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INTRODUCCION

Las FABPs (Fatty Acid Binding Proteins), pertenecen a una familia multigénica de
proteinas citosélicas de 14 a 16 kDa, que unen en forma no covalente, acidos grasos,
retinol, acido retinoico y otras moléculas hidrofébicas. Son abundantes en tejidos con
alto metabolismo lipidico como higado, intestino, tejido adiposo y corazoén.
Ampliamente estudiadas en mamiferos, donde se han identificado la expresion de al
menos 13 genes, estas proteinas se han nombrado teniendo en cuenta el tejido donde
fueron descriptas por primera vez, FABP de tipo hepatica (L-FABP), cardiaca (H-
FABP), intestinal (I-FABP) y adipocito (A-FABP) entre otras.

Los estudios estructurales muestran una alta conservacion entre las FABPs aisladas
del mismo tejido de diferentes especies, lo que indica una especialidad de funcion,
pudiendo ademas, un tipo de FABP estar expresado en mas de un tejido. La H-FABP
se expresa en rifion, musculo esquelético, aorta, pulmon, gldndula mamaria, cerebro,
placenta y estbmago. Por otro lado algunos tejidos expresan mas de un tipo, por
ejemplo el rifidn expresa L-FABP y H-FABP.

En el higado de aves y peces estudiados se observa la expresion de una FABP
diferente a la que se expresa en mamiferos, que debido a que su pl basico se
denomina Lb-FABP.

Los estudios realizados en peces (teledsteos de rio y elasmobranqueos), muestran
una multiexpresion de FABPs, atribuida a las diversas funciones que realiza el higado
en estos animales, en donde ademas, actla como un érgano importante de reserva
de lipidos, asociado a la flotabilidad de los mismos.

Estos resultados motivan el estudio de la expresion de esta proteina en un pez
teledsteo marino, para lo cual elegimos la merluza, un pez magro que acumula lipidos
en su higado.

OBJETIVO
Estudiar la expresion de FABP en el higado de merluza (Merluccius hubbsi) y poder
comparar similitudes y diferencias con otros peces ya estudiados.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de merluza (Merluccius hubbsi) fueron capturados en el golfo San
Jorge, Pcia del Chubut. Se extrajeron los siguientes oOrganos: higado, corazon,
cerebro, intestino, rifion, masculo y gdénadas femeninas; los cuales se homogeneizaron
en buffer fosfato de sodio 40 mM, pH 7,4, 1ImM EDTA. Se separ6 la fraccién citosoélica
por centrifugacién a 105.000 g durante 90 minutos.

Purificacién de Lb-FABP

El homogenato de higado se fracciond en una columna de Sephadex G-75 equilibrada
en buffer Tris-HCI 30 mM, pH 8,5. La fraccion correspondiente a una masa de 14-16
KDa se fraccion6 en una columna de DEAE-Celulosa en buffer Tris-HCI 30 mM pH 9,0
y se eluy6 con gradiente discontinuo de NaCl (10, 20 y 50 mM). La fraccién no retenida



en esta columna se concentro y luego se purificd en una columna mono Q en buffer
Tris- HCI 30 mM pH 9 y se eluy6 con un gradiente continuo de NaCl 500 mM.

Todas las fracciones fueron analizadas en un SDS-PAGE.

Se purificé una proteina cuya pureza se confirmé mediante HPLC en una columna C,
(Solvente A: TFA 0,1%; solvente B: acetonitrilo 80%, TFA 0,08%).

Andlisis estructural de Lb-FABP

La masa molecular se determiné por HPLC-MS.

Para el analisis de la secuencia primaria, se realiza una hidrdlisis con tripsina (las
cisteinas se modifican con DTT y IA). La mezcla de péptidos se analizé en un
espectrometro de masas obteniéndose los espectros MS/MS de las sefiales mas
importantes.

Estudio de la expresion de Lb-FABP en merluza

Se obtuvieron anticuerpos anti Lb-FABP en raton mediante la inoculacién de cuatro
dosis de 20 ug de proteina. El suero inmune se separé por centrifugacion y se
almacenoé a -20C.

Las fracciones citosodlicas de higado, corazon, cerebro, intestino, rifién, musculo y
gbnadas se analizaron por Western Blot con anti Lb-FABP 1:400. Como segundo
anticuerpo se us6 anti IgG de ratén obtenida en cabra acoplada a peroxidasa de
rabanito. Se reveld con 4-cloro-1-naftol.

RESULTADOS Y CONCLUSION

La proteina purificada (Figura 1a) tiene una masa molecular de 13.864 Da (Figura 1b).
Del andlisis de los péptidos obtenidos mediante el programa BLASTp, se identificd esta
proteina como Lb-FABP (98% de identidad con Lb-FABP Acanthopagrus schlegelii;
78% con Lb-FABP Rhamdia sapo y 71% de identidad con Danio rerio). (Figura 2)

El estudio de la expresién de Lb-FABP en diferentes 6érganos de merluza mostré que
esta proteina se expresa Unicamente en el higado. (Figura 3) Esto estaria asociado a
las diferencias en el metabolismo hepatico de los lipidos con respecto a los otros
organos estudiados.
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Figura 1a: HPLC en columna C,; (254 x 4,6 mm, 5 um). Flujo 0,8 ml/min. Solvente A:
TFA 0,1%; solvente B: acetonitrilo 80%, TFA 0,08%.



Figura 1b: Espectro de masa obtenido en espectrometro de masa MALDI TOF TOF
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Figura 2: Alineamiento de diferentes proteinas Lb-FABP (Me: Merluccius hubbsi; Dr:
Danio rerio; Rs: Rhamdia sapo; Asch: Acanthopagrus schlegelii)
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Figura 3: Western Blot de 6rganos de merluza (1: PM Prestained SDS-PAGE Broad
Range, 2: Control positivo Lb-FABP, 3: Mdsculo, 4: Higado, 5: Génada femenina, 6:
Rifi6n, 7: Cerebro, 8: Intestino, 9: Corazon).
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