloracion se efectué con una solucidn acuosa con
10% acido acético 30% etanol. Los geles fueron digitalizados usado el equipo Image
Quant (GE Healthcare) y analizados por densitometria con Imagel (NIH). Los pesos
moleculares de las bandas se estima por comparacién con las bandas del Standard

incluido en la corrida electroforética.
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2.2.3. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes.

La purificacién de una proteina puede realizarse por varios métodos. Por lo
general se recurre a una serie de pasos que van enriqueciendo la muestra en nuestra
proteina de interés. A lo largo de la purificacidn es necesario poseer algin método
para reconocer la presencia de nuestra proteina. Como ya se menciond anteriormente,
las FABPs tienen la caracteristica de que no poseen una actividad enzimatica que
pueda medirse, por lo que el seguimiento debe realizarse por la Unica capacidad que

tienen bien determinada, la union de compuestos hidrofdbicos.

2.2.3.1. Expresion y purificacion de las FABP nativas y mutantes puntuales.

La purificacidon de las proteinas nativas y mutantes se realizd con un protocolo
adaptado del método descrito por Hsu et al. (Hsu and Storch 1996). El protocolo
consiste en crecer 20 ml medio liquido LB con Ampicilina (100 pg/ml) con E.coli
BL21(DE3) transformadas con pET11-“FABP” durante toda la noche a 37°C con
agitacion. A la mafana siguiente, el cultivo es repartido en 10 frascos erlenmeyer
(1000 ml de capacidad cada uno), conteniendo cada uno 100 ml de medio fresco e
incubado hasta que alcance una DOggonm entre 0.6 y 1. En ese instante, la expresidon de
la proteina es inducida por el agregado de IPTG desde una solucion madre 1000X
(concentracion final: 0.4 mM). Las bacterias se incuban unas 3 horas mdas con agitacién
a 37°C y se cosechan por centrifugaciéon 5 minutos a 7000 rpm en una centrifuga
refrigerada. En este punto las bacterias pueden ser almacenadas a -70°C para ser
procesadas mas adelante.

El pellet de bacterias se resuspende en buffer TEK hipoténico (10 mM Tris, 1
mM EDTA y 40 mM KCI) y se lisan en un sonicador de punta Branson en un bafio de
agua-hielo. Los restos de pared celular y complejos supramacromoleculares se
descartan centrifugando la muestra a 20000 rpm durante 45 minutos en una
ultracentrifuga (Beckmann). El sobrenadante se colecta con cuidado y se somete a una
primera etapa de purificacion incubandolo por el agregado de medio volumen de una
solucion sobresaturada de (NH4),S04, que se agrega gota a gota lentamente y se

incuba a 4°C en agitacién durante 1-2 horas. La muestra se centrifuga a 10000 rpm
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durante 30 minutos en una centrifuga refrigerada. Esta técnica permita la precipitaciéon
fraccionada de proteinas segun su grado de solvatacion, y las FABP se recuperan en la
fraccion soluble.

El sobrenadante obtenido del paso anterior es apto para ser sembrado en una
columna cromatografica de exclusién molecular Sephadex G-50 (GE Healthcare), pero
para contribuir al seguimiento de la proteina en la marcha de purificacién se agregan
unas 30000 cpm de [1-'*C] Palmitato y se incuba 15 min a temperatura ambiente para
permitir que el acido graso se reparta entre las distintas proteinas que lo unen, en
particular la FABP que estamos purificando. La cromatografia de exclusion molecular
se lleva a cabo en columnas preparativas (1.20 m de largo y 10 cm de diametro
aproximadamente) y se usa buffer KCI.PO, (fosfatos 10 mM, KCl 150 mM, pH 7.4)
como eluyente. Se colectan fracciones de 10 ml aproximadamente a un flujo de 1.5-2.5
ml/min en tubos de 15 ml en un colector de fracciones (GE Healthcare). Luego se
obtienen los perfiles de absorbancia a 280 nm (Abs280) y cpm/100 ul de la corrida
cromatografica, donde se debe observar cémo la FABP eluye como un pico importante
luego de la mezcla de proteinas que salen en el volumen muerto de la columna. La
pureza relativa de las fracciones en FABP se analiza en un gel de SDS-PAGE, se
seleccionan aquellos tubos que no contienen contaminantes y se obtiene un pool de
FABP pura. Normalmente este protocolo tiene un rendimiento lo suficientemente alto
como para no requerir mas etapas, pero de ser necesario las fracciones impuras
pueden concentrarse y volver a separarse en una nueva corrida por la columna de
exclusion molecular.

El pool de FABP se eluye usando el buffer KCl.PO, pH 7.4 a través de una
columna de intercambio aniénico DE-52 (GE Healthcare) de modo de eliminar el ADN
contaminante. Dependiendo del punto isoeléctrico de la proteina, la misma queda
retenida en la columna, o pasa de largo con el eluyente. En el caso de quedar retenida,
se vuelve a eluir nuevamente con buffer KCI.PO4 pH 7.4, esta vez aumentando la fuerza
idnica del mismo a 200 mM NaCl. Se le realiza un espectro de absorbancia de 200 a
300 nm al pool de proteina de modo de evidenciar la ausencia del pico de dacidos
nucleicos a 260 nm. El ADN que queda retenido en la matriz de la columna es eluido
con un buffer KCI.PO4 pH 7.4 de alta fuerza idnica, 1-2 M NaCl. En el caso de aquellas

proteinas que deben ser eluidas con una fuerza idnica mayor, se realiza un paso
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posterior de dialisis contra el buffer KCI.PO, pH 7.4 con el fin de continuar la
purificacién con el mismo buffer. La dialisis se realiza a 4°C, en agitacion durante toda
la noche, usando 100X el volumen de buffer contra el volumen de proteina. Se realizan
al menos 3 cambios de buffer para asegurar un cambio de buffer total.

La proteina purificada es concentrada en un dispositivo concentrador de
presion positiva (Millipore) para alcanzar una concentracién superior a 1 mg/ml, lo que
prolonga su vida util almacenada a -70°C. Finalmente, el ultimo paso de purificacidon es
la deslipidizacion de la FABP pura utilizando una columna rellena con Lipidex 1000
(hidroxialcoxi-propil-dextran Tipo IV, Sigma) (Glatz and Veerkamp 1983) que retiene
todos los sustratos hidrofébicos. La corrida se realiza a 1 ml/min con el mismo buffer
KCI.PO,4 pH 7.4 para todas las proteinas derivadas de la IFABP, pero para la LFABP se
setea la bomba a 0.5 ml/min, y normalmente se requiere repetir la operacion si la
deslipidizacion no es mayor al 95% (segun las com remanentes).

La pureza de las proteinas purificadas se constata mediante una corrida
electroforética en un gel de SDS-PAGE 15%. La concentracion fue asignada en base a su
Abs280 utilizando su coeficiente de exticidn molar, € agp= 16900 y € (rapp= 6000

(Richieri, Ogata, and Kleinfeld 1994), se alicuota de a 0.5-1 ml y se almacena a -70°C.

2.2.3.2. Expresion y purificacion de las variantes estructurales de las FABP

intestinales.

La purificacion de las variantes estructurales de IFABP siguieron un protocolo
similar al empleado para las proteinas nativas y los mutantes puntuales de IFABP, pero
con algunas modificaciones. La variante de IFABP carente de la region a-helicoidal,
IFABP-HL, fue sobreexpresada en E. coli BL21(DE3) transformadas con el vector pMON-
IFABP-HL, por lo que la induccién se realizé con acido nalidixico (0.1 mM concentracion
final) (Corsico et al. 1998). La IFABP-HL es inestable si se congela, por lo que se guarda
a 4°Cy tiene una vida util de no mas de 30 dias. Por otro lado, la proteina IFABP-D98D
se expreso en BL21(DE3) clonada en un vector pET11 y se purificé a partir de cuerpos

de inclusion desnaturalizandola primero con urea (Cdrsico, Liou, and Storch 2004).
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2.2.4. Cuantificacion de proteinas.

Una forma de estimar la masa celular en un cultivo es midiendo la cantidad de
proteinas, y asi se puede estandarizar una determinacion de otro pardmetro. Para la
mayor parte de los experimentos en cultivo, se crecieron células en paralelo cultivadas
en iguales condiciones para la determinacién de interés y para medicion de proteinas.
Las monocapas celulares se colectaron en buffer PBS (fosfato salino) conteniendo
Cocktail Inhibidor de proteasas animales (SIGMA), y luego son mantenidas a —202C
hasta su utilizacién. Una vez descongeladas las muestras, se homogeinizan pasando a
través de una jeringa, se centrifugan para eliminar restos celulares 2 minutos a 1000 g
y el contenido de proteinas celulares se determiné por distintos métodos.

En el caso de los ensayos in vitro, también es fundamental poder conocer la
concentracion de una muestra de proteina pura para poder eliminar diferencias en los
ensayos biofisicos debido a cambios de stock.

La cuantificacion de proteinas se realizd utilizando distintas metodologias

acorde a los distintos requerimientos experimentales.

2.2.4.1. Coeficiente de extincion molar.

En los casos donde se posee una muestra pura de proteina y el coeficiente de

extincion molar de la proteina a 280 nm (€,50) es conocido, se calcula la concentracion

de la misma aplicando la Ley de Lambert-Beer, midiendo la Absorbancia a 280 nm.

Donde / es el camino 6ptico (en cm), C es la concentracion de la muestra
(expresada en M) y € es el coeficiente de extincion molar de la proteina (expresado en
M’lcm’l). Por lo general, es necesario realizar una dilucién 1/100-1/1000 con H,O
bidestilada para obtener un valor confiable de Abs280, entre 0.5 y 1 unidades de

absorbancia.
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2.2.4.2. Bradford.

Esta es una técnica prdactica y ampliamente difundida para cuantificar la
presencia de proteinas en muestras bioldgicas basada en el cambio en el espectro de
absorciéon que muestra el colorante Coomasie Brillant Blue G250 al unirse a los
residuos de los aminodcidos en una proteina, el maximo de absorcién pasa de 465 nm
a 595 nm. Debido al tipo de interaccion con los residuos de proteinas, principalmente
lisinas, muestra gran variacién con la secuencia de las mismas cuando se analizan
muestras puras y se prefiere su uso con muestras complejas.

La técnica se desarrolla preparando diluciones de las muestras a analizar y del
patréon (solucién de concentracidn conocida de BSA), para armar una curva de
calibracion. Cada muestra se lleva a 10 pl con H,0 bidestilada y se le agregan 300 pl
de la solucién de reaccién (0.01% Coomasie Brillant Blue G250 en 8.5% Acido fosférico,
10% Etanol 96°). El color tarda 5 minutos en desarrollarse y es estable por 90 minutos.
Se utiliza un lector de placas para la determinacion. El rango lineal de deteccion abarca

una concentracion en la muestra de 100 a 1500 ug/ml.

2.2.5. Obtencion de anticuerpos policlonales anti-IFABP en conejo.

Para poder estimar la expresién de las proteinas en las células en cultivo, se
emplearon anticuerpos policlonales en un ensayo de Western Blot. La obtencién de los
anticuerpos se realiza siguiendo un protocolo de inoculacién de la proteina en conejos
(Tijssen 1985). Bdasicamente se somete a una primera exposicion a la IFABP
recombinante de rata a dos conejos machos blancos junto con el Adyuvante de Freund
Completo para aumentar su inmunogenicidad. Se aplican 2 mg IFABP en 1 ml buffer
mezclada con 1 ml de Adyuvante de Freund en 4 alicuotas en distintas zonas sobre el
lomo de cada conejo. El procedimiento se repite otras 3 veces cada 21-25 dias, pero
con el Adyuvante de Freund Incompleto. Durante este tiempo los conejos se
mantienen en jaulas individuales con suministros de alimento balanceado y agua
diarios. A los 10-12 dias de la ultima aplicacién, los conejos son anestesiados y la
sangre se extrae por puncidn cardiaca. La sangre se deja coagular y el suero se

recupera luego por centrifugacion.
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El antisuero asi obtenido contiene los anticuerpos policlonales y se analiza su
titulo ensayando la capacidad de reconocer diferentes cantidades de la proteina
recombinante en un ELISA a distintas diluciones. Al mismo tiempo se evallua la
reactividad cruzada con LFABP de rata recombinante. Si se observan resultados
positivos a diluciones mayores de 1/1000 sin reactividad cruzada con LFABP, el

antisuero se considera apto para los ensayos deseados.

2.2.6. Western Blot de proteinas.

El ensayo de Western Blot se empled para detectar la presencia de las FABP o
B-actina (como control interno) en una muestra compleja mediante el uso de
anticuerpos especificos. La técnica consiste en la transferencia e inmovilizacion de
proteinas, separadas previamente por electroforesis en gel de PAGE (nativo) o SDS-
PAGE (desnaturalizante), a un soporte sdélido seguida de la deteccién inmunoldgica de
la proteina de interés.

En este trabajo se emplearon los anticuerpos previamente obtenidos en
nuestro laboratorio segun el protocolo detallado en la seccidén anterior, para detectar
la presencia de LFABP e IFABP. Para la deteccidn de B-actina se emplearon anticuerpos
comerciales. Los anticuerpos policlonales obtenidos en conejo son reconocidos con un
anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo unido a HRP (peroxidasa de rabano,
HorseRadish Peroxidase). Los anticuerpos anti-B-actina son monoclonales, obtenidos
en ratones por lo que requieren de un segundo anticuerpo de burro anti-IgG de ratén
unido a HRP. El uso de anticuerpos secundarios unidos a HRP permite el uso de los kits
comerciales que acoplan la oxidacion del acido cumarinico y luminol con la reduccién
del perdxido de hidrégeno (H,0,), como el SuperSignal WestPico (Pierce).

La separacion de las proteinas se realiza por SDS-PAGE, pero empleando el
standard de peso molecular Full Range Rainbow Protein Molecular Weight Marker (GE
Healthcare) que contiene bandas de proteinas precoloreadas (250 kDa Azul, 160 kDa
Rojo, 105 kDa Verde, 75 kDa, Amarillo, 50 kDa Violeta, 35 kDa Azul, 30 kDa Naranja, 25
kDa Verde, 15 kDa (doblete) Azul, 10 kDa Rojo). Este Standard sirve como referencia
del peso molecular de las bandas identificadas y para verificar que la transferencia de

las proteinas fue eficiente en todo el rango de pesos moleculares. Las proteinas del gel
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de SDS son transferidas a una membrana de PVDF por electroblotting en una celda
inmunoblot para cubas MiniProtean lll (Bio-Rad). Para este procedimiento se emplea el
buffer de Transferencia (Tris 25mM, Glicina 192mM, 20%v/v Metanol pH 8.3), que
debe embeber completamente los geles y la membrana (ésta ultima del lado del
anodo) dispuestos en el medio de un sandwich de papel de filtro y esponjas para
mantenerlos inmoviles.

La transferencia dura 60 minutos a 100 V, luego de los cual la membrana se
bloguea toda la noche a 4°C con 5% leche descremada en polvo resuspendida en
buffer PBS suplementado con Tween-20 0.05% (PBST o Buffer de lavado). Al dia
siguiente, la membrana se incuba 1 hora a temperatura ambiente con agitacion suave
con una diluciéon del primer anticuerpo 1/5000 anti-LFABP 6 1/10000 anti-IFABP o anti-
B-actina preparada en buffer PBST con 1% leche descremada en polvo. Se lava la
membrana 5 veces durante 30 minutos con buffer PBST y luego se incuba 1 hora a
temperatura ambiente con el segundo anticuerpo preparado del mismo modo que el
primero (dilucion 1/10000). Se vuelve a lavar como antes y se incuba con la solucidn de
revelado, formada por cantidades iguales de ambos reactivos quimioluminiscentes del
kit SuperSignal West Pico. La membrana se escurre y se revela de 30 segundos a 5
minutos de exposicion (de acuerdo la concentracion de proteinas) usando el filtro de
guimioluminiscencia del equipo Image Quant (GE Healthare).

Las bandas se cuantifican por densitometria utilizando el programa Image J
(NIH), y la sefial correspondiente a las FABPs se normaliza por la correspondiente a -

actina, que funciona como control interno.

2.2.7. Ensayo de determinacidon de fésforo inorganico.

La cuantificacion de membranas fosfolipidicas artificiales se realiza por el
ensayo de cuantificacion de fésforo inorganico (Pi) segun la técnica de Gomori et al.
(Gomori 1942). Se prepara la curva standard empleando una solucion de 1 mM
NaH,P0O4. Las muestras se preparan en tubos limpios (sin detergente) tomando
alicuotas de 5-15 pul por duplicado, al igual que los standards, que abarca el rango de 2
a 60 nmoles de Pi, y el blanco. Se agregan 30 pl de una solucion 10%de Mg(NQO3s) en

etanol y se carboniza en la llama. Luego se agregan 400 ul de 0.5 N HCI, se agita bien
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en vortex y los tubos se incuban por 30 minutos en bafio de agua hirviendo. A
continuacion, a cada tubo se agrega 930 pl de una solucién 1:6 (vol/vol) de acido
ascérbico (10% peso/vol): acido molibdico, se vortexea y se incuban nuevamente las
muestras durante 1 hora a 37°C. Finalmente, se mide la absorbancia de las muestras a
820 nm en un espectrofotometro y se calcula la concentracién de las vesiculas
interpolando su valor desde la curva patrén. La concentracién de las vesiculas que
contienen cardiolipina (CL) en su composicion debe ser corregida de acuerdo a la
relacion de 2 grupos fosfatos por molécula de CL y a su proporcién en la mezcla de

lipidos, es decir dividiendo por 1.25.
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2.3.Protocolos de Biofisica

2.3.1. Ensayos de unidn a ligandos.

2.3.1.1. Determinacion de la constante de afinidad por acidos grasos

naturales empleando el método de ADIFAB.

ADIFAB es una sonda fluorescente que permite monitorear la concentracién de
acidos grasos (FAs) libres en equilibrio con la proteina cuyo Kd (constante de
disociacion) se quiere determinar. La sonda fluorescente ADIFAB es una IFABP
modificada quimicamente que contiene un grupo fluorescente acrilodan unido
covalentemente. La unién de los FAs a la sonda ADIFAB modifica el entorno
hidrofobico del fluordoforo y determina un corrimiento hacia el rojo en el maximo del
espectro de emisién del acrilodan de 432 a 505 nm (Richieri, Ogata, and Kleinfeld
1994). De este modo, conociendo el valor de Kd de ADIFAB por el ligando natural
especifico, se pueden determinar las afinidades para otras proteinas.

Se prepara una solucion stock 25 mM de acido oleico en una solucién 25 uM de
BHT (pH 9.7). Con la misma se titula una solucién 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 5 mM
KCl, 1 mM Na,HPO, (pH 7.4), conteniendo 0.2 uM de ADIFAB y 4 uM de IFABP 0 10 uM
IFABP-HL o IFABP-D98D. Se incuba por 5 minutos a 37°C y se mide la emisién de
fluorescencia a 432 y 505 nm, excitando a 386 nm. Se calcula el cociente R (emisidn a
505 nm/emisidén a 432 nm) para los 10 pares de medidas para distintos agregados de
acido oleico. El andlisis del equilibrio de unidn, utilizando un Ry, de 11,5 (Richieri,
Ogata, and Kleinfeld 1994), se ajusta para la unidon a un sélo ligando en el caso de
IFABP y sus mutantes usando el método de Scatchard para obtener los valores

respectivos de Kd.

2.3.1.2. Determinacion de la constante de disociacion de AOFA.

La afinidad de un ligando por una proteina puede expresarse como la Kd del
complejo que se forma entre ambos. Se analiza la unién de varios derivados

fluorescentes de compuestos hidrofébicos naturales, como los AOFA (antroiloxi
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derivado de acido graso) que son andlogos de los acidos grasos. La Kd se calcula
mediante una titulacion fluorimétrica. Se monitorea el incremento de la fluorescencia
del ligando fluorescente como consecuencia del agregado de cantidades crecientes de
proteina. Se registra el espectro de fluorescencia entre 400 y 500 nm excitando con luz
de 383 nm a 25°C luego de cada agregado de proteina. Las cantidades de proteina
deben abarcar un rango de proporciones proteina/ligando hasta alcanzar la saturacion.
Se realiza una incubacion de 3-5 minutos a 25°C, para alcanzar el equilibrio
previamente a la adquisicion de los espectros. Los datos fueron analizados utilizando el

método de Scatchard.

2.3.1.3. Ensayo de Lipidex 1000.

Las constantes de afinidad de oleato y monooleilglicerol por la LFABP fueron
estimadas usando el ensayo de Lipidex 1000 (Glatz & Veerkamp 1983). Brevemente,
se utilizé un buffer 10 mM Tris-HCl pH 8 para diluir las soluciones stocks de acido
oleico, monooleilglicerol y LFABP. Diluciones de [**C]acido oleico desde 1 hasta 10 pM
fueron preparadas desde una solucién stock en etanol (4cido oleico [1-**C], 54.4
mCi/mmol, 250 uCi en etanol, Perkin Elmer). Diluciones de [3H]monooleilglicerol desde
1 hasta 10 puM fueron preparadas agregando 0.5uCi [*H]monooleilglicerol (2-
monooleil[9,10—3H(N)]glicerol , 60 Ci/mmol, 250 uCi en acetonitrilo, American
RadioChemicals) a 4 ml de una soluciéon 10 uM de 2-monooleilglicerol (C18:1, [cis]-9,
Sigma). Para el ensayo de unidn, se mezclaron 150 pl de buffer, 50 ul de LFABP (2.72
UM) y 50 upl de solucidn de ligando en un eppendorf de 1.5 ml. Luego de una
incubacién de 15 minutos a 37°C, que permite la unién del ligando a la proteina, los
viales fueron centrifugados por 5 segundos y puestos en hielo. 50 ul de cada vial
fueron usados para determinar la concentracién de ligando en la solucién acuosa
mediante un contador de centelleo. A los 200 ul restantes se le agregaron 50 ul de
suspension de Lipidex 1000 agitada en frio, se mezclé 3-4 veces en un vértex durante
un periodo de incubacién de 30 minutos a 0°C. Finalmente, los viales se centrifugaron
(2 minutos, 10000 x g a 4°C) y 100 pl del sobrenadante se transfirieron a un vial de
centelleo y fueron usados para cuantificar la cantidad de ligando libre. La resina Lipidex

1000 solo remueve los ligandos unidos a la proteina cuando es incubada a 37°C,
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incubada a 0°C sdlo es capaz de unir el ligando libre en solucidn. La radioactividad fue
medida en un contador de centelleo Perkin ElImer Wallace 1409 DSA (Perkin Elmer,
Santa Clara, California, USA). Se obtuvieron valores del blanco para cada dilucién de
ligando, midiéndose la radioactividad de incubaciones en las cuales se agregd 50 ul de
buffer sin LFABP, cada valor se restd a la dilucidén correspondiente. Dado que LFABP
posee dos sitios de union tanto para el acido oleico como para el monooleilglicerol, los

datos fueron analizados usando la ecuacién de Hill:

Donde X= ligando unido/LFABP total, n es el nimero de sitios de unidén y c es el

coeficiente de Hill.

2.3.2. Ensayos de interaccion con membranas artificiales.

2.3.2.1. Preparacion de membranas artificiales.

A lo largo de este trabajo de tesis se recurre al uso de membranas fosfolipidicas
artificiales en reiteradas oportunidades. Las mismas son preparadas a partir de sus
componentes puros (AVANTI Lipids) por dos metodologias distintas, que permiten

obtener vesiculas unilamelares de distinto tamafio.

2.3.2.1.1. Vesiculas unilamelares pequenas (SUVs).

Las vesiculas unilamelares pequefias (SUVs, de sus siglas en inglés: Small
Unilamellar Vesicles) se preparan de acuerdo al protocolo detallado en Storch et al
(Storch and Kleinfeld 1986). Los lipidos puros disueltos en CHCl; se mezclan, secan
bajo una corriente de N, y se resuspenden en buffer TBS. La mezcla de fosfolipidos se
sonica bajo N, en un bafio de agua-hielo hasta clarificar la suspensién, lo que lleva
unos 45 minutos aproximadamente. Las vesiculas son separadas por

ultracentrifugacién a 45000 rpm durante 45 minutos y se guardan sélo las SUVs del
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sobrenadante a 4°C en una atmosfera de N,. La concentracion de las SUVs obtenidas
se calcula empleando el ensayo de cuantificacion de fésforo inorganico ya descripto.
Para la determinacion del Kp (coeficiente de particidon) y los ensayos de
transferencia es necesario incorporar un 10% mol/mol de NBD-PC (nitrobenzodiazol-
fosfatidilcolina), que contiene el grupo que funciona como quencher de la
fluorescencia de los AOFA. Asi, se preparan vesiculas zwitteridnicas con una
composicion de 90 mol % fosfatidilcolina de huevo (EPC) y 10 mol % NBD-PC. Para
incrementar la densidad de la carga superficial negativa de las vesiculas aceptoras, se
incorporan un 25 mol% de CL en las SUV. Para las vesiculas que contienen CL se
suplementa el buffer TBS con 1 mM EDTA. El EDTA sirve para complejar las impurezas
de iones metalicos pesados, que catalizan los procesos de oxidacidn, ya que la CL es

muy sensible al O,.

2.3.2.1.2. Preparacion de vesiculas unilamelares grandes (LUVs).

Las vesiculas unilamelares grandes (LUVs, en inglés: Large Unilamellar Vesicles)
se preparan por extrusion segun la técnica descripta en Hope et al (Hope et al. 1985) .
En principio los lipidos puros disueltos en CHCl; se mezclan, se secan bajo una
corriente de N, y se resuspenden en buffer TBS, de la misma manera que se realizd
para las SUV. Para las vesiculas cargadas con sacarosa, se agregd 180 mM sacarosa
durante la preparacion. Para las vesiculas que contienen CL también se utiliza buffer
TBS con 1mM EDTA. Finalmente, las LUVs se obtienen extruyendo 11 veces la
suspensidn de fosfolipidos empleando un filtro de policarbonato de 0.1 um de poro y
un extrusor Liposofast (Avestin, Canada). Las LUVs se colectan en un vial de vidrio

color caramelo y se guardan a 4°C en una atmdsfera de N,.

2.3.2.2. Calculo del coeficiente de particion.

El coeficiente de particion (Kp) de un ligando nos brinda informacién de la

afinidad relativa que tiene un soluto por dos medios o, en este caso, de un ligando

hidrofdbico por una proteina y una membrana fosfolipidica artificial. En este trabajo de
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tesis, se obtuvo el Kp del ligando AOFA entre las FABP y vesiculas unilamelares
pequefias (SUVs).

El protocolo se basa en el método propuesto por Massey et al. (Massey, Bick,
and Pownall 1997). Brevemente, se mide el espectro de fluorescencia de una soluciéon
conteniendo la proteina mas el ligando fluorescente en una proporcién 10:1 (1.5 uM
AOFA) en buffer TBS, luego del agregado de cantidades crecientes de SUVs. Las
vesiculas contienen NBD-PC (una molécula de fosfatidilcolina que tiene unido un
derivado de acido grasos con el grupo NBD en la porcion hidrofébica) que funciona
como quencher de la fluorescencia del grupo antroiloxi. Las muestras se incuban por 3-
5 minutos, después de lo cual se realiza la medida de fluorescencia a una temperatura
de 25°C, excitando con luz de 383 nm y se toman espectros de emisidon entre 400-500
nm.

El Kp se define como:

donde [FABP-AOFA] y [SUV-AOFA] representan las concentraciones de ligando
unido a la proteina o a las vesiculas, respectivamente.

El agregado de las vesiculas conteniendo NBD-PC determina una disminucion
de la fluorescencia inicial del ligando en presencia de la proteina. Los cambios en la

fluorescencia del AOFA se relacionan al Kp segun la siguiente ecuacion:

donde AF es la diferencia entre la fluorescencia inicial del AOFA con la proteina
en ausencia de SUV y la fluorescencia del mismo a una determinada proporcion
FABP:SUV; y AF,.x es la mdaxima diferencia en la fluorescencia del AOFA. Asi,
graficando 1/AF versus (1/AFax)([SLBP]/[SUV]) se obtiene una recta, cuya pendiente

corresponde al valor de Kp.
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2.3.2.3. Transferencia de antroiloxi-acidos grasos (AOFAs) desde FABP hacia

SUVs.

La técnica de Stopped-Flow o Flujo Detenido se emplea para estudiar procesos
muy rdpidos, menores a unos pocos segundos. Por eso se recurre a la mezcla directa
de los componentes del sistema en la cubeta del espectrofluorémetro donde se realiza
el ensayo. La transferencia de los AOFA se monitorea por el fendmeno Foster de
Transferencia de Energia de Resonancia (FRET, de sus siglas en inglés Féster Resonance
Energy Transfer), que se evidencia cuando el ligando se transfiere a las membranas
aceptoras preparadas con el quencher NBD-PC, fluoroforo aceptor FRET del grupo
antroiloxi. Para estudiar la transferencia de AOFA desde las FABPs hacia las SUVs
aceptoras se recurre a la técnica descripta por Storch et al. (Storch and Kleinfeld 1986)
. Brevemente, con la ayuda del médulo de cinética rapida Stopped-Flow Module
RX2000 (Appied Photophysics Limited), se registra la disminucion de la fluorescencia
del grupo antroiloxi de los AOFAs, a medida que el ligando se transfiere desde las
FABPs hacia las SUV.

La curva resultante de la transferencia del ligando se ajusta a una funcion de

cinética de decaimiento exponencial simple:

donde b corresponde a la velocidad inicial de transferencia del ligando. El
ajuste de las distintas curvas fue realizado utilizando el software provisto por el
espectrofluorémetro o procesadas posteriormente con el software SigmaPlot (SPSS
Inc.). Los valores de velocidad fueron tomados del parametro b que tiene unidades de

seg’l.

2.3.2.3.1. Efecto de la concentracion de las vesiculas aceptoras.

Para analizar el efecto de la concentracion de las vesiculas zwitteridnicas (90%
EPC, 10% NBD-PC), se realiza el experimento a distintas proporciones de proteina:SUV.

Asi, a mayor concentracién de vesiculas, aumenta la frecuencia de choque de las
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proteinas con las membranas, lo que favorece la transferencia de ligandos a través de
un mecanismo colisional, como el que presenta la proteina IFABP nativa.

Para el caso de la IFABP y sus proteinas mutantes, se preparan soluciones 2X en
buffer TBS de las proteinas, y se las incuba con el ligando AOFA en una proporcién 10:1
(concentracion final en el ensayo 1.5 puM ligando) durante aproximadamente 10
minutos para permitir que la formacion del complejo proteina-ligando llegue al
equilibrio. El AOFA se agrega desde una solucién stock concentrada en etanol,
guedando una concentracion final de etanol en el medio menor al 0.05% (v/v).
Basados en el Kd publicado para IFABP (0.16 uM) (Hsu and Storch 1996), la proporcién
10:1 proteina:ligando asegura que mas de un 95% del ligando se halle unido a la
proteina. Por otro lado, se preparan las soluciones 2X de las vesiculas aceptoras, tal
que al diluirlas al medio den concentraciones de 150 a 600 uM. El complejo proteina-
AOFA se inyecta junto con las SUVs en la celda del médulo de cinética rapida,
termostatizado a 25°C, y se mezclan al mismo tiempo que se monitorea la
fluorescencia de la muestra a una velocidad de 1 punto cada 3-10 pseg durante 5-30
segundos de forma de obtener un minimo de 2000 puntos por ensayo. Debida a sus Kd
mayores, se uso la relacion 60:1 proteina:ligando tanto para IFABP-HL como para
IFABP-D98D.

Los datos de la transferencia se guardan en un archivo ASCII, para su analisis
posterior, y el ensayo se repite hasta obtener al menos 5 curvas superponibles de
fluorescencia vs tiempo, las cuales se promedian. Cada set de medidas para cada

condicidn se determina en el mismo dia.

2.3.2.3.2. Efecto de la carga superficial de las vesiculas aceptoras.

En este caso el ensayo es equivalente al descrito en el inciso anterior, pero con
la diferencia de que, para analizar el efecto de la carga superficial de las vesiculas
aceptoras, se fija la concentracion final de las SUV a 150 uM y se emplean SUV de
distinta composicién. El ensayo se realiza con SUV que poseen un 90% EPC (un 10%
siempre corresponde al quencher NBD-PC) con carga neta nula (zwitterionicas), y SUV
gue poseen un 65% EPC y un 25% CL y que presentan el dos de cargas negativas por

molécula. Las medidas se realizan en un mismo dia para un set de condiciones.
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2.3.3. Quenching de acrilamida en ausencia y presencia de LUVs.

La acrilamida es un quencher efectivo de la emision del Trp. Dado que la
acrilamida es un quenche colisional, su efecto estd dado por la concentracién de la
misma vy la accesibilidad al solvente del Trp. El espectro de emission del Trp fue
obtenido entre 300 y 400 nm, excitando a 295 nm para prevenir la excitacidon de los
residuos de tirosina. La concentarcion de proteina usada fue 5 uM y LUVs 40 uM. Para
los experimentos de quenching, se agregd acrilamida desde un stock 4 M a la solucién
de proteina. Los agregados fueron desde 0 hasta 400 mM. Luego de cada agregado, las
muestras fueron incubadas 3 minutos a 25°C antes de tomarse la medida del espectro
de emisién. Los datos obtenidos de los experimentos de quenching con acrilamida

fueron analizados usando la ecuacion de Stern-Volmer:

Fo_1 K
T + Ksv.[Q]

donde Fp y F son las intensidades de emisidon en ausencia o en presencia del
guencher Q, respectivamente, y Ksy es la constant de Stern-Volmer (de Gerénimo et al.

2014).
2.3.4. Ensayo con vesiculas cargadas con sacarosa.

Se empled un ensayo con vesiculas cargadas con sacarosa para explorar la
capacidad de unién a membranas de las FABPs, como se describe en Smith & Storch
(Smith and Storch 1999). Brevemente, se realizaron mezclas de reaccion de LUVs y
FABPs en un buffer 5 mM MOPS, 100 mM KCI, 2 mM CaCl,, pH 7.4. Los tubos fueron
centrifugados a 100000 g por 90 minutos a 21°C, y los sobrenadantes fueron
transferidos inmediatamente a nuevos tubos. Alicuotas de ambos, sobrenadante vy
precipitado, se resolvieron por SDS—PAGE.

La densitometria de los geles fue analizada usando el programa Image J (NIH).
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2.4 Protocolos de Biologia Celular

2.4.1. Propagacidon, mantenimiento y subcultivo de células Caco-2.

Se emplearon células Caco-2 que son ampliamente usadas como un modelo de
células epiteliales del intestino delgado, debido a su similitud fenotipica con los
enterocitos, tanto morfolégicas como de marcadores bioquimicos. La manipulacion de
las lineas celulares se llevd a cabo de acuerdo a los protocolos que se detallan en el
manual de cultivo de células animales (Freshney 2000) y la bibliografia disponible para
la linea celular Caco-2 (S. Ho and Storch 2001; Sambuy et al. 2005).

Las células Caco-2 y las lineas transfectadas se cultivan rutinariamente en
placas o botellas con medio de mantenimiento compuesto por Medio Esencial Minimo
Dulbeco alto en glucosa (DMEM) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS,
Natocor), 26 mM NaHCOj;, 100 Ul/ml Penicilina, 100 pg/ml Estreptomicina, 1%
solucion de vitaminas para MEM y 1% aminoacidos no esenciales. La incubacion se
realiza en una estufa gaseada Forma a 37°C y en atmdsfera con 5% CO, y 100% de
humedad. La manipulacién de las células se realizdé siempre en ambiente estéril de
flujo laminar.

Las placas o botellas se mantienen en estas condiciones entre 4 y 7 dias y
deben ser subcultivadas antes de que alcancen una confluencia mayor al 80%. Los
subcultivos o repiques de las células se realizan diluyendo 1/8 el cultivo empleando
una solucion de Tripsina y 0.25% EDTA (Gibco/Invitrogen) como agente desagregante
que suelta las células del soporte y las separa entre si. El protocolo consiste en
descartar el medio de cultivo viejo luego de lo cual se lava la monocapa de células con
buffer PBS pH 7.4, esterilizado en autoclave. Las células se aislan por la accién de 1-2ml
de la solucion de Tripsina-EDTA sobre la monocapa durante 5-10 minutos a 37°C. La
tripsina se neutraliza luego por el agregado de 9 ml de medio fresco suplementado con
FBS, y se pipetea varias veces con ayuda de una pipeta automatica para disgregar bien
la monocapa. El procedimiento se sigue observando la suspension de células en un
microscopio invertido Leica y cuando las células estan bien individualizadas se toman

1-2 ml y se subcultivan a una placa o botella con medio de mantenimiento fresco.
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Las células transfectadas fueron sometidas a una incubaciéon con Geneticina
1mg/ml que se mantuvo hasta luego del aislamiento de los clones. Se crecieron vy
criopreservaron varios viales de estas células transfectadas. Al momento de
descongelar estos viales o en el caso de cultivos muy prolongados, también se
mantuvo la incubacién con Geneticina 1mg/ml por al menos 7 dias extras a modo de

ejercer una presion de seleccion que no bloquee la expresion del vector.

2.4.2. Congelado y descongelado de células Caco-2.

Las células Caco-2 y las lineas derivadas de la transfeccion con el vector
pcDNA3.1-ASL se guardan almacenadas en un termo con nitrégeno liquido (-180°C)
para asegurar su preservacion. Esto se logra tripsinizando las células de una placa o
botella como se describié en la seccion anterior, pero en lugar de diluir las células,
estas se depositan en el fondo de un tubo tipo falcon de 15ml estéril mediante una
breve centrifugacion a baja velocidad. El medio sobrenadante se descarta y las células
se resuspenden en 4ml de medio de congelamiento con extremo cuidado de no
generar burbujas, ya que son muy fragiles en este medio. La suspensién de células se
reparte en 2 alicuotas de 1.8 ml en crioviales de 2ml, a -70°C toda la noche (lo ideal es
un enfriamiento lento, 1°C/min, de 0 a -70°C). La fraccidn restante de la suspension se
emplea para sembrar una placa de cultivo fresca que sirve como control de
contaminacién del procedimiento. Al dia siguiente los crioviales se pasan al termo de
nitrogeno liquido y se anota en el registro su posicion con un roétulo equivalente al del
cultivo, mas la confluencia aproximada que se alcanzaria si se sembrara integramente
el stock a congelar en una sola placa, como estimativo del nimero de células que
contiene.

El medio de congelamiento debe prepararse con antelacion y resulta de
suplementar el medio de mantenimiento primero con 10% DMSO, mezclar bien, y
luego con 20% FBS, para evitar la precipitacion de las proteinas del suero.

Por otro lado, cuando es necesario descongelar un criovial, una vez lista el area
de trabajo, éste se retira del termo de nitrogeno liquido y se mantiene en hielo hasta el
momento de su utilizacién, que debe ser lo antes posible. El descongelado rapido se

logra flotando el criovial en un recipiente con agua a 40°C unos instantes. Antes de que
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se haya descongelado por completo el contenido del criovial, se retira, se rocia con
etanol 70% y se lleva al flujo laminar para abrirlo en un ambiente estéril y repartir
distintas cantidades de células en 2 o 3 placas con medio de mantenimiento fresco.
Luego de 24 hs se renueva el medio de cultivo para eliminar las células que no se
adhirieron, porque eventualmente mueren y liberan compuestos téxicos para las otras

células. Luego se mantiene el cultivo como de costumbre.

2.4.3. Obtencion de clones Caco-2 con expresion disminuida de hLFABP.

El plasmido de expresion pcDNA3.1-ASL y el vector control, pcDNA3.1-Neo(+)
vacio, se introdujeron en las células complejandolos con lipidos catiénicos como
Lipofectamina (Invitrogen), de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes. Los
lipidos catidnicos forman liposomas que interaccionan electrostaticamente con el ADN
ya que posee carga negativa. Esta es una de las estrategias comunmente usadas para
introducir acidos nucleicos en células eucariotas; aunque el trafico intracelular de estos
complejos o cdmo el ADN llega al nlcleo son escasamente comprendidos, pero una vez
en él, el ADN plasmidico puede insertarse en el genoma de la célula huésped o quedar
en forma epigénica.

En paralelo se transfectan células con el vector pcDNA3.1-GFP. La evidencia de
fluorescencia verde luego de 48hs del procedimiento sirve como un rapido control de
la eficiencia de transfeccidn de estas células.

Una vez transfectadas las células Caco-2 con el plasmido pcDNA3.1-ASL o el
pcDNA3.1-Neo(+) vacio deben obtenerse lineas estables sometiéndolas a seleccién con
1 mg/ml de Geneticina en el medio de cultivo durante un minimo de 14 dias. Para
obtener poblaciones homogéneas, se aislan colonias clonales crecidas en forma aislada
en una placa de cultivo de 100mm de didmetro hasta que alcanzan un tamano de 20 a
30 células. Luego, se individualizan y marcan en la placa con la ayuda de un
microscopio dptico invertido. Se retira el medio de cultivo de la placa y se lava con PBS
para eliminar trazas de suero. Utilizando cilindros de clonado sellados con grasa
siliconada estéril se aislan 5-10 colonias del resto de las células en la placa, y se
tripsinizan agregando 100-200 pl de Tripsina/EDTA (de acuerdo al tamafio del cilindro

empleado). Las células asi sueltas se pasan a un frasco de cultivo de 25 cm? con la
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ayuda de 250-500 ul de medio fresco para enjuagar el interior del cilindro de clonado.
El medio de cultivo se completa luego con 5ml de medio fresco.

Los niveles de expresidon de LFABP se analizan por Western Blot, empleando el
antisuero obtenido en nuestro laboratorio. Los resultados se expresan como Unidades
Arbitrarias (UA), normalizadas por la presencia de B-actina. Complementariamente, se
analiza la posible compensacion por la falta de LFABP con IFABP también por Western

Blot.

2.4.4. Determinacidn de la capacidad de crecimiento.

Las lineas celulares derivadas de tumores o de células embrionarias tienen
comunmente una capacidad de crecimiento mayor a la que muestran los cultivos
primarios o secundarios. Esta caracteristica esta intimamente relacionada al grado de
diferenciacidn celular que presentan, es decir, a la especializacidon de dicha célula para
cumplir una funcién determinada en el organismo. Es por esto que analizar la
capacidad de crecimiento de las lineas celulares modificadas y su comparacién con la
linea de origen es fundamental para la correcta interpretacion de los resultados de los
ensayos metabdlicos. Los ensayos mas frecuentes para estudiar la capacidad de
proliferacion de las células en cultivo son la determinacién del tiempo de duplicacién

de la linea celular y la capacidad de incorporacion de 3H-Timidina en el ADN.

2.4.4.1. Tiempo de duplicacion.

La forma de estimar el tiempo de duplicacién de una linea celular es analizando
el crecimiento celular mediante curvas de crecimiento. Estas curvas permiten estudiar
la cinética poblacional del cultivo celular bajo las condiciones fijadas para el ensayo.
Esto implica determinar la duracién de las fases “lag”, crecimiento exponencial (“fase
log”) y estacionaria (si se alcanza), y determinar parametros como el tiempo de
duplicacién poblacional.

Para este estudio se tripsiniza una placa o botella con células preconfluentes de
cada linea celular a estudiar y se cuentan en una camara de Neubauer. Luego se

siembran 1.0 x 10° células en 20 placas de Petri de 60 mm para cada linea celular y se
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cambia el medio de mantenimiento por medio fresco cada 48-72 hs. Las células de 3
placas por linea celular son tripsinizadas a distintos tiempos, dentro de los 10 dias
posteriores al inicio del ensayo (normalmente 24, 48, 72, 120, 168 y 240hs), y se
colectan en un tubo de 15 ml tipo falcon. Las células se pelletean y se resuspenden en
un volumen conocido de buffer PBS. Se evalua la viabilidad celular por el método de
exclusion de Azul de Tripan (Freshney 2000), por lo que una alicuota de 50 pl se mezcla
con 50 pl de una solucidon de Azul de Tripan 0.4 % en buffer PBS. Las células vivas
(refringentes y no coloreadas) se cuentan en los 5 recuadros de 0.1 mm® de una
camara de Neubauer por duplicado.

Se deben contar un minimo de 100 células, de no ser asi debe repetirse la
lectura recargando la cdmara de Neubauer con nueva muestra. Hay que tener en
cuenta que las células se mueren con el tiempo por lo que no se puede tardar mas de
30 minutos para la determinacion una vez que se mezclaron las células con la solucién

de Azul de Tripan.

2.4.4.2. Asimilacion de 3H-Timidina.

El crecimiento celular puede estimarse también midiendo la incorporacion de
timidina marcada radioactivamente, por un corto periodo de tiempo, al ADN celular. La
incorporacion de [3H]timidina al ADN celular se determina segun el protocolo descrito
en Ogretmen et al (Ogretmen et al. 2001). Brevemente, se siembran alrededor de 1.0 x
10° células de cada linea celular en 6 placas de Petri de 60mm. Entre 5y 7 dias
después, las células preconfluentes de 3 de las 6 placas se incuban durante 4hs con
medio fresco suplementado con 0.5 pCi/ml [*H]-Timidina. Luego de dos lavados con
PBS frio, el ADN celular se precipita con 2 ml/placa de una soluciéon de 0.5% acido
tricloroacético durante 20 minutos en hielo. El precipitado se lava con 2 ml de etanol
absoluto frio y luego se disuelve bien en 2 ml de una solucion 0.1 M NaOH, 2%
Na,COs. Una alicuota de 400 pul se coloca en un vial de centelleo y se neutraliza con
144 pl de 1 M HCl y se le agregan 3 ml de liquido de centelleo HiSafe 3 Plus (Perkin
Elmer). Luego se mide la radioactividad de la alicuota en un contador de centelleo

liquido.
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En paralelo se cosechan las células de las otras 3 placas y se resuspenden en
500 pl de buffer de lisis (10 mM tris, 1 mM EDTA, suplementado con una mezcla de
Inhibidores de Proteasas (SIGMA)) y se sonican 2 veces por 30 segundos a potencia 1
en un sonicador de punta Branson. La concentracion de proteinas de estas muestras se
determina por el método de Bradford. Este valor se emplea para normalizar los
resultados de marcacion total con *H-Timidina, gue se expresan como dpm 3’H/mg

proteina.

2.4.5. Diferenciacion de células Caco-2.

La linea celular Caco-2, cdmo ya se mencioné anteriormente, provienen de un
carcinoma de colon humano y presentan muchas de las caracteristicas de las células
del epitelio intestinal. En particular, estas células expresan marcadores tipicos de los
enterocitos como por ejemplo la LFABP, disacaridasas, fosfatasa alcalina, etc. Pero mas
notable es aun la capacidad que presentan de secretar complejos lipoprotéicos
similares a las VLDL y los quilomicrones. Los estudios morfolégicos ademdas muestran
una distribucién asimétrica de los componentes celulares, tipica de una célula
polarizada, con un ribete en cepillo en la regidn apical. Los cultivos confluentes
también muestran la formacion de prolongaciones de células apiladas como si fueran
microvellosidades intestinales. Por Ultimo cabe destacar que estas células también
forman uniones intercelulares estrechas o impermeables, lo que les permite formar
una monocapa de permeabilidad selectiva sobre una superficie porosa.

Las caracteristicas antes descriptas no son permanentes y para que sean
expresadas en todo su potencial es necesario permitir que las células atraviesen un
proceso de diferenciacion celular, similar al que sufren los enterocitos en su camino
desde el fondo de las criptas intestinales hasta la cima de las microvellosidades. Este
fenomeno puede ser estimulado in cultivo por el mantenimiento de las células a una
confluencia mayor al 100%. Sin embargo, para el mantenimiento de la linea celular, es
aconsejable no permitir que las células alcancen la confluencia.

El protocolo general para inducir la diferenciacién de las células Caco-2 consiste
en tripsinizar placas o botellas con células preconfluentes y mezclarlas en un pool

comun. Las células se pelletean por centrifugacidn, se resuspenden en un volumen
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conocido y se determina su concentracion como se explicd en la seccién anterior. Las
células se siembran a una densidad de 300% (aproximadamente unas 300000 células
por sz) en filtros transwell, a fin de promover su diferenciacién. Al dia siguiente se
lavan con PBS las células que no se adhirieron y se cambia el medio estrictamente cada
48 hs para evitar que se sobreacidifique. El proceso de diferenciacion celular lleva
aproximadamente unos 15-18 dias y los experimentos deben realizarse dentro de la
semana siguiente (entre los 18 y 21 dias). Este proceso de difenciacion se lleva a cabo
en celdas transwell, filtros sobre los que se crecen las células permitiendo el acceso
independiente a la cara apical y basal de la monocapa y la medicion de la resistividad
eléctrica de la misma. De este modo, también se evita la formacion de “domos” que
aparecen en las placas comunes de cultivo por desprendimiento de una regién de la
monocapa debido a la acumulacién de secreciones por la cara basolateral.

El proceso de diferenciacion puede seguirse por varios métodos. El método
enzimatico mas frecuente es la medicién de disacaridasas, pero el mds practico y
preciso consiste en la medicion de la resistividad de la monocapa con un
potenciometro (ELS Voltimeter, Millipore), por lo que se empled en cada experimento
metabdlico aqui descripto. Asi, se observa un aumento de la resistividad medida con
un electrodo a cada lado del filtro transwell cuando las células alcanzan una monocapa
diferenciada. Las celdas se lavan dos veces con PBS y se mide la resistividad que
presenta cada monocapa. Se considera que las células se han diferenciado si se
superan los 250 Ohm.cm? y sélo estas resultan aceptables para realizar el

experimento.

2.4.6. Asimilacion de acidos grasos.

Para analizar el rol de la LFABP en la asimilacion de FA, se realizaron
incubaciones de monocapas diferenciadas para cada linea celular derivada de Caco-2
modificadas con cantidades crecientes de acido oleico (OA). Las células se incuban con
FAs marcados radioactivamente solubilizdndolos en buffer PBS suplementado con 10
mM taurocolato de sodio y aplicandolo sélo en el compartimiento apical de los

transwell, para simular la llegada de nutrientes de la dieta desde la luz intestinal.
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El seguimiento del OA se lleva a cabo gracias a la incorporacion de un 1-10% de
FA marcado radioactivamente con **C, dependiendo del ensayo, en el medio de
cultivo. Los compuestos marcados radioactivamente permiten el estudio dindmico de
los procesos bioldgicos con un minimo de perturbacion del sistema. Por otra parte, la
sensibilidad de los métodos de deteccidon de radiotrazadores es mucho mayor que la
de la mayoria de los otros procedimientos fisicos y quimicos, por lo que moléculas
poco abundantes pueden ser detectadas con alto grado de confianza.

Luego de 20 segundos de incubacion, los filtros se pasan a una placa prelavada
y que reposa en un bafo de hielo. Las células se lavan dos veces con PBS con 1%
albimina deslipidizada (SIGMA) en frio y 2 veces mas con PBS solamente, para eliminar
los restos de FAs unidos a la monocapa pero no internalizados a la célula. Luego las
células se cosechan raspando el filtro con un tip de punta roma con PBS frio
suplementado con inhibidores de proteasas, 3 veces con 150 pl (total 450 pl) para los
filtros de 0.33 cm? Las muestras se homogeinizan por pipeteo y se separan 2 alicuotas
de 50 ul para determinar la concentracion de proteinas por duplicado. Una tercera
alicuota de 250 pl se utiliza para medir la radioactividad presente en el homogenato
agregandole 3 ml de liquido de centelleo en un contador Wallac (modelo 1214
Rackbeta).

Los resultados se expresan como dpm/mg/20 seg o nmol oleato/mg/20 seg, y

se grafica una curva de velocidad de asimilacién en funcidn de la concentracién de FAs.

2.4.7. Distribucion y metabolismo de FA.

Una vez asimilados desde la cara apical, los FAs pueden tener varios destinos
metabdlicos distintos, ya sea ser degradados en la mitocondria o incorporados a
glicéridos para formar parte de membranas o almacenarse como reserva energética.
Para analizar el rol de la LFABP en esta distribucion de los FA entre sus posibles
destinos se repite el ensayo de asimilacién pero en celdas transwell de 35 mm de
didmetro (9.6cm?) para obtener suficiente masa para el ensayo. En este caso, a partir
del homogenato (3x500 ul, 1.5ml total en este caso), se toma una fraccion de 1 ml para
realizar la extraccion de lipidos totales. Los 500 pul restantes se emplean para

cuantificar proteinas y el resto se reserva para Western Blots o mediciones
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enzimaticas. Los lipidos extraidos se resuelven por Cromatografia en Capa Fina (TLC,
del inglés Thin Layer Chromatography) y se analiza la radioactividad de cada familia de
lipidos para estudiar el metabolismo que sufre el FA.

2.4.8. Extraccion de lipidos totales.

La extraccién de los lipidos totales de las células se realiza siguiendo el método
descripto originalmente en Bligh & Dyer (Bligh and Dyer 1959); con pequeiias
modificaciones. Esencialmente, las monocapas de células se lavan con buffer PBS frio
con 1% Albumnia deslipidizada dos veces y dos veces mas sélo con PBS frio, para
eliminar los FAs marcados que pudieran quedar adsorbidos a la superficie celular. Las
células se cosechan raspando, pero obteniendo un volumen final de 1.5ml de
homogenato.

Una alicuota de 1 ml de homogenato se coloca en un tubo de vidrio con tapa de
teflén en hielo. La mezcla de solventes para la extraccion se completa con el agregado
de 4ml de Metanol frio (-20°C) y 2ml de Cloroformo (Solucién de Bligh & Dyer
Metanol:Cloroformo:H20 2:1:0,5 por volumenes), se mezcla bien y se realiza la
extraccion toda la noche a -202C. Este sistema de solventes asegura una buena
extraccidn de los lipidos celulares debido a que es lo suficientemente apolar como para
gue los lipidos se disuelvan y, al mismo tiempo, tan polar como para vencer las fuertes
fuerzas de asociacion entre los lipidos y otros constituyentes celulares como las
proteinas. A continuacidn, al extracto se le agregan 1 ml de Cloroformo y 1 ml de agua
bidestilada para particionar el sistema y poder eliminar los contaminantes no lipidicos
junto con la fase acuosa. El sistema turbio debe ser clarificado previamente por
centrifugaciéon durante 5 min a 3000 rpm, y luego se aspira la fase acuosa (superior) en
una trampa de vacio. La fase cloroférmica (inferior), que contiene los lipidos
purificados, se reserva a -20°C. Se realiza una nueva extraccion a la fase acuosa del
mismo modo que se detalld anteriorimente. Finalmente, se juntan ambas fases
cloroférmicas provenientes de las dos extracciones sucesivas, y se pasa a un tubo de
vidrio con tapa de teflén limpio y se lleva a sequedad por evaporacion en una
centrifuga concentradora con trampa de vapores Speed Vac SC110 (Savant). Los lipidos

luego son resuspendidos en un volumen conocido de Cloroformo (normalmente 500
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pl) y una alicuota de 50 pl se seca en un vial de centelleo para contar la incorporacién

de marca en la fraccion de lipidos totales.

2.4.9. Cromatografia en capa fina.

La cromatografia en capa fina (TLC) es una técnica simple que sirve para
separar lipidos de acuerdo a su afinidad relativa por un adsorbente polar (fase
estacionaria) y un sistema de solventes (fase mévil). Tanto el adsorbente como el
sistema de solventes utilizados son escogidos de acuerdo al tipo de lipidos que se
desea separar. En este trabajo de tesis sélo se recurrid a la separacién de las distintas
familias de lipidos neutros que denotan los posibles destinos anabdlicos que pueden
sufrir los FA incorporados desde la dieta. Asi, los distintos lipidos neutros se separan de
la fraccion origianl de lipidos polares totales mediante el sistema de solventes
hexano:éter etilico:acido acético (80:20:2, en volumenes).

Para ello, se concentran los 450 pl restantes de la muestra cloroférmica de
lipidos totales a 50-100 ul y se siembran puntualmente, gota a gota, en la linea de
siembra (a 2-3 cm del borde inferior) de una placa de TLC 51250 (J.T.Baker Cat# 7000-
04) activada durante 30-60 min en estufa. Mientras tanto, se satura la cuba en los
vapores de la mezcla de corrida (no mas de 60 ml). Las cromatografias se realizan de
modo unidireccional permitiendo a la mezcla de solventes ascender por capilaridad
hasta 1 6 2 cm del borde superior.

La deteccidn de las especies lipidicas se realiza por tincion en una cadmara con
vapores de iodo y se detectan por comparacion con una mezcla de estandares puros
corridos en paralelo. Las manchas de Yodo se refieren a una de las cinco familias de
lipidos, Fosfolipidos (PL), Acidos Grasos (FA), Diacilglicerol (DG), Triacilglicéridos (TG) o
Esteres de Colesterol (EC). Vale la pena mencionar que el Diacilglicerol corre casi a la
misma altura que Colesterol libre, pero en los tiempos cortos de los ensayos antes
mencionados no se observa marca significativa proveniente del metabolismo de los FA

en el Colesterol.
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Para medir la radioactividad presente en cada familia de lipidos se pueden
emplear dos técnicas de acuerdo al radioisétopo empleado. Por un lado, algunos de los
ensayos con “*C se leyeron en un equipo Phosphorimager Storm 840 (Amersham/GE)
impresionando un screen con la placa de TLC (envuelta en parafilm) por 24hs y
obteniendo una imagen del perfil de radioactividad de la placa completa. La imagen
luego es analizada por el software provisto con el equipo. Ademas, las manchas de
yodo se rasparon de la placa de TLC, se resuspendieron y se agregdn 3 ml de liquido de
centelleo HiSafe3 Plus (Perkim Elmer) y se contaron en un contador de centelleo. Los
PL se recuperan de la silica gel por extraccién con 2 volimenes de 1 ml
cloroformo:metanol:agua (5:5:1 por wvol) vy los lipidos neutros con
metanol:cloroformo:hexano (1:1:2 por vol.).

Los resultados se expresan como porcentajes de la radioactividad total en la
muestra para cada grupo de lipidos. Por otro lado, con el dato de la actividad
especifica del medio de incubacion y los datos de radioactividad en lipidos totales y de
mg por proteina es posible calcular los pmoles de FA incorporados en cada familia por

mg de proteina en el tiempo del ensayo.
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2.5. Analisis estadisticos.

Los experimentos se realizaron cdmo minimo por triplicado en forma
independiente, cambiando al menos la preparacidon o stock de algliin componente en
cada caso. En el caso de no haberse realizado tres medidas independientes, se lo ha
indicado convenientemente. Los resultados se expresan como las medias con sus
respectivas desviaciones estandar (SD). Las diferencias entre las mismas son analizadas
estadisticamente empleando el test “t” de Student para comparar dos condiciones
puntuales. En las regresiones lineales, las tendencias se evalian por el coeficiente de
correlacién. En los casos en que se necesita comparar tendencias se realizd un analisis
de la varianza (ANOVA). Los limites de confianza utilizados se sefialan para cada

experimento, pero nunca fueron menores al 95%.
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Resultados y Discusion.
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Estudios biofisicos.

3. Caracterizacion de la unidon a ligandos e
interaccion con membranas de Ila variante

estructural de IFABP, IFABP-D98D.

3.1. Introduccion e hipétesis de trabajo.

IFABP pertenece a una familia de proteinas intracelulares que unen lipidos con
la funcidn aparente de participar en el trafico de ligandos hidrofébicos (Storch and
Corsico 2008). Las funciones fisioldgicas especificas de estas proteinas aun no son
precisas, aunque se hipotetiza que tendrian un rol central en el transporte y
direccionamiento de acidos grasos (FAs) hacia organelas membranosas especificas y
vias metabdlicas (Furuhashi and Hotamisligil 2008). Como se detallé en la introduccion,
IFABP es abundantemente producida en el enterocito, junto con otra FABP, LFABP
(Bass 1985; Poirier et al. 1997). Numerosas diferencias entre estas dos FABPs de
enterocito han sido descriptas, incluyendo la especificidad de unidon a ligandos,
estequiometria, modo de transporte del ligando y propiedades de interacciéon con
membranas, que sugieren propiedades funcionales Unicas (Hsu and Storch 1996; De
Geronimo et al. 2010; Falomir-Lockhart et al. 2011; Gajda et al. 2013). La estructura
terciaria de esta familia de proteinas se encuentra altamente conservada. Consiste en
un barril B formado por 10 hojas B antiparalelas que forma la cavidad donde se alojan
los ligandos hidrofdbicos, y un motivo hélice-giro-hélice entre las hojas BA y BB (Fig.
3.1) (Thompson et al. 1999; Muga, Cistola, and Mantsch 1993). El subdominio
helicoidal ha sido descripto como la “region portal” junto con los residuos que

conectan los loops de B C-D y B E-F, y se hipotetiza que regularia la entrada del ligando
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a la cavidad (Hodsdon and Cistola 1997). Esta estructura terciaria caracteristica difiere
de la mayoria de las proteinas globulares dado que la cavidad es ocupada mayormente
por el solvente, mientras que el core hidrofébico es pequefio y esta desplazado del
centro de la proteina. La clave para comprender mejor las funciones Unicas llevadas a
cabo por las FABPs depende fuertemente de su caracterizacién estructural, y en
consecuencia, de un analisis detallado de la estructura-funcién de los subdominios

presentes en las proteinas.

Fig. 3.1. IFABP de Rattus novergicus unida a palmitato, PDB 1URE.

Con el fin de abordar el estudio de las funciones de unién y transporte de
ligandos de IFABP a nivel estructural, trabajos previos se han focalizado en variantes
estructurales de esta proteina asi como en las de otros miembros de la familia de
FABPs. A través de los afios, estos trabajos han destacado la importancia de diferentes
regiones de las FABPs involucradas en estos procesos. Particularmente, el motivo a-
helicoidal ha recibido especial atencidn (Corsico et al. 1998; Cérsico, Liou, and Storch
2004).

Dos variantes consecutivas de IFABP carentes de la regidon a-helicoidal (D17-SG

y D27-GG) fueron disefadas, construidas y analizadas, mostrando que el dominio
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a-helicoidal no es necesario para preservar la topologia general de IFABP (Steele et al.
1998; Ogbay, Dekoster, and Cistola 2004). Estas proteinas retienen la capacidad de
unir FAs, aunque con menos afinidad que IFABP (Corsico et al. 1998). Recientemente,
una nueva variante abreviada de IFABP, también carente de la regién a-helicoidal, fue
obtenida como el producto estable de la protedlisis limitada de IFABP con clostripaina
(Arg-C) en presencia de oleato (Curto, Caramelo, & Delfino, 2005). El producto
principal generado luego de la protedlisis es altamente resistente a la degradacién. Se
postuld que la estabilidad de este fragmento (aminoacidos 29-126 de IFABP) de 11
kDa, al que se denomind D98D, se debe a su capacidad de unir el ligando, esta
caracteristica lo ayudaria a permanecer estructurado. Por consiguiente, D98D es la
primer variante estructural de IFABP carente de la regidon a-helicoidal que no ha sido
disefiada racionalmente, sino obtenida mediante un proceso de “seleccidén
proteolitica”. D98D ha perdido BA y la mayoria de la region a-helicoidal, asi como los
ultimos cuatro residuos de BJ (Fig. 3.2). Estudios estructurales y analisis de unién a
ligando han demostrado que D98D se pliega correctamente, adopta la estructura
cladsica de barril B, y mantiene la capacidad de unir ligandos (Curto, Caramelo, &

Delfino, 2005).

Fig. 3.2. IFABP (PDB 2IFB) donde se indica el fragmento D98D. Los extremos N- y C- terminal escindidos

se muestran enrosa, D98D en celeste y el Unico triptofano presente en D98D en rojo.
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D98D fue clonada y sobrexpresada en E.coli obteniendo asi su version
recombinante (Curto et al., 2005). La proteina expresada aparece casi exclusivamente
en cuerpos de inclusidn, probablemente debido a la gran cantidad de proteina
producida. Por tal motivo, para purificarla, el material fue disuelto en buffer
conteniendo 2 M de urea, una concentraciéon menor que la que se necesita para
desnaturalizar la proteina (Curto et al., 2005).

Curto et al. han realizado multiples estudios abocados al analisis de la
estabilidad y plegado de esta variante estructural de IFABP, la cual carece de un 25%
de la proteina original. Entre los estudios realizados, se encuentran espectros de
dicroismo circular (CD). Como se muestra en la Fig. 3.3 tomada de Curto et al. 2005, el
espectro de CD lejano de D98D (A) es tipico de una proteina con alto contenido de
hojas B, aunque muestra una disminucién del 35% de intensidad respecto a IFABP. Este
cambio se debe mayoritariamente a la ausencia de la fraccion a- helicoidal y a la
pérdida de residuos aromaticos, principalmente el triptéfano W6 (Curto et al., 2005).
Luego de la unidon del ligando, D98D se estabiliza, hecho que se observa debido al

aumento de la elipticidad tanto en los espectros de UV lejano como cercano (Curto et

al., 2005).

[8](° em2 dmal)

200 210 220 230 240 250 260 280 300
A(nm) A(nm)

Fig. 3.3. Espectros de dicroismo circular de D98D e IFABP. Los espectros de CD (A) UV- lejano y (B) UV-
cercano muestran: (=) apo-IFABP, (==) holo-IFABP, (—) apo-D98D, (---) holo-D98D. [6] se refiere a

elipticidad molar y A es longitud de onda. Tomado de (Curto et al., 2005).
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Los resultados mostrados por la Dra. Curto et al. (Curto et al., 2005; Curto,
Caramelo, Franchini, & Delfino, 2009) afirman que D98D es una proteina estable,
correctamente plegada, monomérica y funcional. Esto se explica debido a que D98D
mantiene todos los residuos criticos del core hidrofdbico, es decir, todos los residuos
involucrados en el evento de nucleacidn que llevan al estado plegado. La capacidad de
D98D de unir acidos grasos con afinidades similares a IFABP o las variantes carentes de
la regidn a-helicoidal sugiere una estructura conservada capaz de proveer el entorno
adecuado para la union (Curto et al., 2005).

Con el fin de obtener mayor informacidn sobre las capacidades funcionales de
D98D, en esta seccion de la tesis doctoral se purificod la proteina recombinante D98D
asi como las proteinas usadas como control, IFABP, LFABP y D17-SG (variante carente
de la regién a-helicoidal), de acuerdo a los protocolos descriptos en Materiales y
Métodos. Se estudiaron en profundidad las afinidades de unién de esta proteina por
FAs marcados fluorescentemente asi como FAs naturales. Asimismo se analizaron
velocidades y mecanismos de transferencia y de FAs marcados fluorescentemente
hacia membranas de diferente composicion. Adicionalmente, se estudioé la habilidad
de D98D de interactuar fisicamente con membranas usando diferentes enfoques. A
continuacion se detallan los resultados obtenidos del analisis funcional exhaustivo de

la variante estructural D98D.
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3.2. Determinacion de la unién a ligandos.

3.2.1. ADIFAB.

D98D es la variante monomérica mas pequeifa de IFABPP actualmente
descripta que mantiene una estructura de tipo barril B y retiene su capacidad de unir
FAs. Con el objetivo de estudiar la constante de discociacion (Kd) de D98D por el oleato
y compararla con la obtenida para la IFABP nativa (wtIFABP) y la variante estructural
D17SG, se utilizé la sonda fluorescente ADIFAB. ADIFAB es una version quimicamente
modificada de la IFABP nativa de rata con un grupo acrilodan fluorescente unido
covalentemente, que sirve para estudiar la union de FAs, por la induccidn de un
cambio hacia el rojo en el espectro del acrilodan (Richieri et al., 1994). La relacién
entre la intensidad de fluorescencia emitida a 505 nm respecto a la intensidad de
fluorescencia emitida a 432 nm refleja la fraccién de ADIFAB unido al ligando, este
dato es usado para obtener una medida de FA libre en solucidon en equilibrio con la
proteina investigada. Conociendo la Kd de ADIFAB para el acido oleico (OA), puede
determinarse la afinidad para el equilibrio de unién de otra proteina. La Fig. 3.4
muestra un experimento modelo a partir del cual se calcula la Kd. La Kd obtenida para
wtIFABP fue 0.03 + 0.02 uM. Tanto D98D como D17-SG unen oleato, aunque con una
afinidad menor que wtIFABP (0.57 + 0.39 uM y 4.26 + 0.23 uM, respectivamente). Es

importante destacar que D98D muestra una mayor afinidad por el ligando que D17-SG.
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Fig. 3.4. Determinacion de la afinidad de IFABP por OA empleando la sonda ADIFAB. El panel A muestra
los espectros de ADIFAB a largo de una titulacion de IFABP con OA. Cada espectro corresponde a un
agregado de OA, a medida que se agrega OA, disminuye la intensidad de fluorescencia a 432nm y
aumenta a 505nm. El panel B muestra una serie de datos procesados utilizando un andlisis de tipo
Scatchard para un Unico sitio de unidon utilizado para el calculo de la Kd, en el cual se define

v=[FABP,]/[FABP,] (b=unido, t=total), FFA (FA libre), n (estequiometria).

3.2.2. Antroiloxi-derivados de acidos grasos (AOFA).

Complementariamente al ensayo anterior, se analizd la unidon a analogos
fluorescentes de acidos grasos (AOFA). Los AOFA empleados fueron los antroiloxi
derivados del acido oleico (12A0) y del acido estedrico (12AS). Las propiedades
espectrales de las sondas antroloxi son sensible a su medioambiente inmediato, por
esto son utiles indicadores de las caracteristicas del sitio de unidn. Estas sondas
usualmente muestran muy baja intensidad de fluorescencia en el buffer acuoso, la cual
aumenta dramadticamente cuando interacciona con el subdominio de unidn
hidrofobico de una FABP (Storch, Bass, and Kleinfeld 1989). Este aumento en la
fluorescencia es una medida directa de la unién del ligando a la proteina y permite el
seguimiento de la formacién del complejo FABP-ligando y obtener, de este modo, el
valor de Kd. Como se muestran en la Fig. 3.5, ambos, 12A0 y 12AS, muestran un gran
aumento en la emisidn de fluorescencia cuando se unen a D98D. La Fig. 3.6 A muestra
el corrimiento al azul del espectro de emisién del 12 AO al unirse a D98D. Los cambios

observados son indicativos de un ambiente considerablemente mas estrecho para el
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grupo antroiloxi cuando se une a la proteina (Storch, Bass, and Kleinfeld 1989),
sugiriendo que la sonda fluorescente se encuentra en el bolsillo hidrofébico. El
corrimiento al azul del espectro es mas importante para 12A0 que para 12AS, esta
diferencia puede deberse a un microambiente distinto sensado por el grupo
fluorescente de cada ligando. Dado que la cadena de carbonos del 12A0 presenta un
doble enlace (Fig. 3.5), el cual introduce un quiebre en la misma, el grupo antroiloxi
puede estar acomodado de modo diferente dentro de la cavidad de la proteina. En
ambos casos (12A0 y 12AS), los ligandos se unen a la proteina de un modo saturable
(Fig. 3.6 C y D) y con una estequimetria 1:1. Usando el andlisis de Scatchard, se
obtuvieron 10s siguientes Kd para D98D: Kd (12A0) = 0.6 + 0.1 uM y Kd (12AS) = 0.9 +
0.3 uM, ambos en el mismo orden de magnitud, sin evidenciar preferencias por

ligandos saturados o insaturados.

Fig. 3.5. Estructura quimica del antroiloxi derivado del acido oleico (12A0) y antroiloxi derivado del acido

estedrico (12AS).
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Fig. 3.6. Cambios en la fluorescencia relativa de 12A0 (A) y 12AS (B), se excité a 383nm y se colecté la
emission desde 400 a 500nm. Se muestran la isotermas de unidon de los complejos D98D -12A0 (C) y
D98D -12AS (D) obtenidas por titulacion fluorométrica. Los cambios en la fluorescencia relativa fueron

obtenidos a 440 nm luego de excitar a 383nm.

3.3. Coeficiente de particion de equilibrio de antroiloxi-derivados de acidos

grasos.

Se obtuvieron valores de coeficiente de particion de equilibrio (Kp) para D98D
asi como wtIFABP y D17-SG, de modo de describir la distribucién relativa de cada
ligando entre la proteina y las vesiculas (EPC-SUVs). Los Kp obtenidos se muestran en
la Tabla 3.1. El analisis de estos resultados indican un particionamiento preferencial del
12A0 hacia las SUVs relativo a wtIFABP, mientras que el ligando saturado 12AS se
particiona hacia la proteina, en concordancia con resultados previamente publicados

(Falomir-Lockhart et al. 2006; A. E. A. Thumser and Storch 2000). Asimismo, se observa
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una buena correlacién con las constantes de disociacién obtenidas para los ligandos
naturals que indican que wtIFABP posee mayor afinidad por el acido estearico respecto
al acido oleico (Richieri, Ogata, and Kleinfeld 1994).

D98D muestra valores similares de Kp para ambos ligandos, 12A0 y 12 AS. Los
resultados obtenidos muestran una distribucidn casi equivalente de ambos AOFAs
entre la proteina y vesiculas, de modo tal que no existe diferencia en la afinidad por los
ligandos usados. Esto concuerda con lo observado para los valores de Kd obtenidos
para estos AOFAs. Por otro lado, la particion de ambos ligandos entre D17-SG vy las
vesiculas muestra una clara tendencia de los AOFAs de particionar hacia la fraccién
membranosa. Estos valores de Kp fueron notablemente mayores que los observados
para wtIFABP y D98D. Esto esta de acuerdo con los resultados de Kd obtenidos
previamente donde se observa que D17-SG presenta menor afinidad por los ligandos

en comparacién con D98D (Corsico et al. 1998).

Tabla 3.1. Coeficiente de particién de 12A0 y 12AS. Unidades de Kp (UM FABP /uM SUV).

Kp 12A0° Kp 12AS?
WtIFABP 8+2 0.53 +0.04
D98D 1.03 +0.09 1.1+0.1
D17-SG 11+4 2146

?Los resultados de Kp son un promedio de 3 medidas independientes + SEM.

Los estudios a continuacion fueron realizados en condiciones tales que la
relacion de dador hacia aceptor (FABP:SUV) estuviera por encima de los Kp
determinados (Tabla 3.1) de modo de asegurar la transferencia uniforme vy

unidireccional en los experimentos de cinética (Hsu and Storch 1996).
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3.4. Transferencia de 12 AO y 12AS desde D98D hacia membranas artificiales.

El efecto de la concentracion de membrana aceptora en la velocidad de
transferencia del ligando desde la proteina ha sido utilizado para caracterizar el
mecanismo de transferencia. En un mecanismo mediado por colision, la velocidad de
transferencia del ligando estaria directamente relacionada con la frecuencia de colisiéon
entre el dador y el aceptor, por ende, la concentracion de vesiculas (Cérsico, Liou, and
Storch 2004). Por otra parte en un mecanismo mediado por difusion acuosa, donde la
velocidad limitante de la transferencia es la liberacidon del ligando desde la proteina, no
se observaria cambios en la misma al modificar la concentracién de las vesiculas
aceptoras. wtIFABP es un ejemplo bien caracterizado de una FABP con un mecanismo
de transferencia de ligando colisional. Con la finalidad de investigar el mecanismo de
transferencia de FAs de D98D, se examind la transferencia de AOFA desde D98D hacia
membranas zwitteridnicas en funcidon de la concentracidn creciente de SUV y se
compard con el comportamiento que muestra la wtIFABP.

En la Fig. 3.7 se esquematiza el ensayo de FRET usado, donde se analiza la

transferencia de AOFA (dador) hacia vesiculas fosfolipidicas, las cuales contienen el

aceptor FRET NBD-PC.

0.8 -

06 +

0.4 -

Fluorescencia AOFA (AU)

0.2
1] 5 10 15 20

Tiempo (segd)

Fig. 3.7. Ensayo de transferencia de AOFA. En el panel A se muestra un esquema del ensayo cinético de
transferencia de energia de resonancia que permite analizar la transferencia de derivados fluorescentes
de FA (AOFA) entre FABP y membranas modelo que contienen NBD-PC. El panel B muestra los datos de
fluorescencia en funcion del tiempo, y su ajuste a una exponencial simple de 3 parametros a partir del

cual se obtiene la velocidad de transferencia de los AOFA (ver Materiales y Métodos).
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Los resultados de la Fig. 3.8 A y B muestran que la velocidad relativa de

transferencia de 12A0 y 12AS desde D98D no se ve afectada por la concentracién de

vesiculas aceptoras. Contrariamente, la velocidad relativa de transferencia de ambos

ligandos desde wtIFABP hacia NBD-PC aumenta proporcionalmente como funcion de la

concentracion de vesicula, en concordancia con un mecanismo de transferencia

colisional. Trabajos previos han puntualizado en la importancia de la regién a-

helicoidal como determinante del mecanismo de transferencia del ligando en las FABPs

“colisionales” (Corsico et al. 1998; Cérsico, Liou, and Storch 2004; Franchini, Storch,

and Corsico 2008). Queda claramente evidenciado que la falta de los segmentos de

aminodcidos 1-28 y 127-131 afecta el mecanismo de transferencia desde D98D hacia

membranas modelo.
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Fig. 3.8. Efecto de la concentracién de membranas aceptoras en la transferencia de AOFA desde FABP.

(A) Transferencia de ()12A0 desde wtIFABP hacia EPC/NBD-PC SUVs y (A) 12A0 desde D98D hacia

EPC/NBD-PC SUVs. (B) Transferencia de (o) 12AS desde wtIFABP hacia EPC/NBD-PC SUVs y (A) 12AS

desde D98D hacia EPC/NBD-PC SUVs. Promedio de las velocidades de transferencia de 2 o 3

experimentos independientes + desviacion estandar.
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3.5. Efecto de la carga en la transferencia de AOFA desde FABP hacia

membranas.

La hipdtesis que sostiene que la transferencia de FAs desde wtIFABP ocurre
mediante un contacto colisional con una membrana aceptora implica que las
propiedades de la membrana podrian potencialmente modular la velocidad de
transferencia. En contraste, en el caso de una difusién acuosa, las caracteristicas de la
membrana aceptora no deberian regular la velocidad de transferencia, dado que el
paso limitante en el proceso de transferencia — la disociacion del ligando de la proteina
hacia la fase acuosa- es un evento temporalmente distinto del proceso que involucra a
la membrana aceptora. La Fig. 3.9 muestra que, como se esperaba de estudios previos,
la velocidad de transferencia relativa de 12A0 desde wtIFABP esta incrementada
sustancialmente ante la incorporacion de un 25% de CL en las membranas aceptoras
de NBD-EPC, mientras que la transferencia de 12A0 desde D17-SG no fue afectada por
la presencia de fosfolipidos cargados negativamente (Corsico et al. 1998; Cdrsico, Liou,
and Storch 2004). Los resultados obtenidos para la proteina D98D se parecen a los de
D17-SG, de modo que podriamos inferir que el mecanismo de transferencia de FAs

desde D98D hacia membrana es un proceso de tipo difusional.
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Fig. 3.9. Efecto de la carga de la vesicula en la transferencia de AOFA desde FABP. Los resultados estdn
expresados en velocidad de transferencia relativa de 12A0 hacia membranas zwiteridnicas (EPC) o
membranas con carga negativa (CL). Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes *

desviacion estandar. a indica que un Unico experimento fue realizado en ese caso.
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3.6. Ensayo de interaccion con vesiculas cargadas con sacarosa.

Se empled un método de centrifugacion diferencial con el fin de estudiar la
union interfacial entre membrana y FABP usando LUVs cargadas con sacarosa de
diferente composicion fosfolipidica. La interaccién proteina-membrana se monitored
mediante el analisis de la cantidad de proteina no unida al incorporarse las LUVs. La
Fig. 3.10 A muestra un experimento en el cual se estudiaron las proteinas nativas
IFABP y LFABP (wtIFABP y wtLFABP, respectivamente) y D98D en sus formas apo; antes
y después de la incubacién con LUVs 100% EPC. wtLFABP y D98D presentaron una muy
escasa disminucion en la intensidad de la banda mientras que wtIFABP no mostrd
cambio en presencia de las vesiculas con EPC. De acuerdo con la cuantificacion
realizada por densitometria, D98D mostrd el menor porcentaje de proteina remanente
en el sobrenadante (Tabla 3.2), sugiriendo que hay diferentes grados de interaccién
para estas proteinas. La Fig. 3.10 B muestra la incubacion del mismo set de proteinas
con LUVs conteniendo un 25% de CL. En este caso, se observo un claro descenso en la
intensidad de las bandas en presencia de vesiculas cargadas negativamente (Tabla 3.2).
Dado que este ensayo se realiza en el equilibrio, estos resultados estan de acuerdo con
la formacidon de complejos de las proteinas incubadas con LUVs zwiteridnicas. En el
caso de wWtIFABP en presencia de vesiculas de EPC, la interaccién estaria dada por
complejos transientes, como se reportd previamente (Falomir-Lockhart et al. 2006). En
particular, cuando se incorporan cargas negativas en la membrana el equilibro es
desplazado hacia una adsorcion mas estable de la proteina en las LUVs. Notablemente,
D98D interactia con ambos tipos de LUVs y esta interaccion parece estar

marcadamente aumentada por la presencia de cargas negativas en la superficie.
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Fig. 3.10. Unién de FABPs a LUVs cargadas con sacarosa. La unidn estable de apo-FABP a LUVs de 100 %

EPC (A) 0 25 % CL (B) fue analizada por ultracentrifugacién diferencial. Las calles 1, 4 y 8 de cada gel son
proteina pura: wtIFABP, wtLFABP y A98A, respectivamente, incubada en ausencia de LUVs. (A) Las dos
calles consecutivas luego de cada proteina pura son replicados del mismo experimento, muestran
proteina en el sobrenadante luego de la ultracetrifugacién en presencia de LUVs 100% EPC(es decir,
proteina no unida). (B) Las calles 2y 3, 6y 7, y 9 y 10 son replicados de un mismo experimento, proteina
no unida luego de la ultracentrifugacion en presencia de LUVs 25% CL de wtIFABP, wtLFABP y D98D

respectivamente.

Tabla 3.2. Porcentaje de FABP en el sobrenadante luego de la centrifugacién +

desviacion estandar.

EPC EPC-CL
wtIFABP 93.50+7.15 23.60+4.77
wtLFABP 74.27 £9.75 22.92+4.83

A98A 58.16 +0.11 15.43 +£2.88

3.7. Ensayo de quenching de acrilamida.

Para obtener mas informacidon acerca de la interaccion D98D-membrana, se
analizaron los cambios en la fluorescencia del triptéfano en ausencia y presencia de
EPC-LUVs. El quenching de residuos de triptéfanos con acrilamida es un ensayo muy
utilizado para analizar el grado de exposicion de estos residuos al solvente en la
proteina (van Rooijen et al. 2009). Dado que la acrilamida es soluble en un medio
acuoso, la efectividad del quenching es muy sensible al grado de exposicion del
triptéofano al solvente. Por ende, aquellos triptéfanos ubicados en matrices

hidrofébicas seran menos accesibles a las moléculas de acrilamida y, por consiguiente,
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guencheados con una menor eficiencia que aquellos triptdfanos expuestos al medio
acuoso. Los resultados se analizaron mediante el método de Stern-Volmer en el cual la
relacion de la fluorescencia del Trp en ausencia y presencia de acrilamida (Fo/F) se
grafica en funcidon de la concentracién de acrilamida creciente, de la pendiente se
obtiene la constante de quenching (Ksv). A mayor Ksv observada, mas expuesto al
solvente, y por ende a la acrilamida, esta el triptofano analizado.

D98D conserva un unico Trp y este corresponde al Trp82 de wtIFABP, el cual
esta ubicado en el fondo del barril-B y es parte del core hidrofébico (Fig. 3.2). Los
resultados presentados en esta seccion fueron realizados en simultaneo y comparados
con otros reportes de nuestro grupo. Particularmente se usé W6F, un mutante puntual
de IFABP donde el Trp6 fue intercambiado por una Phe y Unicamente mantiene el
Trp82; y W82F, un mutante puntual de IFABP donde el Trp82 fue intercambiado por
una Phe y Unicamente mantiene el Trp6 (de Gerénimo et al. 2014). Las Ksv obtenidas

se muestran en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Quenching de acrilamida de proteinas en presencia y ausencia de EPC-LUVs.

Ksv bufer * Ksv Luvs °
wtIFABP 4351041 4.67 £0.34
D98D 8.51+0.51 4.38+0.43
W6F 7.68+1.13 5.09+1.27
W82F 3.28+0.14 3.34+0.55

® Los resultados de K, son promedio de al menos 3 medidas independientes + desviacién estandar. Las

unidades estan en pM™.

En ausencia de LUVs, los valores de Ksv para D98D y W6F son indistinguibles,
indicando que el Trp82 se encuentra expuesto de igual modo en ambas proteinas.
Estos resultados dan evidencia de un barril-B bien preservado en D98D. Por otro lado,
el quenching en solucidon acuosa muestra que el Trp6 nativo de IFABP (mutante W82F)
estd considerablemente mas protegido del medioambiente en comparaciéon con el
Trp82. La mayor exposicion del Trp82 comparado con el Trp6 probablemente se deba
al acceso a la cavidad de unidn vacia por parte del quencher soluble. Una comparacion

directa con wtIFABP es mas complicada dado que estan presentes los Trp6 y Trp82 y
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ambos contribuyen al espectro de emision (aunque el rendimiento cudntico de la
emision de fluorescencia del Trp6 es significativamente menor).

En presencia de LUVS, los valores de Ksv para D98D y WG6F disminuyen,
mostrando un amibiente mds protegido para el Trp82 en esta situacidn. Estos
resultados indicarian que, a pesar de la pérdida del subdomino a-helicoidal, D98D
podria aun estar interactuando a través de elementos del barril-B y de este modo
restringir el acceso de la acrilamida a la cavidad de unidn. El Trp6 (W82F) parece no
estar afectado por la presencia de LUVs. La Ksv para wtlIFABP es un promedio de las
contribuciones de Trp6 y Trp82 en presencia o en ausencia de LUVs, y no se observa un

cambio en presencia de las membranas modelo.

96



Tesis Doctoral Luciana Rodriguez Sawicki

3.8. Discusion.

Como se describid previamente, D98D carece del fragmento N-terminal 1-28 y
los ultimos 5 aminoacidos pertenecientes al C-terminal, sin embargo retiene su
estructura de barril B, se mantiene monomérica y es capaz de unir FAs (Curto et al.,
2005). Esta variante truncada de IFABP retiene todos los residuos criticos del core
hidrofdébico que se supone estan implicados en los eventos de nucleacion que llevan al
estado plegado. Pero la caracteristica mas “atractiva” de D98D es que, a diferencia de
D17-SG y D27-GG, no es una variante carente de la region a-helicoidal disefiada
racionalmente. Ademas, ha sido propuesta como un modelo minimalista
potencialmente capaz de poblar intermediarios discretos escasamente representados
en el conjunto conformacional de la proteina nativa (Curto et al., 2009). En este
sentido, consideramos el uso de D98D como un modelo mas preciso para probar el rol
de los diferentes sudominios de IFABP.

En estos experimentos se ha demostrado que D98D une tanto acido oleico
como andlogos fluorescentes de FAs, aunque con menor afinidad que la observada
para wtIFABP, en concordancia con reportes previos (Curto et al., 2005; Curto et al.,
2009). Se determinaron los valores de Kd para wtIFABP, D98D y D17SG para OA usando
la sonda ADIFAB. Como se esperaba, wtIFBAP mostrd la mayor afinidad por el ligando
en comparacién con las variantes estructurales. Es interesante notar que D98D
muestra un valor de Kd considerablemente menor que D17-SG, demostrando una
mayor afinidad por el OA. Por otro lado, se determinaron Kd para analogos
fluorescentes de FAs. Los resultados obtenidos para ambos ligandos, 12AS y 12A0, se
encuentran en el mismo orden de magnitud, indicando una afinidad similar de la
proteina D98D por los mismos. Resultados previamente publicados de Kd para
wtIFABP y D17-SG (0.17uM y 1.7uM, respectivamente) (Corsico et al. 1998), sitdan la
afinidad de D98D por este ligando en un lugar intermedio, al igual que lo observado
para el OA. Estos resultados podrian explicarse debido al hecho de que D98D fue
inicialmente identificada como un fragmento proteolitico de holo-IFABP, sugiriendo
gue este constructo preserva todas las interacciones criticas con el ligando. El evento
de union al ligando podria ser crucial para la estabilizacion de los contactos de las

cadenas laterales provocando un ultimo reajuste en la estructura terciaria,
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estabilizandola ain mas como se observa en los espectros de CD (Fig. 3.3 Ay B). Este
hecho podria ser la clave que determina las afinidades comparables demostradas por
D98D respecto a wtlFABP.

La caracterizacién funcional de las FABPs involucra el estudio de su mecanismo
de transferencia de acidos grasos y de su interaccién con membranas. Trabajos previos
usando un ensayo in vitro de transferencia de energia resonante de Forster (FRET) han
determinado que algunos miembros de esta familia muestran un mecanismo de
transferencia colisional y otros un mecanismo difusional (Hsu and Storch 1996). En el
caso de D98D, la ausencia de los segmentos 1-28 y 127-131 altera dramaticamente la
regulacién de la transferencia de AOFA desde D98D. Como se observa en la Fig. 3.8, la
respuesta de D98D a la concentracidn creciente de SUVs estda disminuida
aproximadamente un 90% cuando se compara con wWtIFABP, para la cual la velocidad
de transferencia es directamente proporcional a la concentracion de vesiculas, una
caracteristica central de los procesos de transferencia mediados por colisién (Hsu and
Storch 1996; Corsico, Liou, and Storch 2004). Asimismo, la ausencia de estas regiones
da como resultado la pérdida total de la sensibilidad de D98D a membranas aceptoras
con carga superficial neta. En contraste, y como se esperaba de resultados previos,
wtIFABP muestra un aumento marcado de la velocidad de transferencia de acidos
grasos hacia vesiculas cargadas negativamente (Hsu and Storch 1996). Estos resultados
describen un mecanismo de transferencia de FAs de tipo difusional para D98D; este
comportamiento se puede asociar a la ausencia del dominio a-helicoidal el cual ha sido
postulado como el subdominio que guia el mecanismo de transferencia de FAs de tipo
colisional (Corsico et al. 1998; Falomir-Lockhart et al. 2006; Franchini, Storch, and
Corsico 2008). Ademas estos resultados se encuentran totalmente de acuerdo con
aquellos observados para la variante D17-SG (Corsico et al. 1998), aportando aun
mayor evidencia en la importancia de la regidn a-helicoidal en dirigir y determinar el
mecanismo de transferencia de FAs. Esta es la primera vez que la transferencia de FAs
se mide en ausencia complete de la hoja BA de IFABP. La comparacién del
comportamiento de transferencia para ambas variantes parece indicar que BA no es
determinante para el mecanismo de transferencia colisional.

Otro aspecto importante de la funcion de IFABP es su habilidad de interactuar

con membranas. A lo largo de este capitulo se han mostrado experimentos -ensayo de
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union a vesiculas cargadas con sacarosa y quenching de acrilamida de los residuos de
Trp- que fueron empleados para analizar desde distintas perspectivas la unién de
D98D a membranas modelo fosfolipidicas. Los métodos de sedimentacidn asi como los
ensayos de quenching de acrilamida pueden ser considerados como técnicas que
monitorean eventos “promedio” o “largo-plazo” dado que los resultados observados
se registran luego de llegar al equilibrio de los componentes presentes en el ensayo. En
ambos tipos de experimentos la formacion de un complejo proteina-membrana
relativamente estable nos permite observar las interacciones proteina-membrana. En
el caso del ensayo con las vesiculas cargadas con sacarosa, las tres proteinas ensayadas
mostraron una interaccion débil con membranas de EPC. Interesantemente, las tres
proteinas mostraron una clara interaccidon con vesiculas con CL sugiriendo que la
formacién de estos complejos esta favorecida por interacciones de tipo electrostaticas,
de acuerdo con datos previamente publicados (Falomir-Lockhart et al. 2011). Ademas
el experimento de quenching de acrilamida de los residuos de Trp mostré un efecto
protectivo de las vesiculas en la emision del Trp remanente, agregando aun mas
evidencia de la interaccion de D98D con membranas. Como se muestra en la Tabla 3, el
efecto de las vesiculas en el comportamiento de D98D fue similar al obtenido para el
mutante de Trp unico de IFABP (W6F) el cual tiene un dominio hélice-giro-hélice
intacto. El hecho de que estas dos variantes se comporten de modo similar aporta
evidencias que apoyan la hipdtesis que indica que los cambios observados para D98D
en presencia de vesiculas se deben probablemente a la interaccion fisica con
membranas la cual previene el acceso de la acrilamida a la cavidad de unién, y no
debido a cambios conformacionales de D98D cuando se encuentra interaccionando
con membranas. Adicionalmente, trabajos previos demuestran que el barril B de
wtIFABP estd involucrado en la interaccién con membranas (Falomir-Lockhart et al.
2006; de Gerdénimo et al. 2014), sugiriendo la existencia de elementos en este
subdominio para la interaccion proteina-membrana que podrian estar preservados en
D98D. Todos estos resultados juntos muestran que D98D interactua fisicamente con
membranas y que su interaccidn puede estar modulada por fosfolipidos cargados
negativamente. El hecho de que D98D parezca ser un intermediario en el proceso de
plegamiento (Curto et al., 2009) puede explicar que retenga varios de los elementos

estructurales que estan involucrados en la funcion de la proteina.

99



Tesis Doctoral Luciana Rodriguez Sawicki

Como ya se explicd antes, existen muchas evidencias que sugieren que la
region a-helicoidal de IFABP es critica para el mecanismo de transferencia del ligando,
definiendo el comportamiento colisional o difusional para ambas FABPs expresadas en
el intestino, asi como para la interaccién fisica con membranas fosfolipidicas (Corsico
et al. 1998; Corsico, Liou, and Storch 2004; Franchini, Storch, and Corsico 2008). El
hecho que D98D posee un mecanismo de transferencia de FAs de tipo difusional y
ademas es capaz de interactuar con membranas podria no ser una nocidn intuitiva. Sin
embargo, en la interpretacién de un mecanismo de transferencia “difusional”, como el
observado para D98D, no deben excluirse las interacciones proteina-membrana dado
gue este mecanismo indica que el paso limitante seria la liberacion del ligando al
medio acuoso, en vez de la interacciéon con la membrana. Recientemente se ha
demostrado que proteinas con comportamiento difusional como LFABP son capaces de
interactuar fisicamente con membranas y que esta interaccion esta claramente
modulada por la presencia del ligando (Falomir-Lockhart et al. 2011).

En el presente trabajo, el comportamiento de D98D parece correlacionar bien
con la funcién propuesta para la regidn a-helicoidal de IFABP como el motivo principal
de interaccién en un mecanismo de transferencia del ligando secuencial. Brevemente,
un paso inicial de interacciones electrostdticas entre la regién a-helicoidal y la
membrana estaria seguido de un cambio conformacional que promoveria la salida del
ligando desde el sitio de unién hacia la membrana (Falomir-Lockhart et al. 2006). En
este sentido, los resultados de interaccidn proteina-membrana sugieren que, en el
contexto de este modelo de mecanismo, la interaccion de la regién a-helicoidal
deberia ser precedida por el contacto del barril B con la membrana, y la relevancia de
este paso podria depender de la composicidn lipidica de la membrana aceptora, dando
lugar a un mecanismo molecular que explicara un transporte directo de acidos grasos

entre estructuras subcelulares.
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Estudios biofisicos.

4. Estudio de la capacidad de unidon de

monoacilglicéridos a LFABP.

4.1. Introduccién e hipétesis de trabajo.

La proteina que une 3acidos grasos de higado (LFABP, FABP1) se expresa tanto
en higado como en la mucosa intestinal, asi como en rifién. Como ya se ha mencionado
anteriormente, posee caracteristicas particulares dentro de la familia de las FABPs.
Posee dos sitios de unidn para acidos grasos (Thompson et al. 1997; He et al. 2007), es
capaz de unir una gran variedad de ligandos hidrofdbicos ademas de acidos grasos de
cadena larga como, por ejemplo, acil-CoAs y sales biliares (De Gerénimo et al. 2010;
Thumser and Wilton 1996; Wilkinson and Wilton 1987) y es uno de los pocos
miembros de esta familia de proteinas que presenta un mecanismo “difusional” de
transferencia de ligandos desde la proteina hacia membranas (Hsu and Storch 1996;
Corsico, Liou, and Storch 2004; Franchini, Storch, and Corsico 2008). Estas
caracteristicas convierten a la LFABP en un objeto de estudio particularmente
interesante.

En el intestino, la digestion de los triacilglicéridos (TG) dietarios generan
grandes cantidades de acidos grasos (FAs) y 2-monoacilglicéridos (MGs) los cuales son
luego absorbidos por los enterocitos del epitelio intestinal y usados principalmente
para la resintesis de triacilglicerol en el reticulo endoplasmico (Phan and Tso 2001; Tso
and Crissinger 2006). En los ultimos afios se ha comenzado a apreciar la importancia de
los MGs no sélo como intermediario en la sintesis y degradacion de triacilglicéridos,
sino por otras razones, algunas de las cuales se detallan a continuacion.

Recientemente, algunas FABPs han sido identificadas como transportadoras de
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anandamida (araquidonoiletanolamida -AEA-) (Kaczocha, Glaser, and Deutsch 2009).
AEA es una n-aciletanolamina (NAE) , un grupo de lipidos formado por la hidrélisis de
n-acilfofatidiletanolaminas (NAPEs) por la NAPE-fosfolipasa D, y se ha demostrado que
regula la ingesta de alimentos (Piomelli 2014). AEA fue el primer endocanabinoide
identificado en la familia de moléculas de sefalizacién lipidicas NAE. Inicialmente fue
descubierto en el cerebro de cerdos y se descubrid que posee propiedades similares al
A9-tetrahidrocanabinol, el compuesto activo en el cannabis (Devane et al. 1992). AEA
regula la ingesta de alimentos a través de su accién como agonista de los receptores
canabinoides 1y 2 (CB1y CB2) en la membrana plasmatica. Similar a lo que sucede con
el A9-tetrahidrocanabinol, altas concentraciones de AEA resultan en un aumento de la
ingesta de alimentos (Kaczocha, Glaser, and Deutsch 2009). Adicionalmente, el 2-
araquidonilglicérido (2-AG), un MG, ha sido identificado como un endocanabinoide, y
los altos niveles de este compuesto en el cerebro se asocian a un aumento en la
ingesta de alimentos (Jung et al. 2012). Ademas, el 2-AG en el intestino jugaria un rol
en la regulacién de la movilidad y la secrecion de las hormonas incretinas (lzzo et al.
2009; DiPatrizio et al. 2011; Storr and Sharkey 2007; Chon et al. 2012), las cuales son
secretadas por el intestino en respuesta a la ingesta de alimentos y estimulan la
secrecién de insulina por parte del pancreas.

El grupo de la Dra. Storch ha reportado que los MGs y FAs son incorporados en
el enterocito, al menos en parte, por una via comun mediada por una proteina (S. Ho
and Storch 2001; Murota and Storch 2005). Una vez dentro de la célula, ambos lipidos
deben movilizarse hacia organelas intracelulares para su procesamiento metabdlico.
Estd claro que LFABP une FAs de cadena larga y serviria como una proteina intracelular
de transporte de FAs (Storch and Thumser 2000; Storch and Corsico 2008), el
transporte intracelular de MGs no se ha considerado en profundidad. En ratones
knockout de LFABP (LFABP-/-), se ha demostrado que el metabolismo intestinal de
MGs esta significativamente perturbado, aunque estos cambios no estan dados por
cambios en la expresion de genes relacionados con el metabolismo de MG y TG
(Lagakos et al. 2011). Estos resultados sugieren un defecto en el trafico de MGs en los
ratones LFABP -/-, aunque existe controversia sobre si LFABP une MG. Mediante el uso
de un ensayo de desplazamiento de fluorescencia, se reportd que MG no se uniria a

LFABP (Thumser and Wilton 1996), mientras otros estudios también basados en
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técnicas de fluorescencia sugieren que LFABP es capaz de unir MG (Storch 1993). Para
entender las bases del mecanismo de transporte intracelular, asi como el mecanismo
subyacente en los efectos observados en el metabolismo de MG en los ratones
LFABP -/-, es importante determinar unequivocamente si MG es o no un ligando para
LFABP.

A continuacion se detallaran estudios realizados en colaboraciéon con el
laboratorio de la Dra. Storch en la Universidad de Rutgers durante una estadia de
trabajo en el marco de mi formacién doctoral, con una beca Fulbright-Ministerio de
Educacion.

Con la finalidad de resolver la controversia sobre la unién de MG a LFABP, se
utilizé un andlisis cromatografico de citosol de higado proveniente de ratones wild type
(WT) y ratones nulos para LFABP asi como un ensayo de Lipidex 1000 (resina de
interaccion hidrofdbica) con el fin de determinar la afinidad del ligando por la proteina.
Asimismo, estos estudios fueron complementados con el analisis de la perturbacién
estructural de LFABP monitoreada por espectrosocopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) realizado por el grupo de la Dra. Stark y la transferencia cinética de un
analogo fluorescente de monooleina llevado a cabo por el grupo de la Dra. Murota.
Estos dos ultimos estudios seran comentados brevemente de modo de exponer toda la

evidencia obtenida en el analisis de la union de MG a LFABP.
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4.2. Analisis cromatografico de citosol de higado de ratones wild type y

ratones nulos para LFABP.

Se estudiaron los perfiles de elucién en una columna Superdex G75 de los
ligandos [**Cloleato y [*H]monooleina incubados con citosol de higado de ratones WTy
LFABP -/-. En la Fig. 4.1.A se muestra el perfil de elucion del citosol WT con el ligando
oleato, las fracciones de eluato que contienen gran cantidad de [**C]oleato también
contienen LFABP, como se muestra en el western blot de la Fig. 4.1.E WT y estd de
acuerdo con los resultados previamente publicados por Martin et al (Martin, Huang, et
al. 2003). En contraste, el pico de [“*Cloleato desaparece completamente de las
fracciones correspondientes en el citosol de LFABP-/- (Fig. 4.1.B), mientras que el
western blot no muestra LFABP en esas fracciones, tal como se esperaba (Fig. 4.1.E
KO). Estos resultados confirman que LFABP es la proteina mayoritaria de unién a
oleato en el citosol de higado. Los pequefios picos de radioactividad a pesos
moleculares mayores (fracciones de elucion menores) pueden deberse a la presencia
de albumina, la cual no fue removida por perfusién del higado. Aunque es interesante
destacar que en el hepatocito intacto, la albumina se encuentra presente en el sistema
de vesiculas secretorias, no como una proteina citosdlica.

En la Fig. 4.1.C, el ligando [*H]monooleina incubado con citosol WT eluye en
fracciones que, como se muestra en el western blot, contienen LFABP (Fig. 4.1.F WT),
mientras que ni el pico de radioactividad (Fig 4.1.D) ni LFABP (Fig. 4.1.F KO) estan
presentes en las fracciones correspondientes para el citosol de LFABP-/-. En el perfil de
elucién del citosol de LFABP-/-, se observa un pico de [3H]monoole|’na en las fracciones
gue contienen péptidos de peso molecular <6.5 kDa. Es probable que en ausencia de
una proteina de unién, MG forme micelas que eluyen a un bajo peso molecular. En
general, los resultados demuestran que en el higado, LFABP es la proteina que

mayoritariamente une MG.
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Fig. 4.1. Retencién de los ligandos [**Cloleato y [*Hlmonooleina incubados con citosol de higado de
ratones WTy LFABP -/-. Cromatogramas representativos de 10 mg de citosol de WT y LFABP-/-, en el eje
y se muestran la OD280 (densidad éptica a 280 nm) vy la radioactividad (dpm) [**Cloleato (A y B) y
[*H]lmonooleina (C y D) vs. el volumen de elucion (ml) en el eje x. Columnas separadas fueron
empaquetadas para los dos fraccionamientos de [14C]oleato y los dos de [3H]monoole|’na. Se determina
la presencia de LFABP en multiples fracciones de cada corrida (50 pl de fraccion concentrada); los
western blots de LFABP se muestran en E y F, la primera fila de cada western blot corresponde a citosol
WT, la segunda fila corresponde a citosol de ratones LFABP-/-, indicados como KO. Las fracciones estan
indicadas de acuerdo a sus voliumenes de elucién, la primera linea de cada western blot es el control

positivo, 3 pug de LFABP purificada.
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4.3. Analisis de equilibrio de unién. Ensayo de Lipidex 1000.

El ensayo de Lipidex 1000 (Glatz and Veerkamp 1983) fue utilizado para estimar
las afinidades de unidn de los ligandos monooleina y oleato por LFABP. Se utiliza la
propiedad de la resina Lipidex 1000, la cual sélo remueve los ligandos unidos a la
proteina cuando es incubada a 37°C, incubada a 0°C sdlo es capaz de unir el ligando
libre en solucidon. Teniendo en cuenta esto, se incuba proteina junto con ligando
radioactivo a 37°C en un buffer adecuado, se toma una alicuota para cuantificar la
radioactividad de la solucién, equivalente a la cantidad total de ligando. Luego se
agrega Lipidex 1000 a 0°C, y se incuba por 30 minutos a 0°C en agitacién. La resina
removera el ligando que no esta unido a la proteina. Se centrifuga para precipitar la
resina con ligando, y se cuantifica una alicuota del sobrenadante, el cual contiene la
proteina soluble. De este modo se obtiene una medida del ligando unido a la proteina.
La titulacién de la proteina con estos ligandos da como resultado curvas sigmoideales
con un coeficiente de Hill (pendiente del grafico de Hill en la ecuacion log[x/(n-x)] =0)
cercano a 2, sugiriendo una unién con cooperatividad positiva, resultado consistente
con estudios previos de la unién secuencial de FAs a dos sitios de unién (He et al.
2007; Thompson et al. 1999).

Las constantes aparentes de disociacion K obtenidas para ambos ligandos
usando la ecuacién de Hill son 34.1 £ 4.7 nM para oleato y 63.4 + 3.2 nM para
monooleina (p< 0.005). Dado que la estructura terciaria de LFABP muestra que los dos
sitios de unidn para el ligando no son equivalentes, hemos aproximado las constantes
de disociacién para cada sitio. Para obtener un valor de Kdl, se realizé una
extrapolacion de la curva a bajas concentraciones de ligando, y para obtener un valor
de Kd2 la extrapolacién se realizé usando las concentraciones de ligando altas. Para la
union de oleato, los valores de Kd1 y Kd2 obtenidos son 0.8 + 0.2 y 42.2 + 10.2 nM,
respectivamente; para la unién del monooleina, los valores de Kd1 y Kd2 son 2.7 £ 1.1
nM (p < 0.001 comparado con oleato) y 96.7 + 21.4 nM (p < 0.05 comparado con
oleato), respectivamente. Analisis representativos para cada ligando se muestran en la
Fig. 4.2.

Estos resultados muestran que LFABP posee dos sitios de unién para ambos

ligandos, aunque la afinidad por el oleato parece ser al menos dos veces mayor que
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para monooleina. Asimismo, estos dos sitios de union poseen cooperatividad positiva
para ambos ligandos, como se observa del coeficiente de Hill y las dos constantes de
disociacion obtenidas para cada ligando, siendo Kd1l en los dos casos de mayor

afinidad que Kd2.

[4C]-oleato unido (cpm)
[*H]-monooleina unido (cpm)

[4C]-oleato uM

Fig 4.2. Union de FA y MG a LFABP. El ensayo de Lipidex fue utilizado para estimar las afinidades de
union en el equilibrio, como se describe en Materiales y Métodos. Se muestran graficos representativos
de curvas sigmoidales de concentracidn de ligando (uM) vs. ligando unido (cpm) en los paneles Ay B. Las
constantes de disociacion para cada sitio de union fueron obtenidas mediante extrapolacién en un
grafico de Hill. Kd1 fue extrapolada de la curva a bajas concentraciones de ligando, Kd2 fue extrapolada

de la curva a altas concentraciones de ligando.
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4.4, Localizacion del ligando monooleina en el complejo formado con LFABP
obtenida por RMN en solucion (estudios realizados por el grupo de la Dra. Stark en

colaboracion con la Dra Storch).

La unidn de dos moléculas de MG a la proteina LFABP afecta los mismos
residuos perturbados durante una titulacion con el ligando OA (He et al. 2011), lo cual
sugiere que la ubicacion del ligando MG en la proteina concuerda con las estructuras
resueltas para el complejo proteina-FA en cristales (Thompson et al. 1997) y en
solucidn (He et al. 2007). Especificamente, la unién del primer ligando, MG o OA, altera
el ambiente magnético de los residuos G106, K121 y E72/T73, mientras que la union
del segundo MG o OA afecta los residuos 129, K33, 135 y Y120. Adn mas, el primer
ligando MG perturba los entornos de los residuos S11 y F18, una observacion que
puede atribuirse al mayor tamano del grupo glicerol comparado con el carboxilo del
OA y a una conformaciéon parcialmente extendida en vez de forma de U del primer

ligando (Fig. 4.3).
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Fig. 4.3. Localizacidn de los ligandos monooleina y oleato en la cavidad de la proteina wt-LFABP. A)
Localizacidn de monooleina consistente con las perturbaciones en los desplazamientos quimicos
observados al titular LFABP con dos equivalentes de ligando. B) Localizacion de oleato determinada de
las estructuras de menor energia del complejo LFABP:OA (relacién 1:2) en solucién (He et al. 2007). C)
Residuos perturbados por la entrada del primer ligando MG. D) Residuos perturbados por la entrada del

segundo ligando MG.
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4.5. Transferencia de 12A0 y MG12A0 desde LFABP hacia SUVs (estudios

realizados por el grupo de la Dra. Murota en colaboracion con la Dra. Storch).

Estudios previos han demostrado que el proceso de transferencia de una FA
marcado fluorescentemente desde LFABP hacia SUV ocurre via difusién a través de la
fase acuosa (Hsu and Storch 1996). Usando un andlogo fluorescente de MG, MG12A0,
obtenido mediante sintesis quimica por condensacién del 12A0 con glicerol, se
examin6 el mecanismo de transferencia del mismo desde LFABP hacia SUVs. La
velocidad de transferencia se determina para una concentracion fija del donor LFABP y
concentraciones crecientes de vesiculas aceptoras. En la Fig 4.4. se puede observar
gue a medida que se aumenta la concentracidn de vesiculas aceptoras, no hay cambio
en la velocidad de transferencia para el ligando 12A0 o el ligando MG12A0 desde
LFABP hacia SUVs. Esto sugiere que la transferencia de ambos, los analogos de FA vy

MG, desde LFABP hacia SUVs ocurre de modo similar, a través de un mecanismo de

difusion acuosa.
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Fig. 4.4. Efecto de la concentracidn de vesiculas aceptoras (SUV-EPC) en la transferencia de (A) 12A0 y

(B) MG12AO0 desde LFABP.
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4.6. Discusion.

Recientemente ha sido demostrado que el metabolismo intestinal de
monoacilgliceroles se encuentra perturbado en los ratones nulos para LFABP, con
menor incorporacién de MG en TG y mayor cantidad usado para la biosintesis de PL.
Dado que no se encontraron cambios concomitantes en la expresién de genes
relevantes en la sintesis de lipidos, se ha hipotetizado que LFABP podria participar en
el trafico de MG hacia la sintesis de TG (Lagakos et al. 2011). Asimismo, en ratones
nulos para LFABP alimentados con dietas altas en acidos grasos de cadena larga, se
observé un aumento en el peso y grasa corporal, en particular, debido a alteraciones
en la ingesta de alimento. Los niveles en la mucosa intestinal de los endocanabinoides
2-AG y araquidonoiletanolamina estaban elevados en estos ratones, lo cual podria
contribuir a un aumento en la ingesta alimenticia (Gajda et al. 2013). Esta evidencia
nos lleva a pensar que LFABP participaria en la unidn, transporte y direccionamiento
de MG en el intestino. Aungue, como se menciond en la introduccion, existen reportes
conflictivos sobre la union de LFABP a MG (Thumser and Wilton 1996; Storch 1993). A
lo largo de este capitulo se mostraron estudios realizados con el fin de determinar si
LFABP une MG.

En un trabajo en conjunto con el grupo de la Dra. Storch, se utilizd citosol de
higado de ratones WT y LFABP-/- con el fin de analizar si LFABP une MG en un contexto
fisiolégico. Como habia sido demostrado por Martin et al (Martin, Danneberg, et al.
2003), se confirmd que los FAs marcados radioactivamente en el homogenato de
higado de animales WT se encuentran comprometidos entre dos compartimentos: una
region de alto peso molecular de alrededor de 66kDa y una region de bajo peso
molecular de aproximadamente 14kDa. Dado que en el presente experimento se
perfundid el higado con el fin de remover la sangre, la albumina remanente se
encontrd en baja proporcidn, razén por la cual el pico a alto pesos moleculares no fue
sustancial. El western blot mostrd la presencia de LFABP en la fraccion de peso
molecular de ~14kDa, confirmando que LFABP esta uniendo FAs en el citosol de higado
(Martin, Danneberg, et al. 2003). Resultados idénticos se encontraron usando MG
radioactivamente marcado, donde las fracciones conteniendo proteinas de ~14kDa de

citosol de higado WT pero no de LFABP-/- retuvieron el ligando [3H]monoole|'na. Estos
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resultados no sélo aportan evidencias que indican que LFABP une MG, sino que
ademas lo hace in vivo, y es probable que sea la proteina intracelular de unién a MG
mayoritaria en el higado, asi como en el intestino y rifidn, donde LFABP también se
expresa.

El andlisis de equilibrio de unién usando la resina de interaccion hidrofébica
Lipidex mostré que las afinidades de unidon de LFABP por los ligandos FA y MG se
encuentran dentro de rangos similares, aunque la afinidad por MG es
aproximadamente 2 veces menor. Previamente, se reportd la estructura de la LFABP,
confirmando la estequiometria 2:1 (FA:proteina), demostrando las diferencias
estructurales entre las formas apo y holo de esta proteina (He et al. 2007). Asimismo,
el grupo de la Dra. Stark continué con el estudio de la estructura de LFABP unida a
monooleina en soluciéon por RMN, aportando evidencias de que esta unidn es muy
similar a la de la proteina unida a FAs, con 2 equivalentes de MG en posiciones
similares a las adoptadas por 2 moléculas de FAs. En estadios tempranos de la
titulacién de MG con LFABP (0.6-0.8 equivalentes de MG) o estadios mas tardios (1.0-
1.2 equivalentes de MG) se observan los principales cambios en la estructura de la
proteina. La localizacion y el proceso de union MG-LFABP se puede comparar con
reportes previos del proceso de uniéon OA-LFABP, donde el primer ligando se ubica
profundamente en la cavidad y el segundo se une posteriormente cercano a la
superficie acuosa, y en el equilibrio en solucién se observa proteina apo y holo (2
ligandos) (He et al. 2007). Las perturbaciones del esqueleto de la proteina durante la
titulacion MG-LFABP sugieren que el intercambio apo - holo (1 ligando) es mas facil
que para el caso de OA-LFABP, sugiriendo interacciones mas débiles de LFABP y el
ligando MG, de acuerdo con lo exhibido por los estudios de equilibrio de unidn.

Habiendo establecido claramente que LFABP une in vivo e in vitro MG, junto
con el grupo de la Dra. Murota se estudié si LFABP podria servir como una proteina de
transporte intracelular para MG. Con este fin se determind la velocidad y el
mecanismo de transferencia de MG desde LFABP hacia membranas en comparacién
con los resultados de transferencia de FAs. Se utilizaron los analogos fluorescentes
12A0 y MG-12A0. Se demostré que el mecanismo de transferencia de MG12AO0 desde
LFABP hacia SUVs involucra la difusién acuosa del lipido desde la proteina hacia la

membrana, al igual que lo observado para 12A0 (Storch 1993).
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En resumen, LFABP es capaz de unir MG tanto in vivo como in vitro. Los altos
niveles de expresion de LFABP en el intestino delgado (Ockner 1990) sugieren que seria
capaz de transportar tanto FA como MG. Asimismo, IFABP no es capaz de unir MG
(Storch 1993), ademas de que no han sido observadas alteraciones en el metabolismo
de MG en ratones nulos para IFABP, en contraste con lo observado en ratones nulos
para LFABP (Lagakos et al. 2011; Gajda et al. 2013). Queda por determinar cual/es
proteina/s unen MGs en otros tipos celulares con altas tasas de sintesis de TG y lipdlisis
y que, por ende, generen grandes cantidades de MGs, tales como el adipocito.
Actualmente no hay estudios que aclaren si la FABP de adipocito, u otros miembros de

la familia de FABP, son capaces de unir MGs.
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Estudios con células en cultivo.

5. Analisis de la proliferacion celular y
metabolismo lipidico en una linea celular con la

expresion de LFABP disminuida.

5.1. Introduccidn e hipdtesis de trabajo.

Los estudios con los ratones nulos para LFABP (LFABP-/-) e IFABP (IFABP-/-) son
modelos muy valiosos para analizar la importancia de estas proteinas en un contexto
fisiolégico completo. Pero, mientras que los resultados para IFABP-/- son bien
definidos (Vassileva et al. 2000), los cambios observados en los ratones LFABP-/- no
son del todo concluyentes, en particular debido a que la expresidon de LFABP se da en
varios tejidos y no se ha podido discernir si los cambios en el metabolismo lipidico se
deben a la falta de la LFABP en higado o en intestino (Vassileva et al. 2000; Newberry
et al. 2010; Lagakos et al. 2011; Gajda et al. 2013). El andlisis del comportamiento de
estas proteinas en un entorno fisiolégico mas limitado, como el que ofrecen las células
en cultivo, permitird aportar ain mas informacién sobre sus funciones especificas.

Los ensayos en cultivo representan un estadio intermedio de complejidad del
sistema, y, en el caso de células del epitelio intestinal, la linea celular mas ampliamente
utilizada es la linea Caco-2, que deriva de un carcinoma de colon humano (Fogh, Fogh,
and Orfeo 1977). Cuando son cultivadas a un 100% de confluencia se polarizan vy
comienzan a desarrollar espontaneamente caracteristicas de las células maduras del
las vellosidades epiteliales del intestino delgado. Las células forman una monocapa
como la de un epitelio en columna con uniones intercelulares estrechas y una

membrana apical diferenciada con microvellosidades y organizada tipo “ribete en
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cepillo”. Cuando se crecen sobre una membrana permeable puede accederse
independientemente a los compartimentos basal y apical. Esto se vuelve relevante
para estudiar los lipidos y las lipoproteinas que secretan estas células por la cara
basolateral, quilomicrones principalmente (Luchoomun 1999). Las células Caco-2
expresan mayor cantidad de LFABP que IFABP, como sucede en los enterocitos
humanos normales (Levy et al. 2009). Particularmente la expresién de IFABP puede ser
regulada por factores nutricionales asi como por componentes de la matriz
extracelular (Darimont and Gradoux 1998; Dubé et al. 2001). Sin embargo, las células
Caco-2 tienen algunas caracteristicas distintas a los enterocitos normales. Por un lado
sintetizan principalmente Apolipotroteina B100 (Apo B100), en lugar de Apo B4S8,
expresan bajos niveles de Monoacilglicerol-Acil-Transferasa (MGAT) y menor cantidad
de IFABP que los enterocitos normales (Trotter and Storch 1993; Reisher et al. 1993;
Darimont and Gradoux 1998). A pesar de estas diferencias, las células Caco-2 son el
modelo celular mas fiel y mejor caracterizado en cuanto a la absorcion, el metabolismo
y el transporte de nutrientes en epitelio intestinal (Sambuy et al., 2005).

La hipotesis de que las FABPs funcionan como transportadores intracelulares
de acidos grasos (FAs) es apoyada por la abundante evidencia que indica que, tanto en
intestino como en higado, la modulacion de las velocidades de asimilacion de FAs o de
su utilizacion en respuesta a variaciones nutricionales, hormonales o farmacoldgicas
correlacionan con los niveles de FABP en el citosol (Bass 1985; Mishkin, Yalovsky, and
Kessler 1975). El estudio de las velocidades de transferencia de FAs entre FABP y
membranas demostro las diferencias en el mecanismo y las velocidades absolutas de
transferencia de FAs desde las FABP intestinales (Hsu and Storch 1996), sugiriendo que
ambas proteinas desempefian funciones diferentes en las células intestinales
epiteliales en la regulacién del transporte y utilizaciéon de FAs. LFABP podria funcionar
como un buffer citosélico, IFABP podria estar involucrada en el direccionamiento de
los FAs desde y/o hacia estructuras subcelulares membranosos o vias metabdlicas
especificas.

Como se describid en el capitulo anterior, LFABP presenta algunas
caracteristicas Unicas dentro de las FABPs como por ejemplo la capacidad de unir una
amplia diversidad de ligandos, asi como la posibilidad de acomodar en su cavidad dos

FAs a la vez. El analisis in vitro de transferencia de acidos grasos desde LFABP hacia
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membranas artificiales ha demostrado que presenta un mecanismo de transferencia
de ligandos mediado por difusidon acuosa (Hsu and Storch 1996), aunque los estudios
de interaccién con membranas han evidenciado que es capaz de interaccionar con las
mismas (Falomir-Lockhart et al. 2011). Esto podria indicar que en realidad, el
mecanismo “difusional” es un sustituto por la falta de proteinas en un sistema tan
simplificado, y que los verdaderos aceptores de FAs dentro de la célula podrian ser
componentes proteicos y no membranas fosfolipidicas. Por tal motivo es importante
analizar el comportamiento de la LFABP en un entorno mas cercano a un organismo
vivo, como son las células en cultivo. De hecho se ha comprobado la interacciéon de
LFABP en el nucleo con los Receptores Activadores de la Proliferaciéon Peroxisomal tipo
a y tipo B (PPARa y PPAR ), cediéndoles sus FAs y ligandos hidrofdébicos en células de
higado (Huang et al., 2004; McIntosh et al., 2009), apoyando la intervencidn de las
FABPs en la regulaciéon génica llevando sefiales lipidicas hacia el nucleo. Mas
recientemente, se describié la interaccion de LFABP con HNF4a, un receptor de
hormona esteroidea conocido por la transcripcion de genes involucrados en el
crecimiento, diferenciacién e inflamacién tanto en higado como intestino (Babeu and
Boudreau 2014; MclIntosh et al. 2013).

El intestino delgado no sdélo es capaz de asimilar y procesar las grandes
cantidades de lipidos que se incorporan con la dieta, sino también adapta su
metabolismo a distintas condiciones de disponibilidad de nutrientes. Los
triacilglicéridos (TG) provenientes de la dieta son hidrolizados en la luz intestinal para
ser asimilados por el enterocito como FAs libres y MGs que luego son reesterificados y
secretardos formando parte de los quilomicrones por la cara basolateral. Se supone
gue las FABPs que se expresan en enterocitos favorecerian el transporte intracelular
de lipidos asi como también participarian de la regulacion del metabolismo lipidico. En
particular, se hipotetiza que las posibles funciones de LFABP en el epitelio intestinal
serian como buffer citosélico y/o de transportador de ligandos hidrofébicos. Mediante
técnicas de bioquimica, biologia molecular y biologia celular se desea estudiar la
participaciéon de LFABP en el metabolismo lipidico, proliferacion y diferenciacién
celular de células Caco-2, y asi contribuir a la identificacion del rol especifico de las

FABP intestinales.

116



Tesis Doctoral Luciana Rodriguez Sawicki

En este caso se planea emplear la técnica del anti-ARNm para lograr disminuir
la expresion de LFABP de modo estable en células Caco-2, las cuales expresan bajos
niveles de IFABP. De este modo se podrd evaluar el funcionamiento celular
practicamente en ausencia de FABP intestinales que actuen como transportadores de
lipidos. Asi, la comparacién con las células control nos brindara informacion valiosa
acerca de las funciones que cumple la LFABP en los enterocitos.

Los estudios propuestos a continuacién complementaran los resultados
obtenidos con los animales nulos y ayudaran a dilucidar el rol que LFABP cumpliria en
los enterocitos. La generacién y caracterizacion de un modelo de células Caco-2
carente de LFABP representa la obtencién de una herramienta muy importante que
permitird estudios posteriores, que podrian consistir en modificar niveles de IFABP o
variantes estructurales de la misma. Esto expandiria aun mas nuestra comprensién
sobre el rol de estas proteinas y de sus dominios especificos, en un contexto mas

préximo al fisioldgico que los clasicos ensayos in vitro.
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5.2. Obtencion de poblaciones con la expresion disminuida de LFABP.

Con el fin de analizar el rol de la LFABP en el metabolismo lipidico del
enterocito intestinal, se construyé el plasmido pcDNA3.1-ASL (Fig. 5.1), basado en el
vector pcDNA3.1-Neo(+) (Invitrogen) donde se inserté el ADNc de la proteina LFABP
humana en “antisentido”, a partir del cual se transcribe el anti-ARNm de la misma.
Cuando este plasmido es introducido dentro de las células Caco-2, se silencia la
expresion de LFABP para asi poder comparar los cambios en el metabolismo de FAs en

comparacion con la linea control que porta el vector vacio.

’/CMV early promoter 251..847

907 BamHI (1)

asLFABP 913..1295
pcDNA3.1 ASL 1296 Xbal (1)

ColE1 origin 4668..3986 5759 bp

bGA pA terminator 1352..1579

F1 ori 1642..1948

SV pA Terminator 3435..3554 SV40 promoter 2080..2349

Fig.5.1. Mapa del plasmido pcDNA3.1-ASL. Se muestran los sitios de corte de las enzimas BamHI y Xbal,
el inserto de cDNA de LFABP antisentido, el promotor CMV, los terminadores poliA bGA y SV, los
promotores de E. Coli y SV40, y los genes de resistencia a antibidtico, Ampicilina y Kan/Neo. En cada

caso se indica la localizacidn en pares de base.

Se realizd el chequeo de la especificidad del anti-ARNm mediante el uso de un
nucleotide BLAST. Se alined la secuencia del ADNc de la LFABP humana, usada como
query —interrogante-, con una base de datos de ADN gendmico humano. Se usaron los
programas megablast (busca secuencias altamente similares) y blastn (busca
secuencias parcialmente similares), obteniéndose sélo como resultado la secuencia de

LFABP, corroborando la especificidad del ARNm antisentido.
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El correcto ensamble del constructo pcDNA3.1-ASL fue chequeado mediante el
corte con las respectivas enzimas de restriccion, BamHI y Xbal, asi como por su
secuenciacion.

Las células Caco-2 fueron transfectadas con el plasmido pcDNA3.1-ASL
empleando el reactivo Lipofectamina (Invitrogen). Se realizé la transfeccién en paralelo
con un vector pcDNA3.1 vacio, de modo de obtener una linea control, y con un vector
pcDNA3.1-GFP, como control de transfeccién. A las 48 hs, se tomaron imagenes
usando un microscopio invertido de fluorescencia Olympus IX71 con un filtro verde.
Como se observa en la Fig. 5.2, el pldsmido posee una eficiencia de transfeccién de
aproximadamente un 25%. Las células transfectadas se incubaron durante 15 dias en
un medio suplementado con 1 mg/ml Geneticina (G418) para seleccionar
exclusivamente a las células que incorporaron el pldsmido. Luego fueron tripsinizadas y
diluidas para poder aislar distintas poblaciones clonales y no clonales. Las poblaciones

clonales se obtuvieron mediante seleccién usando anillos de clonacion.

Fig.5.2. Imagen tomada a las 48hs de realizada la transfeccién con el plasmido pcDNA3.1-GFP como
control de transfeccidn. Superposicion del mismo campo tomado con contraste de fase y filtro de

fluorescencia verde, 40X.
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Se obtuvieron dos poblaciones clonales, N1 y N3, una poblacién no clonal, aL, y
una poblacién control, C. La disminucion de la expresiéon de la proteina LFABP fue
chequeada mediante un ensayo de Western Blot. En la Fig. 5.3, se muestra un Western
Blot de las poblaciones seleccionadas y crecidas durante una semana para obtener
masa celular suficiente. Se observa una clara disminucidn de la expresion de la
proteina respecto a la linea control. Se realizd el anadlisis por densitometria para

cuantificar el porcentaje de LFABP remanente en cada linea (Tabla 5.1).

N1 aL N3 C
B-actina

LFABP

- _—

Fig. 5.3. Analisis por Western Blot de la expresién de LFABP y B-Actina, de células Caco-2 transfectadas
con el plasmido pcDNA3.1-ASL y células control (C) transfectadas con el plasmido vacio. N1 y N3 son
poblaciones clonales, aL es una poblacién no clonal. La banda indicada debajo de LFABP, es LFABP

purificada 0.5 pg.

Tabla 5.1. %LFABP remanente respecto a las células control.

N1 N3 aL

%LFABP respecto al 12.8 10 16.4

control

Asimismo se chequeo si existe algun tipo de compensacién de la expresion de
IFABP (Fig. 5.4), sin encontrarse diferencia entre las lineas con la expresion de LFABP
disminuida y la linea control, apoyando la hipdtesis de funciones diferenciales para
estas dos proteinas.

C N3 aL N1

B-actina
- —
A e —

IFABP

Fig. 5.4. Andlisis por Western Blot de la expresion de IFABP y B-Actina, de células Caco-2 transfectadas
con el plasmido pcDNA3.1-ASL y células control (C) transfectadas con el plasmido vacio. N1 y N3 son
poblaciones clonales, alL es una poblacién no clonal. La banda indicada debajo de IFABP, es IFABP

purificada 0.5 pg.
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5.3. Proliferacion y diferenciacidon celular.

Las poblaciones N1, N3 y aL fueron evaluadas comparandolas con la poblacion
control en cuanto a su capacidad de crecimiento. Primero se evalud su capacidad de
proliferacion por recuento en camara de Neubauer a distintos tiempos. Las células
control mostraron un tiempo de duplicacion (tp) cercano al que generalmente
muestran las células Caco-2 en cultivo que es alrededor de 32-40 hs (Sambuy et al.
2005). Sin embargo, las poblaciones N1 y aL. mostraron una significativa disminucion de
la velocidad de crecimiento, unas 47 hs aproximadamente, en comparacion a las 39 hs
de las células control. La poblacién N3 fue la que mostré una mayor diferencia en su
tp, siendo el mismo de 59 hs. La Fig. 5.5 muestra las curvas de crecimiento de los

cuatro cultivos y en la Tabla 5.2 se indican los valores de tp.
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Fig. 5.5. Curvas de crecimiento. Las poblaciones N1, N3 y al se crecieron en placas de 60 mm desde un
inculo inicial de 1x10° células/placa en comparacion con las células control. El recuento de células a
distintos dias se empled para calcular el tiempo de duplicaciéon (Tabla 5.2) ajustando la curva a una

exponencial de crecimiento simple.
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Tabla 5.2. Tiempo de duplicacion. Promedio de la menos tres determinaciones +

desviacion estandar.

Tiempo de duplicacion tp (hs)

control 39+2
aL 47 +1
N1 47 +1
N3 59+2

Los resultados anteriores se corresponden con los obtenidos al medir la
incorporacién de *H-Timidina durante 4hs. Las poblaciones N1, N3 y aL mostraron una
disminucion significativa de la incorporacién de este metabolito en el DNA respecto a
las células control (Fig. 5.6). Estos resultados en conjunto demuestran una disminucién
en la capacidad de proliferacion en las poblaciones con una disminucion de la

expresion de LFABP.
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Fig.5.6. Incorporacién de *H-Timidina en células Caco-2 con la expresion de LFABP disminuida. * p<0.05

respecto a la linea control.
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Las Células Caco-2 se diferencian adquiriendo muchas de las caracteristicas de
los enterocitos normales cuando se crecen a una confluencia superior al 100%
(Sambuy et al. 2005). Si este procedimiento se desarrolla en filtros de cultivo transwell
(Corning Costar) es posible acceder en forma independiente al espacio apical, analogo
a la luz intestinal, y al basal, equivalente al espacio intersticial o la linfa (Fig. 5.7).
Durante esta diferenciacion, que lleva unos 15-21 dias, se forma una monocapa de
células impermeable al pasaje de nutrientes entre la cara apical y basal, y este proceso
puede seguirse por el aumento de la resistencia eléctrica de la monocapa con un
potenciometro ELS Voltimeter (Millipore). A partir del décimo dia también comienzan
a aumentar la expresion de enzimas marcadoras propias del epitelio del intestino
absortivo, como las disacaradisas, pero la diferenciacion completa se considera una

vez que la monocapa ha alcanzado una resistencia eléctrica de 250 Q.cm?.

Inserio de transwell

Compartimento superior

STRANRTTATI RN Membrana
Compartimento inferior

Fig. 5.7. Esquema y fotografia de insertos transwell, tomado de la guia de transwell de Corning Costar.

Se decidio evaluar el proceso diferenciacion en las poblaciones con la expresiéon
de LFABP disminuida. Se midi¢ la resistencia transmembrana (TEER) en filtros transwell
de 6.5mm de didmetro (sup. 0.33cm?) hasta alcanzada la diferenciacion de las tres
lineas celulares evaluadas. alL y N1 mostraron un retraso en la formacion de la
monocapa impermeable, evidenciado por los menores valores de TEER en
comparacion con la linea control (C) (Fig. 5.8). En el lapso de los 21 dias las tres
poblaciones llegaron a su diferenciacion total, superando los 250 Q.cm®. En este caso
se observa nuevamente la tendencia observada al analizar la proliferacién celular,
donde las poblaciones N1 y alL mostraron valores menores de TEER en los primeros

dias (hasta el dia 10) del proceso de diferenciacion.
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Fig. 5.8. Medida de la resistencia transmembrana a lo largo del proceso de diferenciacion celular de las

lineas C, aLy N1.

Como se establecid en el capitulo introductorio, los FAs son fundamentales
para el crecimiento celular, tanto como componentes estructural de membranas,
como por su gran aporte energético. Los pardametros de viabilidad aqui analizados son
necesarios para el mantenimiento de las células en cultivo y el disefio de los
experimentos metabdlicos; pero también pueden estar revelando un vinculo entre la
expresion de LFABP con la proliferacion celular. Generalmente se acepta que el grado
de diferenciacién celular viene acompafiado de una disminucién de la velocidad de
crecimiento celular. En este caso las poblaciones con menor velocidad de crecimiento
también mostraron un retraso en la diferenciacion celular. Al parecer, la disminucién
de la expresion de LFABP disminuye la capacidad de proliferacion celular y afecta la
diferenciacién de las células Caco-2. Esto podria estar vinculado al rol de transporte de
esta proteina hacia una ruta de sintesis de componentes esenciales para la duplicaciéon
o la diferenciacién de la célula, o hacia el nucleo para la regulacién génica del proceso
mitdtico o de diferenciacion celular. Por otro lado, se ha asociado a la LFABP con la
oxidacién de FAs a nivel mitocondrial; por lo que la falta de LFABP podria comprometer
la obtencidn de energia o el censado de una reserva de TG suficiente para completar el
proceso de division celular. En definitiva, experimentos especificos seran necesarios

para analizar las razones por las cuales la ablacién de LFABP prolonga el tp y disminuye
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la velocidad de asimilacién de *H-Timidina al tiempo que enlentece la diferenciacién
celular.

Por razones practicas referidas al crecimiento mds lento del clon N3, los
experimentos que se describen a continuacién se realizaron exclusivamente con la

linea N1y alLy las células control.

5.4. Asimilacion de acido oleico.

Para simular la asimilacién de FAs por los enterocitos desde la luz del intestino,
las distintas lineas de células Caco-2 se crecieron y diferenciaron en filtros transwell
durante 21 dias. Luego de chequear con el voltimetro que las células se han
diferenciado (resistencia >250 Q.cm?), se incubaron con una suspensién de acido
oleico (OA) 100 uM y 10 mM taurocolato de sodio en buffer fosfato salino (PBS), tal
gue la concentracion de OA libre es 1.6 UM, apenas por debajo de los niveles
postprandiales (Murota & Storch, 2005). Se analizé la asimilacién de OA a distintos
tiempos, en filtros transwell de 4.5 cm®. El ensayo se realizé a los 2 min y 6.5 hs (390
minutos). Como se puede apreciar en la Fig. 5.9, se observé una disminucion de la
capacidad de asimilacion total de OA tanto por las células N1y alL respecto a las células
control. Esta diferencia se mantiene al repetir el analisis en un tiempo mas prolongado
(6.5hs). Es importante tener en cuenta que los niveles de OA en el citoplasma a las 6.5
hs no son proporcionales al tiempo de incubacién en comparacion con los resultados
observados a 2 min. Esto se debe a que parte del OA asimilado durante 6.5 hs ha sido
secretados por la cara basolateral, por lo cual no se observa entre el pool de lipidos

citoplasmaticos aqui analizado.
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Fig. 5.9. Asimilacién de OA a distintos tiempos. Células Caco-2 con la expresion de LFABP disminuida y
células control diferenciadas fueron incubadas en filtros transwell con la suspension de 100 uM OA (10%
14C—OA) y 10 mM taurocolato de sodio en PBS por 2 min 0 390 min (6.5 hs). * p<0,05 respecto a la linea

control.

Con el fin de caracterizar las lineas obtenidas, se realizdé el mismo ensayo de
captacion, pero en 20 seg, tiempo en el cual el OA es captado sin ser metabolizado aun
(Murota & Storch, 2005), variando la concentracién de OA desde 2 hasta 200 uM,
manteniendo siempre un 1% 1%C.0A en cada solucién usada. Cuando se grafican estos
resultados (Fig. 5.10) en funcidon de la concentracién de mondédmero de FA libre,
estimada como el 1.5% de la concentracion total de FA en la soluciéon de 10 mM
taurocolato de sodio en PBS (Murota & Storch, 2005), se observa un comportamiento
de tipo saturable. Esto remarca la importancia de la LFABP en el proceso de captacion
de OA a través de la cara apical en las células Caco-2. Esto nos indica que el proceso es
mediado por transportadores de membrana dentro del rango de concentraciones

analizadas.
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Fig. 5.10. Determinacion de la captacidon de OA células Caco-2 con la expresion de LFABP disminuida. Las
células se incubaron durante 20 seg con concentraciones de OA entre 2 y 200 mM. La cantidad de OA
asimilado se normaliza por el contenido de proteina y los resultados se expresan en funcion de la
concentracion de mondmero libre, aqui estimados como el 1,5% de la concentracién total en la solucién

de taurocolato de sodio 10 mM en PBS.

Los resultados de la asimilacién de las células control estdn dentro del rango
publicado para las células de la linea Caco-2 original (Murota & Storch, 2005). Esto nos
permite referir los cambios observados en las poblaciones N1 y al a la eliminacién de
la expresion de LFABP. Este sistema puede ser analizado usando la ecuacién de
Michaelis-Menten (Murota and Storch 2005). En la tabla 5.3 se muestran las Km
(constante de Michaelis-Menten) y Vmax (velocidad maxima). La Vmax no cambia
entre la linea control y las lineas con la expresion disminuida de LFABP, pero si se
observa una disminucién del OA asimilado por N1 y al a bajas concentraciones, como
se refleja en el aumento en la Km de N1y alL . De este modo, los resultados hasta aqui
presentados muestran que, a pesar de que LFABP es una proteina intracelular, y que se
sabe que los FAs ingresan desde la cara apical del enterocito mediante difusion pasiva
o usando un transportador (FATP4 o CD36), la disminucidon de su expresion produjo
una reduccion en la captacién de acido oleico. LFABP no parece ser indispensable para

la asimilacion de FAs, pero si tener un notorio efecto favorecedor sobre la velocidad de
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asimilacion de OA, como se ve por el aumento en la Km de las lineas aL y N1. La
expresion de LFABP modularia la capacidad de la célula de captar acidos grasos debido
a su funcién en el transporte y direccionamiento de los mismos, posiblemente

aceptando los FAs de la membrana plasmatica apical.

Tabla 5.3. Km y Vmax.

Km (umol/Il) Vmax (umol/mg prot)
C 2.70£0.69 6.43 £ 0.97
aL 6.25+2.84 6.02 +2.07
N1 5.65+1.47 6.22 £ 0.96

Promedio de al menos tres determinaciones * desviacidon estandar.

5.5. Metabolismo de acido oleico.

En la seccion anterior comprobamos que LFABP participa de la asimilacion de
FAs a través de la cara apical, pero para analizar el metabolismo interno y la secrecién
de lipidos es necesario analizar la incorporacién de los FAs en los distintos grupos de
lipidos intracelulares. La asimilacién durante 10 6 20 seg es demasiado corta para ver
un metabolismo significativo, por lo que los ensayos se realizaron a 2 miny 6.5 hs (390
minutos) en filtros de 4.5 cm® con 1ml de suspensién de 100 pM OA y 10 mM
taurocolato de sodio en PBS (10% **C-OA). Las células fueron cosechadas como en los
ensayos anteriores y se separd una fraccidn para el aislamiento de lipidos que luego
son separados por cromatografia en capa fina (TLC). La Fig. 5.11 muestra la
distribucién de marca en fosfolipidos (PL), monoacilglicéridos (MG), diacilglicéridos
(DG), FA libres (FFA), triacilglicéridos (TG) y ésteres de colesterol (EC) en una placa de
TLC modelo.
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Fig. 5.11. Placa de TLC donde se indican las distintas fracciones de lipidos neutros separados. Se corrid
un estandar de homogenato de higado con cada pool de muestras con el fin de identificar los distintos

lipidos.
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Fig. 5.12. Distribucidn del OA asimilado a través de la membrana apical en distintas fracciones lipidicas
separadas por TLC. Analisis de la distribucidon de OA asimilado luego de 2 min (A) y 6,5 hs (B) en N1, aL y

células control. * p<0,05 respecto a la linea control.

Como se observa en la Fig. 5.12, a 2 min (A), la distribucion porcentual del OA
asimilado en los principales grupos de lipidos no mostré ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre las lineas control y N1 y al, aunque si se observan
tendencias. Particularmente, en las lineas con la expresiéon de LFABP disminuida se
observa una mayor incorporacién de OA en TG a los 2 min y una pequefia disminucién
de la marca incorporada en PL. A las 6.5 hs N1 evidencia una disminucién de la
incorporacion de marca en la fraccién de PL. Esto mismo se observa también para la
linea al, aunque no llega a haber diferencia estadisticamente significativa. El resto de
las fracciones lipidicas no evidencian cambios respecto al control.

Es importante resaltar que las monocapas se sometieron a exhaustivos lavados
con PBS 1% BSA previamente a su cosecha, y como control se midié la radioactividad
de estos lavados para corroborar que no quedaban FAs unidos, pero sin incorporar al
citoplasma de las células.

Asimismo se analizaron los lipidos totales secretados a distintos tiempos. Se
puede observar en la Fig. 5.13 que tanto a los 2 min como a las 6.5 hs, la cantidad total

de OA secretado es significativamente menor en las lineas alL y N1.
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Fig. 5.13. YC-0A en lipidos totales secretados a distintos tiempos. Los lipidos secretados por la cara

basal de las células Caco-2 incubadas por 2 min y 6.5 hs con 100 uM OA y 10 mM taurocolato de sodio

en PBS en la cara apical, se aislaron y se cuantificé la radioactividad. * p<0,05 respecto a la linea control.

También se analizo la distribucion en las distintas fracciones lipidicas del OA

secretado mediante una TLC. En la Fig 5.14 A, no se observan cambios entre la

distribucién de OA en la linea control y las lineas con la expresién de LFABP disminuida.

Por otro lado, en la Fig. 5.14 B, se muestra la distribucién de OA en las distintas

fracciones lipidicas luego de una incubacién de 6.5 hs. Se observa una disminucion de

la fraccion de TG mientras que aumenta la fraccion de FFA, ambas estadisticamente

significativas, en las lineas aL y N1. También se observa una tendencia en la

disminucion de PL en las lineas con la expresion de LFABP disminuida.
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Fig. 5.14. Distribucién del OA secretado a través de la membrana basolateral en distintas fracciones
lipidicas separadas por TLC. Analisis de la distribucién de OA asimilado luego de 2 min (A) y 6,5 hs (B) en

N1, aL y células control. * p<0,05 respecto a la linea control.

Estos resultados muestran que LFABP podria ser importante para los pasos
iniciales de la metabolizacion del OA. Asimismo, la disminucién de LFABP provoca una
disminucion en la secrecion de lipidos por la cara basolateral, apoyando la hipétesis
que LFABP forma parte de la vesicula prequilomicrénica que se ensambla en el
enterocito previa a la secrecion de quilomicrones (Neeli et al. 2007). El cambio en la
distribucién de marca radioactiva en las fracciones lipidicas secretadas indicaria un
defecto en la reesterificacion de los TG que serdn secretados basolateralmente,
aumentando la fraccién de FFA. La disminucién de LFABP nos permite hipotetizar que
LFABP podria estar interactuando con las enzimas que catalizan la sintesis de TG para
formar el complejo lipido-proteina que finalmente sera secretado como quilomicrén a

la linfa.
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5.6. Discusion.

Los ensayos in vitro permiten obtener gran cantidad de informacién sobre las
FABPs, pero para avanzar sobre el rol especifico que estas proteinas cumplen in vivo es
necesaria una aproximacion mas cercana al funcionamiento real de las mismas. Los
ensayos con células  Caco-2 en cultivo representan un estadio de complejidad
intermedio y fundamental, en el cual podemos analizar el efecto que tiene la expresién
de las FABPs intestinales en el entorno celular.

Aunque mas experimentos son necesarios para comprobar la participacion
especifica de LFABP, pudimos demostrar que LFABP participa de varios procesos
celulares: el crecimiento celular, la diferenciacién de las células Caco-2, la asimilacion
de FAs y su metabolismo posterior. La disminucién de los niveles de esta proteina
retrasan el crecimiento y la diferenciacion celular tanto en las poblaciones clonales N1
y N3, como en la poblacion no clonal al. Este retraso en la proliferacion celular puede
relacionarse con la capacidad de captaciéon de FAs disminuida que presentan estas
lineas celulares, que podria llevar a una disminucion en la sintesis de PL. Ademas se ha
asociado a la LFABP con la oxidacion de FAs a nivel mitocondrial (Erol et al. 2003); por
lo que la falta de LFABP podria comprometer la obtencion de energia o el censado de
una reserva de TG suficiente para completar el proceso de divisién celular. LFABP
podria participar en la regulacién de la expresidn de genes relacionados con el
crecimiento y diferenciacién celular, y una disminucién de la expresidn de la proteina
podria interferir con estos procesos. Recientemente se ha descripto la interaccidn
entre LFABP y el receptor nuclear HNF4a (Mclntosh et al. 2013). En el intestino, HNF4a
es importante para mantener la diferenciacién celular del epitelio (Lussier et al. 2008),
el metabolismo lipidico (Marcil et al. 2010) y las uniones célula-célula (J.-P. Babeu et al.
2009). El estudio de esta interaccidén proteica en este modelo celular con la expresion
de LFABP disminuida podria aportar informacidon valiosa y ayudar a dilucidar los
mecanismos moleculares subyacentes a los efectos en el crecimiento y diferenciaciéon
observados.

LFABP es una proteina intracelular, sorprendentemente, la disminucion de su
expresion produjo una reduccion en la captacion de acido oleico, como se observa en

la Fig 5.9. La cantidad de LFABP presente en el enterocito modularia la capacidad de la
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célula de captar FAs debido a su funcion en el transporte y direccionamiento de los
mismos. La asimilacion de OA estudiada en 2 min y 6.5 hs muestra una marcada
disminucion en las lineas N1 y al. El estudio del metabolismo del OA, muestra un
aumento del OA en la fraccién de TG y una disminucién en la fraccion de PL a los 2 min,
tendencia que se acentua a las 6.5hs.

El uso de fitros transwell para el cultivo de Caco-2 permite recuperar el medio
basolateral, donde se encuentran los productos de secrecién de estas células. El
enterocito se encuentra altamente especializado para la captacion de nutrientes desde
la superficie apical, en contacto con la luz intestinal. Los nutrientes son metabolizados,
en el caso de los FAs y MGs, son reesterificados para formar TG que seran parte de los
quilomicrones secretados basolateralmente, de modo de redistribuir a todo el
organismo los lipidos absorbidos. La secrecion de lipidos por parte de N1 y alL se vio
disminuida, tanto a 2 min como a 6.5 hs. Cuando se estudia la distribucion del OA en
las distintas fracciones lipidicas, a 2 min no se observan diferencias con la linea control,
mientras que a las 6.5 hs se ve una disminucion de la fraccion de TG y un aumento de
los FFA.

Estos resultados nos podrian indicar que LFABP actia como buffer citosélico,
sensando la cantidad de FAs disponible, y su disminucién produce una consecuente
disminucion del FAs disponible y captado por el enterocito. Asimismo, en ratones nulos
para IFABP se observd una disminucién del FA incorporado en TG relativo a PL, en
ratones nulos para LFABP se observd una disminucidon del MG incorporado en TG
relativo a PL (Gajda et al. 2013). Previamente se reportd que en fibroblastos
transfectados para obtener una alta expresiéon de LFABP se observé un aumento de la
esterificacion del OA captado tanto en la fraccién de lipidos neutros, principalmente
TG, asi como en PL en comparacion con las células control (Murphy et al. 1996). La
tendencia observada de un aumento de TG y disminucién de PL en el OA asimilado
indicaria que LFABP direcciona los FAs hacia la sintesis de PL, como se observd en
modelos anteriores. Pero hay que tener en cuenta que el enterocito es una célula
altamente diferenciada y especializada en su rol de captacién de nutrientes y
redistribucion al resto del organismo. El aumento de la relacion TG/PL también podria
estar indicando un intento de esta célula por compensar la disminucién de LFABP,

ademas de los niveles de IFABP de por si bajos en este modelo, por llevar a cabo su
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funcién especifica. Por otro lado, la disminucion en la cantidad de lipidos secretados se
podria explicar considerando que se ha demostrado que LFABP forma la vesicula
prequilomicrénica (Neeli et al. 2007). La baja expresidén de esta proteina afectaria el
correcto ensamblaje de la vesicula prequilomicrénica, asi como la composicion de la
misma (Fig 5.13 B), dando como resultado defectos en la secreciéon de quilomicrones
por parte de N1 y al. Se observa una disminucién de TG correlacionada con un
aumento de FFA en los lipidos secretados. La disminucion de LFABP nos permitiria
hipotetizar que LFABP estaria interactuando con las enzimas que catalizan la sintesis
de TG para formar el complejo lipido-proteina que finalmente serd secretado como
quilomicron a la linfa.

Se ha demostrado que LFABP aumenta su interaccion con membranas en su
forma apo (Falomir-Lockhart et al. 2011), podriamos pensar entonces que esta
proteina toma FAs desde la membrana apical durante su asimilacion. Ademas,
empleando un ensayo de FRET para analizar la transferencia de AOFAs desde
membranas artificiales hacia FABPs, se ha comprobado la capacidad tanto de LFABP
como de IFABP de remover el ligando de membranas dadoras (Thumser, J.Lipid Res.
2000). Aqui también demostramos que la LFABP participaria del proceso de asimilacién
de OA mediado por transportadores proteicos, ya que en las condiciones empleadas el
mecanismo de difusion simple seria minoritario. Sin embargo, los estudios de
sobreexpresidon de IFABP en células Caco-2 muestran que la capacidad de asimilacion
de OA disminuye en lugar de promoverse (Darimont et al. 2000). Pero también
podriamos reinterpretar los resultados pensando que, la disminucién en la asimilacidon
en este Ultimo caso, se debe a una competencia de los ligandos entre IFABP y LFABP, y
no necesariamente a un efecto inhibidor de la IFABP, sino a una menor accion de la
LFABP. Nuestros ensayos junto con la bilbiografia proveen evidencia que en el mismo
sistema celular IFABP y LFABP cumplirian funciones especificas. Sin embargo, los
procesos moleculares responsables de estas diferencias son aun poco claros y mas

estudios seran necesarios para dilucidarlos.
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Conclusiones.

136



Tesis Doctoral Luciana Rodriguez Sawicki

El proceso evolutivo ha permitido la seleccién de un grupo de familias de
proteinas que permiten la movilizacién de los lipidos a través de medios acuosos como
el citosol de las células. Se cree que la amplia variedad estructural y la diversidad de
funciones que cumplen los lipidos, podrian ser las razones por las cuales han
evolucionado distintas isoformas con especificidades uUnicas y caracteristicas
funcionales que van mas alld de una mera funcidon de transportador de compuestos
hidrofdbicos. Asi, se ha comenzado a pensar en las FABPs como parte de un complejo
sistema de censado y regulacién de la disponibilidad y/o reserva de lipidos, o del
estado metabdlico tanto celular como sistémico para el caso de organismos
superiores.

Los resultados presentados en el presente trabajo de tesis apoyan la idea de
que las distintas isoformas de FABPs que se coexpresan en el epitelio intestinal
cumplirian funciones diferentes, en concordancia con la gran cantidad de informacién
previa. Los ensayos con variantes estructurales (mutantes puntuales, quimeras y
variantes truncadas) son un importante aporte para reconocer los determinantes
estructurales responsables de sus caracteristicas funcionales, y comprender cémo es
gue éstos actuan. El presente trabajo ha analizado las caracteristicas de unidn a
ligandos e interaccién con membranas de una variante estructural de IFABP. Esta
variante estructural de IFABP, llamada IFABP-D98D, surgié como producto de Is
protedlisis limitada de la forma holo de la proteina. Esta metodologia ha permitido
seleccionar y mantener todos los componentes estructurales de IFABP que hacen a su
capacidad unir ligandos hidrofébicos Como se ha demostrado previamente, la pérdida
de la regidn o-helicoidal es clave para la determinacion del mecanismo de
transferencia de FAs. Este es el caso de IFABP-D98D, la cual muestra un mecanismo de
tipo difusional, corroborandose la importancia de la regidon a-helcoidal.
Sorpresivamente, esta variante estructural ha demostrado ser capaz de interactuar con
membranas. Esto indicaria que la formacién del complejo proteina-membrana se lleva
a cabo a través de un proceso secuencial en el que no sdlo participa la regién a-
helicoidal, sino también otras regiones de la proteina.

Otro aspecto de nuestro trabajo ha permitido demostrar que LFABP es capaz de
unir MGS, tanto in vitro como in vivo. Los altos niveles de expresion de LFABP en el

intestino delgado sugieren que LFABP seria capaz de transportar ambos ligandos, tanto
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FAs como MGs. Asimismo, IFABP no es capaz de unir MG, ademas de que no han sido
observadas alteraciones en el metabolismo de MGS en ratones nulos para IFABP
(IFABP-/-), en contraste con lo observado en ratones nulos para LFABP (LFABP-/-). Los
ratones LFABP-/- mostraron un aumento de peso corporal que se correlaciona con un
aumento en la ingesta de alimentos. Interesantemente, se encontraron niveles
elevados de 2-AG (2-araquidonilglicérido) en el intestino de los ratones LFABP-/-, un
MG que es un endocanabinoide enddgeno. Aunque los roles de los endocanabinoides
intestinales en la regulacion de la ingesta de alimentos no estan del todo claros,
debido a su capacidad de transportar MGs, LFABP podria ser clave en la regulacion de
estos lipidos sefializadores para mantener la homeostasis energética en el cuerpo.

Los resultados obtenidos con las lineas celulares con la expresién de LFABP
disminuida, muestran una participacion de esta proteina en la proliferaciéon y
diferenciacién celular. Esto podria deberse a la disminucion en la captacion de acidos
grasos y, consecuentemente, una menor fuente de energia asi como una disminucién
en la sintesis de fosfolipidos. Por otro lado, podrian existir mecanismos moleculares de
sefializacion por los cuales la LFABP afecta la velocidad de proliferacion y la
diferenciacién de estas células, tales como su interaccion con factores de transcripcion
como los PPAR o receptores nucleares como HNF4a. Actualmente son necesarios mas
estudios para entender y dilucidar el rol de la proteina LFABP en el crecimiento y
diferenciacién celular.

Aunque LFABP es una proteina intracelular, la disminucién de su expresion
produjo una reduccién en la velocidad de captacion de acido oleico. La expresidn de
LFABP modularia la capacidad de la célula de captar acidos grasos debido a su funcién
como buffer citosélico, transportadora y direccionadora de los mismos. Asimismo el
destino metabdlico del acido oleico se vio alterado respecto a las células control. La
tendencia observada de un aumento de triacilglicéridos (TG) y disminucion de
fosfolipidos (PL) en el OA asimilado indicaria que LFABP direcciona los FAs hacia la
sintesis de PL. El enterocito es una célula altamente diferenciada y especializada en su
rol de captacion de nutrientes y redistribucién de los mismos al resto del organismo. El
aumento de la relaciéon TG/PL también podria estar indicando un intento de esta
célula por compensar la disminucién de LFABP, ademas de los niveles de por si bajos

de IFABP en este modelo, por llevar a cabo su funcién especifica. Por otro lado, se
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detectd una disminucion en la cantidad total de lipidos secretados por la célula. Se ha
demostrado que LFABP forma parte de la vesicula prequilomicrodnica, la baja expresion
de esta proteina podria afectar el correcto ensamblaje de la vesicula
prequilomicrénica, asi como la composicion de la misma, dando como resultado
defectos en la secrecion de quilomicrones.

Los resultados de esta tesis junto con otros trabajos realizados por nuestro
grupo nos permiten comenzar a dilucidar las funciones especificas de las FABPs
expresadas en el intestino. Hemos demostrado que las diferencias observadas en
cuanto a las propiedades de unién de ligandos asi como su mecanismo de
transferencia de FAs hacia membranas y su interaccidén con las mismas subyacen en las
caracteristicas estructurales de I- y LFBAP, las cuales determinan sus propiedades
funcionales. Para sus funciones, la regidn a-helicoidal de ambas FABPs intestinales
seria de gran importancia, sentando asi las bases moleculares para un modelo de
transporte vectorial de ligandos desde y hacia compartimentos intracelulares
membranosos de distinta composicién. También es necesario tener en cuenta que la
caracterizacion in vitro de la interaccion con membranas podrian estar funcionando
como un suplente de las estructuras reales presentes en las células. Por tal motivo
también es necesario considerar la presencia de otras proteinas, en particular enzimas
gue participan del metabolismo lipidico (acido graso sintasa, CD36, ACS, FATP4, sdlo
para nombrar algunas) y que serian los verdaderos dadores/receptores de los FAs que
transportan las FABP.

En un entorno celular, |- y LFABP tomarian FAs desde la membrana apical
durante su asimilacién. IFABP seria capaz de transportarlos al reticulo endoplasmico
para su reestirificacion, como lo evidencian los resultados en ratones IFABP-/-. Los FAs
y MGs asimilados desde la cara apical unidos a LFABP serian principalmente destinados
a su reesterificacion en el reticulo endoplasmico para formar TGs. Los FAs también
serian direccionados hacia la sintesis de PL por LFABP. Uno de los destinos metabdlicos
de estos TGs es el almacenamiento en gotas lipidicas. Ademas, LFABP cargada con sus
ligandos seria capaz de traslocar al nucleo con el fin de interaccionar con factores de
transcripcion y receptores nucleares que regulan el metabolismo lipidico, el
crecimiento y diferenciacion, entre otros muchos procesos. Por otro lado, |la biogénesis

de los quilomicrones comienza en el dominio apical del reticulo endopldasmico donde
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empieza a ensamblarse el complejo de lipidos (TG y colesterol) y proteinas,
principalmente apolipoproteina B. LFABP es una de las proteinas que participa en la
formacidén de las vesiculas prequilomicrénicas desde el reticulo endoplasmico para su
secrecion a través del aparato de Golgi. Nuestros resultados en los cuales observamos
gue la composicion lipidica de los lipidos secretados esta alterada nos llevan a concluir
gue LFABP podria interactuar entregando sus ligandos a las enzimas que catalizan la
sintesis de TG, los cuales formaran finalmente el complejo lipido-proteina que sera
secretado como quilomicrén basolateralmente.

El fin Ultimo de esta tesis es el andlisis de las funciones especificas de |- vy
LFABP. Hemos combinado la informacion obtenida a través de diversas
aproximaciones: biofisica, bioquimica y de biologia celular aplicadas al estudio de estas

proteinas de modo de esclarecer los roles de |- y LFABP en el enterocito intestinal.
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