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PALABRAS CLAVE Resumen

FABP4; Introduccion: Fatty acid-binding protein 4 (FABP4) es una adipocina secretada por el tejido adi-
Células endoteliales; poso implicada en la regulacion del metabolismo energético y la inflamacion. FABP4 circulante
Membrana celular; se asocia con obesidad, dislipidemia aterogénica y sindrome metabolico. Estudios recientes
Receptor muestran una asociacion entre FABP4 circulante y disfuncion endotelial, aunque se desconoce

como se produce esta. El objetivo de este trabajo es estudiar la interaccion entre FABP4 con
las proteinas de la membrana citoplasmatica en células endoteliales.

Metodologia: Se incubaron células HUVEC cony sin FABP4 (100 ng/ml) durante 5 min. La inmuno-
localizacion de FABP4 se estudio mediante microscopia confocal. Para estudiar las interacciones
de FABP4 con las proteinas de membrana de las células HUVEC se disefi6 una estrategia que
combina incubaciones con o sin 6XHistidine-tag FABP4 (FABP4-His) (100 ng/ml), cross-linking
con formaldehido, extraccion de proteinas de membrana y western blot.

Resultados: Los resultados muestran que FABP4 colocaliza con CD31, una proteina utilizada
como marcador de membrana citoplasmatica. Ademas se observan diferentes patrones de wes-
tern blot en funcion de la incubacion con o sin FABP4-His. El inmunoblot revela la existencia de
3 complejos proteicos de aproximadamente 108, 77 y 33 kDa formados por FABP4 exdgena y su
posible receptor/es.

Discusion: Los resultados obtenidos apoyan la existencia de un complejo proteico capaz de unir
FABP4 a las células endoteliales mediante una union especifica. Ademas, nos permiten avanzar
en el conocimiento de los efectos moleculares de FABP4 y, en caso de confirmarse, podrian
utilizarse como diana terapéutica para prevenir enfermedades cardiovasculares.
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derechos reservados.
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Interaction of FABP4 with plasma membrane proteins of endothelial cells

Abstract

Introduction: Fatty acid binding protein (FABP4) is an adipose tissue-secreted adipokine impli-
cated in the regulation of the energetic metabolism and inflammation. High levels of circulating
FABP4 have been described in people with obesity, atherogenic dyslipidemia, diabetes and meta-
bolic syndrome. Recent studies have demonstrated that FABP4 could have a direct effect on
peripheral tissues and, specifically, on vascular function. It is still unknown how the interac-
tion between FABP4 and the endothelial cells is produced to prompt these effects on vascular
function. The objective of this work is studying the interaction between FABP4 and the plasma
membrane proteins of endothelial cells.

Methodology: HUVEC cells were incubated with and without FABP4 (100 ng/ml) for 5 minutes.
Immunolocalization of FABP4 was studied by confocal microscopy. The results showed that FABP4
colocalizates with CD31, a membrane protein marker.

A strategy which combines 6XHistidine-tag FABP4 (FABP4-His), incubations with or without
FABP4-His (100 ng/ml), formaldehyde cross-linking, cellular membrane protein extraction and
western blot, was designed to study the FABP4 interactions with membrane proteins of HUVECs.
Results: The results showed different western blot profiles depending of the incubation with or
without FABP4-His. The immunoblot revelead three covalent protein complexes of about 108,
77 and 33 kDa containing FAPB4 and its putative receptor.

Discussion: The existence of a specific binding protein complex able to bind FABP4 to endothelial
cells is supported by these results. The obtained results will permit us advance in the molecular
knowledge of FABP4 effects as well as use this protein and its receptor as therapeutic target to
prevent cardiovascular.

© 2014 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccion

La fatty acid-binding protein 4 (FABP4; adipocyte-FABP; aP2)
es un miembro de la familia de proteinas intracelulares que
se unen a acidos grasos (FABP)'. Las FABP pertenecen a una
familia multigénica con al menos 9 tipos distintos de protei-
nas que codifican para proteinas de ~15kDa formadas por
126-134 aminoacidos, y que tienen una expresion especifica
de tejido’2.

La estructura génica de la familia de las FABP esta alta-
mente conservada entre los miembros estudiados. Ademas,
esta conservacion también se mantiene con otros miembros
de la familia multigénica de proteinas que se unen a lipi-
dos. Las FABP se expresan abundantemente (1-5% proteinas
citosélicas) en células involucradas activamente en el meta-
bolismo lipidico. Los miembros de esta familia presentan un
patron de expresion tejido-especifica y se nombran segin el
tejido en el que fueron identificados por primera vez®.

Las FABP son capaces de unir una gran variedad de ligan-
dos hidrofobicos, como por ejemplo acidos grasos de cadena
larga, eicosanoides, leucotrienos y prostaglandinas*®. Sin
embargo, la secuencia divergente entre los miembros de
esta familia confiere a las proteinas pequenas diferencias en
cuanto a las propiedades de unién a ligandos y también
define diferentes patrones de interaccion proteina-proteina
dependiendo del contexto celular. Se ha visto que las
FABP adipocitaria, epitelial y cardiaca interaccionan con
la lipasa sensible a hormonas, mientras que la intestinal
y la hepatica no interaccionan con ella®’. Se sabe también
que la FABP4 interacciona con JAK2 de una manera acido
graso-dependiente, estableciendo un nuevo rol para FABP4

como sensor de acidos grasos y afectando al metabolismo
celular mediante interacciones proteina-proteina®.

La FABP4 se expresa predominantemente en el tejido
adiposo y en macrodfagos, y juega un papel importante
en el metabolismo lipidico e inflamaciéon de ambos tipos
celulares®. En adipocitos, la FABP4 interacciona con PTEN,
lo que sugiere un nuevo papel para esta fosfatasa en la
regulacion del metabolismo lipidico y en la diferenciacion
adipocitaria’. En macréfagos, participa en la regulacion
de la actividad inflamatoria y del trafico de colesterol
via NF-kB y peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR)-v, interaccion que podria ser responsable de efectos
opuestos en la supervivencia y la proliferacion en células
endoteliales'.

Los niveles de FABP4 circulantes estan aumentados en la
obesidad, el sindrome metabdlico (SM)"", la diabetes melli-
tus tipo2 (DM2) y la hiperlipidemia familiar combinada o
sindromes lipodistroficos, y se correlacionan con lipidos y
resistencia a la insulina'?'®, Los niveles de FABP4 en suero
predicen el riesgo de desarrollar SM, DM2 y enfermedad
aterosclerotica'” 2", La FABP4 también tiene un efecto
directo en la disminucion de la contractilidad de las células
musculares de miocardio, lo cual sugiere que la liberacion de
FABP4 al torrente circulatorio podria tener un efecto directo
sobre algunas células y tejidos periféricos?’. Las FABP4 en
lesiones ateroscleréticas estan asociadas con un fenotipo de
placas inestables?®,

Un estudio reciente de nuestro grupo ha demostrado que
los niveles de FABP4 circulante estan inversamente aso-
ciados con la hiperemia reactiva periférica, un marcador
de disfuncidon endotelial”®. En este sentido, resultados de
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nuestro grupo muestran que la FABP4 exdgena disminuye
la expresion y la activacion de eNOS?®. La FABP4 tiene un
efecto directo sobre la migracion y la proliferacion de célu-
las humanas musculares de arteria coronaria lisa a través de
la activacion de MAPK y los factores de transcripcion c-jun
y c-myc?.

Por todo ello, el objetivo de este trabajo es estudiar la
interaccion de FABP4 exdgena con proteinas de membrana
de células endoteliales.

Material y métodos
Reactivos

Las células utilizadas en este estudio fueron Human umbi-
lical vein endothelial cells (HUVEC) (GIBCO, Oregon, OR,
EE.UU.) en pase 3 (C-015-5C). Las células se sembraron
en medio M-200 (Cascade Biologics, New York, NY, EE. UU.)
suplementado con 2% Low Serum Growth Supplement (LSGS)
(Cascade Biologics) y con 1% Gentamicin/Amphotericin solu-
tion (Cascade Biologics) en placas de cultivo y/o portas con
camaras individuales (Nunc, Roskilde, Dinamarca). La FABP4
recombinante humana era de BioVendor (Heidelberg, Ale-
mania) y 6XHistidine-tag FABP4 recombinante humana era
de Enzo Life Sciences (San Diego, CA, EE. UU.). El anticuerpo
anti-FABP4 era de R&D System (Minneapolis, MN, EE. UU.),
el anticuerpo anti-6X His-tag era de Abcam (Cambridge, MA,
EE.UU.), y los anticuerpos anti- CD31, anti-mouse, anti-
rabbit y anti-goat eran de DAKO (Glostrup, Dinamarca). Los
anticuerpos marcados con fluorescencia, Alexa Fluor*488
anti-goat y Alexa Fluor*532 anti-mouse, eran de Invitro-
gen (Carlsbad, CA, EE. UU.). Dulbecco’s phosphate-buffered
saline (DPBS) era de GIBCO® (14190-169). Paraformade-
hido era de Sigma (St. Louis, MO, EE. UU.) (P6148-500G) y
Mowiol era de Calbiochem (San Diego, CA, EE. UU.) (475904).
Las pastillas anti-proteasas sin EDTA (Complete ULTRA
Tablets, Mini EDTA-Free EASYpac) eran de Roche (Indiana-
polis, IN, EE. UU.). El kit FABP4 Inhibitor/Ligand Screening
Assay Kit era de Cayman Chemical Company (Ann Harbor,
MI, EE. UU.), y el kit HisPur™ Cobalt Purification Kit era de
Pierce (Rockford, IL, EE. UU.).

Cultivos celulares y reactivos

Las células HUVEC crecieron con medio 2% LSGS durante
15min y se incubaron con y sin FABP4 (100ng/ml) a dife-
rentes tiempos. Tras la incubacion en placas de Petri de
10cm se procedio a la extraccion de proteinas de mem-
brana. Se elimind el medio de cultivo y las células se lavaron
con DPBS, seguidamente se afadio el tampon de extraccion
(50 mM Tris-HCL pH=7,4, 150 mM NaCl, 2 mM Ca?*, 1% TX100,
1% NP40, antiproteasas)?®. Se recogieron las células en un
tubo, se rompieron pasandolas a través de una aguja (5/8in)
y se incubaron 10 min en hielo. Finalmente se centrifugan a
14.000 xg durante 10 min y se recupera el sobrenadante.

Inmunoblot

La concentracion total de proteina se cuantificd con
el método Bradford (Bio-Rad). La electroforesis y el

inmunoblot se realizaron utilizando el sistema de anali-
sis NUPAGE (Invitrogen Life Technologies, Reino Unido). Las
membranas fueron bloqueadas con reactivo ECL Advance
Blocking Reagent al 2% (Amersham Biosciences, EE.UU.)
e incubadas con anticuerpos anti-FABP4, anti-6X His-tag y
anti-CD31. Los complejos antigeno-anticuerpo fueron detec-
tados incubando la membrana con anticuerpos anti-IgG
conjugados con HRP. Las bandas se visualizaron con los
reactivos ECL (Amersham Pharmacia, EE. UU.) en el sistema
de imagen ChemiDoc y se cuantificaron con el programa de
analisis Image Lab (Bio Rad, EE. UU.). Los niveles relativos
de FABP4 se cuantificaron y se normalizaron con los nive-
les de CD31; todos los valores se expresaron en unidades
arbitrarias.

Inmunofluorescencia

Después de la incubacion con y sin FABP4, las células
fueron lavadas una vez con solucion de lavado (PBS+2%
FBS +0,1% BSA) durante 5 min, fijadas con paraformaldehido
4% durante 20min a 4°C y lavadas con solucion de lavado
3 veces, 5min. La incubacion con los anticuerpos primarios
anti-FABP4 y anti-CD31 (proteina utilizada como marcador
de membrana citoplasmatica) se llevo a cabo durante toda
la noche a4°C. Tras los lavados, las células fueron incubadas
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Figura 1  Variacion de la cantidad de FABP4 en la membrana

citoplasmatica de HUVEC en funcion de la incubacion con y sin
FABP4 y del tiempo. A)Western blots de lisados de proteinas
de membrana de células HUVEC después de la incubacion con
y sin FABP4 exogena a diferentes tiempos, usando anticuerpos
anti-FABP4 y anti-CD31. CD31 se utiliza para corregir el error de
carga. B) Gréfico de barras de la comparacion cuantitativa entre
los niveles de FABP4 en membrana citoplasmatica. La intensi-
dad de la senal de las bandas fue analizada por el programa
ImageLab a partir de imagenes de 3 experimentos independien-
tes. Los valores de FABP4 fueron normalizados utilizando los
valores de CD31 y se expresan como niveles de proteina rela-
tivos en cada tiempo. Estos resultados son expresados como
media & error estandar.*p <0,05 cantidad de FABP4 en la mem-
brana de las células incubadas con FABP4 exdgena durante 5 min
versus cantidad de FABP4 en la membrana de las células incuba-
das sin FABP4 exdgena durante 5 min y versus cantidad de FABP4
en la membrana de las células incubadas con FABP4 exogena a
30min, 1y 2h.
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con los anticuerpos secundarios Alexa Fluor*488 anti-goat y
Alexa Fluor*532 anti-mouse y lavadas 3 veces con la solu-
cion de lavado. Los portas se montaron con mowiol con
antifading y las imagenes de microscopia confocal de inmu-
nofluorescencia fueron tomadas con Nikon Eclipse TE2000-E
y procesadas con el programa EZ-C1 3.40.

Las imagenes de inmunofluorescencia también fueron
captadas con un microscopio invertido Olympus IX71, proce-
sadas con el programa CellF y cuantificadas con el programa
ImageJ.

Cross-linking en HUVEC

Tras la incubacion con y sin FABP4 exogena se realizd el
cross-linking en las células HUVEC con formaldehido al 2%
en DPBS a temperatura ambiente durante 30 min. La reac-
cion se pard con 5ml de glicina 0,125M?°3°, Tras esto, las
células se lavaron con DPBS y se extrajeron las proteinas de
membrana citoplasmatica.

Purificacién proteica a partir de cola de histidina

La FABP4-His-tag del extracto de las proteinas de membranas
de las células HUVEC fue purificada del resto de protei-
nas a partir de la cola de histidina. La purificacion se hizo
siguiendo las instrucciones de HisPurTM Cobalt Purification
Kit (Pierce).

CD31
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Con FABP4

Figura 2

FABP4

Ensayos de union a ligando

Concentraciones crecientes de proteina (de 0 a
60.000pg/ml) de membrana de células HUVEC incuba-
das 5min con y sin FABP4 exdgena fueron analizadas con
el kit FABP4 Inhibitor/Ligand Screening Assay Kit (Cayman)
siguiendo las instrucciones del mismo. Brevemente, este
kit detecta ligandos de FABP4. Los extractos de proteinas
de membrana se incubaron con una sonda que muestra
fluorescencia creciente cuando se une a FABP4. La pre-
sencia en la muestra de proteinas que se unen a FABP4
desplaza la sonda fluorescente y la fluorescencia emitida
decae. Se utiliza acido araquidénico como control positivo
y FABP4 recombinante a una concentracion de 10mM. La
pérdida de fluorescencia se monitoriza excitando a 475nm
y leyendo la emision a 370 nm en un fluorimetro Synergy HT
(BioTek, Winooski, VT, EE.UU.). Los resultados obtenidos
se presentan como porcentaje de fluorescencia de cada
muestra respecto al maximo de fluorescencia (FABP4 + sonda
fluorescente).

Analisis estadistico

Los resultados se presentan como media =+ error estandar.
Los resultados representan la media de 3 experimentos inde-
pendientes cada uno realizado por duplicado. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el programa Graphpad

Merge

Colocalizacion de FABP4 exdgena en la membrana de células endoteliales. Imagenes de microscopia confocal de una

doble inmunofluorescencia para CD31 (rojo) y FABP4 (verde) realizada en 2 condiciones: incubacion con FABP4 exdgena e incubacion

sin FABP4 exdgena.



30

P. Saavedra et al

A Contraste de fase

Sin FABP4 ¢

Con FABP4

Intensidad relativa
Unidades relativas (FABP4/CD31)

&
%\(\

Figura 3

CD31

FABP4

?;
(\<<

00

Imagenes y cuantificacion de fluorescencia en HUVEC en funcion de la incubacion con y sin FABP4. A) Doble inmuno-

fluorescencia para CD31 (rojo) y FABP4 (verde) realizada en 2 condiciones: incubacion con FABP4 exdgena e incubacion sin FABP4
exogena. Imagenes de fluorescencia obtenidas mediante un microscopio invertido. B) Grafico de barras que muestra la cuantificacion
de la inmunofluorescencia de FABP4 tras la normalizacion con los valores de CD31.*p < 0,05 cantidad de FABP4 en la membrana de
las células incubadas con FABP4 exogena versus cantidad de FABP4 en la membrana de las células incubadas sin FABP4 exdgena.

Prism (version 5, San Diego, CA, EE. UU.). Se utilizé el test t-
Student para comparar medias. Las diferencias entre medias
se consideraron estadisticamente significativas con un valor
de p<0,05.

Resultados

FABP4 colocaliza con CD31 en membrana de
células HUVEC

Tras la incubacion de las células HUVEC con FABP4-His a
diferentes tiempos (5min, 15min, 30min, 1h, 2h y 4h) se
observé un aumento significativo (p<0,05) en los niveles
de FABP4 en los extractos de proteinas de membrana a
los 5min (2,22; p<0,05), volviendo a los niveles basales
tras ese tiempo. Cuando las células no estaban incubadas
con FABP4 exdgena, los niveles de FABP4 permanecian
constantes durante las 4h (fig. 1).

Los experimentos de inmunofluorescencia mostraron
colocalizacion de FABP4 con CD31 (proteina utilizada como
marcador de membrana citoplasmatica) en la membrana
de las células endoteliales (fig. 2) tras 5min de incubacion
con FABP4 exdgena. En la figura 3 observamos que la inmu-
nocolocalizacion de FABP4 con CD31 se acompafna de un
aumento significativo en los niveles de fluorescencia de
FABP4 (p <0,05).

FABP4 interacciona especificamente con proteinas
de membrana plasmatica en células HUVEC

Realizamos un ensayo de unién a ligando (FABP4 Inhibi-
tor/Ligand Screening Assay Kit) utilizando proteinas de
membrana de HUVEC incubadas con y sin FABP4 exogena
durante 5min. Observamos un aumento en la fluorescen-
cia cuando las células eran incubadas con FABP4 exdgena
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Figura 4 Curvas de desplazamiento del ensayo de union a
ligando. A) Comparacion de las curvas de desplazamiento de las
proteinas de membrana citoplasmatica de células HUVEC incu-
badas con y sin FABP4 exdgena. B) Curva de desplazamiento del
acido araquidonico, control positivo del kit.*p<0,05 diferen-
cia en el porcentaje de fluorescencia entre las proteinas de las
células incubadas con FABP4 y las incubadas sin FABP4 exdgena
a partir de una concentracion de 60 pg/ml.

(fig. 4A), sugiriendo la presencia de FABP4 exdgena en
la membrana. También observamos que cuando usabamos
las proteinas de membrana de las células que habian sido
incubadas sin FABP4 exdgena, la sefal de fluorescencia dis-
minuia sugiriendo la presencia de proteinas de membrana
capaces de unirse a FABP4 (fig. 4A). A partir de la con-
centracion proteica de 60pg/ml, las diferencias entre la
fluorescencia de las proteinas de membrana de las célu-
las incubadas con y sin FABP4 exodgena son significativas
(p<0,05). El acido araquiddnico fue utilizado como control
positivo (fig. 4B).

La figura 5A muestra diferentes patrones de bandas de
inmunoblot en funcion de la incubacion con o sin FABP4-
His. En el control negativo no se detect6é ninguna banda,
mientras que en las células incubadas con FABP4-His se
detectaron 4 bandas diferentes: 15, 33, 77 y 108 kDa aproxi-
madamente. En el control de especificidad (células HUVEC
incubadas con FABP4 a 100 ng/mly con FABP4-His a 10 ng/ml)
se detectaban Unicamente las bandas de 15 y 33 kDa indi-
cando que los complejos de 77 y 108 kDa eran complejos
especificos formados por FABP4 exdgena y otras proteinas.
Cuando revelamos estas muestras con anticuerpo anti-6X
His-tag (fig. 5B), encontramos el mismo patréon de bandas
que observabamos con anti-FABP4.

Discusion

El principal resultado de nuestro trabajo es la existencia de
proteinas de membrana de células endoteliales capaces de
formar complejos proteicos especificos con FABP4 exdgena.

En estudios previos se ha postulado FABP4 como
biomarcador plasmatico del SM, DM2 y enfermedad
aterosclerotica'”'*?'. Ademas, el aumento de las con-
centraciones de FABP4 plasmatica se considera un riesgo
para los tejidos periféricos, ya que modula la via de
la insulina en células vasculares y, consecuentemente,
disminuye la activacion de eNOS y la produccion de NO,
afectando a la vasodilatacion arterial. Estos resultados
apoyan el papel directo que juega FABP4 en la disfuncion
endotelial’®. Resultados previos de nuestro grupo muestran
que FABP4 circulante también tiene un efecto directo en las
complicaciones observadas en la lesion vascular en DT2%.

En este trabajo se demuestra la interaccion entre FABP4
circulante y la membrana citoplasmatica de las células
HUVEC (figs. 2 vy 3), lo cual apoya la hipdtesis de que la
FABP4 circulante no es solamente un biomarcador sino que
puede que tenga un efecto causal directo al interaccio-
nar con células periféricas. Ademas, observamos que esta
interaccion se produce a través de la formacion complejos
proteicos especificos (fig. 4). A partir de estos resultados,
nuestro grupo esta trabajando en la identificacion de las
proteinas que se unen a FABP4 para formar estos complejos,
lo que seria necesario para conocer el papel de la FABP4
plasmatica en estas enfermedades y entender mejor la fun-
cion bioldgica de esta proteina. Se sabe que la FABP cardiaca
(62% de homologia con FABP4) tiene la capacidad de unirse
a un receptor de membrana descrito en células cardiacas,
observacion que no ha sido confirmada ni demostrada en
otras FABP?'.

La FABP4 intracelular interacciona con el receptor de
insulina, y los acidos grasos modifican la estructura de la
FABP4 activandola como sustrato del receptor de insulina?.
No se sabe si esta interaccion se produce forma directa o
si es a través de otros componentes de la membrana plas-
matica. Ademas, la FABP4 enddgena es una diana de la ruta
VEGF/VEGFR2 y un regulador positivo de la proliferacion de
células endoteliales in vitro'.

No se sabe todavia si la FABP4 circulante puede inter-
nalizarse y activar mecanismos intracelulares. Se ha visto
que la cantidad de FABP4 intracelular en células endoteliales
aumenta cuando las células se incuban con FABP4 exdgena
en comparacion con células no tratadas, lo que puede ser un
indicio de la internalizacion de FABP4 circulante. Ademas,
este aumento en la concentracion intracelular de FABP4 va
acompanado de una inhibicién en la producciéon de eNOS y
NO, debido a una alteracion en la ruta de eNOS mediado
por insulina a causa de la inhibicion de la activacion de
IRS1 y Akt?®. Se sabe también que la FABP4 exdgena regula
la proliferacion en células musculares a través de la acti-
vacion de MAPK y los factores de transcripcion c-jun y
c-myc?’.

Todos estos datos sobre la interaccion y la activacion de
rutas de la FABP4 exdgena apoyan la hipotesis de su interna-
lizacion. Ademas es probable que, una vez internalizada, la
FABP4 pueda llegar hasta el nucleo, en donde active factores
de transcripcion o incluso actle como factor de transcrip-
cion.



P. Saavedra et al

32
Lavado Eluido
FABP4 - - ++ - - ++ +10"9/mi
FABP4-His -+ 4 - ++ o+ ++ 100"/,
s | <4 FABP4-His/
posible receptor
(~77 and 108 kDa)
< FABP4-His/
posible receptor
(~33 kDa)
B e b < FABP4-His/
—— . - (~16 kDa)
B o FABP4 o 6X His-tag
i i
c c
g o g o
a c a c
g g g g
8 =3 8 =
o E g £
a2 8 o 8
T 9 r o
< < <+ <
o o o o
2 2 2 2
FABP4-His 100"/, L L — + L - o+
’ '

Figura 5 Formacion de complejos en la membrana citoplasmastica de HUVEC con FABP4-His. A) Western blot de extractos de
proteinas de membrana citoplasmatica de células HUVEC después de la incubacion con y sin FABP4-His y después de la purificacion
a partir de la cola de histidina, utilizando anticuerpos anti-FABP4. B) Western blot de extractos de proteinas de membrana citoplas-
matica de células HUVEC después de la incubacion con y sin FABP4-His y después de la purificacion a partir de la cola de histidina,

utilizando anticuerpos anti-FABP4 y anti-6X His-tag.

En conclusién, estos resultados muestran por primera
vez la existencia de un complejo proteico especifico que
se forma a partir de la union de FABP4 exogena con las célu-
las HUVEC. Los resultados obtenidos nos permiten avanzar
en el conocimiento de los efectos moleculares de la FABP4,
pudiéndose utilizar como diana terapéutica para prevenir
enfermedades cardiovasculares asociadas con la obesidad y
la diabetes.
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