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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar el efecto del extracto de fresa irradiado con luz UV sobre
la expresion de proteinas en higado de ratas obesas alimentadas con dieta alta en grasa. Se utilizaron 4
grupos de ratas wistar macho (n=3 por grupo), un grupo control, un grupo obeso, un grupo obeso
tratado con extracto de fresa y un grupo obeso tratado con extracto de fresa irradiado con luz UV. Se
generd el perfil proteico mediante 2D-PAGE a partir de las muestras del higado. Los geles se
digitalizaron y se analizaron en el software Image Master 2D Platinum. Se obtuvieron 9 diferencias
significativas, de las cuales 5 aparecieron de novo en las ratas tratadas con extracto de fresa irradiada y
4 spots disminuyeron en las ratas obesas e incrementaron en los grupos tratados. Es importante
identificar las proteinas con cambios de expresién diferencial para encontrar su relevancia funcional en
la obesidad y asi entender el efecto del extracto de fresa irradiado en esta enfermedad.

Abstract

This study had the objective to analyze the effect of the strawberry extract irradiated with UV light on the
protein expression of high fat diet fed rat’s liver. They were used 4 groups of male Wistar rats (n=3 per
group), one control group, one obese group, one obese group treated with strawberry extract and one
obese group treated with strawberry extract irradiated with UV light. It was generated the protein profile
with 2D-PAGE since the liver samples. The gels was digitalized and analyzed in the Image Master 2D
Platinum software. They were obtained 9 main differences, of which 5 appear de novo on the strawberry
irradiated extract treated rats and 4 spots decreased on the obese rats and increment on the treated
groups. Is important to identify the proteins with differential expression changes to find its functional
relevance on the obesity and thus understand the effect of the irradiated strawberry extract on this
disease.
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INTRODUCCION

La obesidad como factor que desencadena el
estrés oxidativo.

La obesidad es el principal factor causante de
sindrome metabdlico, esto debido a que la
acumulacion de grasa estd directamente
relacionada con el estrés oxidativo [1,2]. Los
adipocitos producen una serie de moléculas tales
como el Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a) y el
inhibidor del activador de plasminégeno 1 (PAI-1),
gue contribuyen al desarrollo de alteraciones como
resistencia.  a la insulina y trombosis
respectivamente [2].

Una alta ingesta de componentes antioxidantes y
bioactivos juega un rol clave en la prevencién de
ciertas enfermedades, tales como diabetes tipo 2
debido a que componentes como los polifenoles
incrementan la transcripcion del factor 2
relacionado al factor-eritroide nuclear (Nrf2), el
cual desencadena la respuesta antioxidante
celular mediante la activacibn de enzimas
relacionadas a esta funcion. Aunado a sus
propiedades antioxidantes, los polifenoles tienen
un efecto indirecto sobre los proliferadores de los
receptores peroxisomales (PPARSs), cuya funcién
involucra el manejo de la sensibilidad a la insulina,
la homeostasis de la glucosa, la oxidacion de
acidos grasos y el metabolismo de lipidos [3].

La fresa como alimento rico en antioxidantes y
su potenciacion mediante luz UV

La fresa es un alimento comUunmente consumido
debido a su alto contenido de nutrientes y
fitoquimicos benéficos, los que aparentemente
desempefian un papel importante en la actividad
biolégica humana [3-5]. Entre los componentes
fendlicos que brinda la fresa, los mas abundantes

son las antocianinas (41%), flavon-3-oles (28%),
elagitaninos (14%), conjugados de acido cinamico
(13%), flavonoles (3%) y conjugados de acido
elagico (1%) [4].

Se ha visto que el irradiar frutos como la fresa con
luz UV-C (100-280nm), ha demostrado ser una
buena alternativa para potenciar la producciéon de
antioxidantes por parte de estas, llegando al grado
de incrementar el contenido de estos en un
199+66% promedio [6]. Aunado a esto se ha
confirmado que la fresa irradiada posee mayor
capacidad antioxidante que la que no ha sido
tratada, ademas de que presenta una mayor
resistencia al deterioro debido a la actividad
germicida de la luz UV-C entre otros factores [7-
10].

Analisis protedmico por electroforesis 2D

La electroforesis en 2 dimensiones es una de las
técnicas mas utilizadas en protedmica, esta
consiste en la separacién de proteinas a partir de
una solucion homogénea, posteriormente se llevan
a cabo 2 etapas de separacién mediante el uso de
geles de poliacrilamida, la primera etapa consiste
en la separacion de las proteinas por su punto
isoeléctrico mediante un gradiente de pH
inmovilizado, posteriormente la segunda etapa
consiste en una electroforesis tradicional en la cual
se separan las proteinas por su peso molecular,
en ambos casos se utliza una diferencia de
potencial eléctrico para facilitar el movimiento
proteico [11,12].

Por lo tanto este trabajo tuvo como objetivo
analizar el efecto del extracto de fresa irradiado
con luz UV sobre la expresion de proteinas en
higado de ratas obesas alimentadas con dieta alta
en grasa.
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion fendlica de proteinas

Se obtuvieron muestras de higado de grupos de
ratas control (C), obesas (O), obesas alimentadas
con extracto de fresa (EF) y obesas alimentadas
con extracto de fresa irradiada con luz UV (EFI),
del tipo Wistar (macho, Edad 1 mes). Estas se
homogeneizaron (1g muestra/5ml buffer de
extraccion, 4°C, 10min, agitaciébn constate), el
homogeneizado se mezclé con solucion de fenol
saturado en agua (1:1), la fase fendlica se obtuvo
mediante centrifugacion diferencial (7000 rpm,
10min), la fase fendlica se precipit6 en 5
volumenes de 0.1 M de acetato de amonio en
metanol (-20°C, toda la noche), la solucién se
centrifugd (7000 rpm, 15min) y el precipitado se
lavo tres veces con acetato de amonio en metanol
(7000 rpm, 10min) y 1 con acetona (80%, 7000
rom, 10min), se secO el precipitado y se
resuspendié en buffer de lisis (7 M Urea, 2 M
Tiourea, 4% Chaps, 100 mM DTT, 30 mM Tris-
base e inhibidor de proteasas), finalmente se
cuantificé la concentracion de proteina con el kit
2D Quant.

ler dimensién de electroforesis (IEF)

Se  hidrataron tiras de gradiente de pH
inmovilizado (IPG) en el dispositivo Ettan IPG box,
con buffer de lisis, a su vez fueron cargadas con
1mg de proteina c/u, posteriormente se agregaron
2ml de aceite mineral por cada tira, las tiras se
dejaron hidratando 12h [13].

Una vez hidratadas, las tiras fueron colocadas en
el manifold con 108ml de aceite mineral. La
separacion en el Ettan IPGphor se realizé de
acuerdo a las condiciones mostradas en la Tabla
1.

2da dimensién de electroforesis

Se prepararon geles de poliacrilamida (12.5%) de
24cm®, las tiras del IEF fueron tratadas con
solucién de equilibrio-DTT (50 mM Tris-HCI pH

Tabla 1: Perfil de voltaje para primera dimension de
electroforesis

Paso del Tipo de perfil Voltaje (V) Velocidad
perfil (V/h)
1 Fijo 500 500
2 Gradiente 1000 900
3 Gradiente 10000 19500
4 Fijo 10000 25000

8.8, 6 M Urea, 30% v/v Glicerol, 2% SDS, 0.5%
DTT y trazas de azul de bromofenol, 13 min), y
solucion de equilibrio-iodoacetamida (en lugar de
DDT, 4.5% lodoacetamida, 13 min), se colocaron
las tiras sobre los geles de poliacrilamida. Se
establecio un perfil de corrida de 5 Watts 45min, y
180 Watts hasta que la linea de corrida alcanzara
la base de los geles (4h aprox).

Tincion de geles

Se preparé solucién de azul de coomassie 0.02%,
esta solucion se diluyé (1:10) en solucién de
etanol, acido acético y agua desionizada (3:1:6), a
la solucidn resultante se le agregdé Cu,SO,4 0.1%
(w/v). Se sumergieron completamente los geles en
la solucion de tincion y se dejaron tifiendo durante
96h aprox.

Una vez tefidos, se retir6 el colorante en los geles
con solucion de acido acético, etanol y agua
desionizada (1:4:5).

Procesamiento de los geles

Las imagenes de los geles fueron digitalizadas con
el ImageScanner Il (GE Healthcare), vy
posteriormente fueron procesadas con el software
ImageMaster 2D Platinum, en el cual se
detectaron los spots correspondientes a las
proteinas y se analizo la expresion diferencias de
proteinas en los 4 grupos de estudio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo el perfil electroforético de los 4 grupos
de estudio (Imagen 1, pag.190), y el analisis de
expresion  diferencial arroj6 9 diferencias
significativas, de las cuales 5 spots (167, 169, 174,
180, 181) solo se presentaron en el grupo EFI, por
lo que se puede decir que la expresion de dicha
proteina se debe al estimulo ocasionado por el
tratamiento con extracto de fresa irradiada. Cuatro
spots (34, 43, 99, 154) se identificaron solo en los
grupos C, EF y EFI, por lo que se infirid estas 4
proteinas que se habia expresado en las ratas
control, no se expresan en el grupo de ratas
obesas. Sin embargo, el tratamiento con extracto
de fresa y extracto de fresa irradiada, incremento
de manera favorable la expresién de dichas
proteinas.

CONCLUSIONES

La obesidad modificé la expresion de proteinas en
higado de ratas y el extracto de fresa revirtié este
cambio de expresién diferencial. Sin embargo,
este efecto fue mejor con extracto de fresa
Irradiado. Ademas, el extracto de fresa irradiado
incrementd la expresion de 5 proteinas no
detectadas en los otros 3 grupos. En base a esto
se pueden identificar las proteinas que
presentaron cambios significativos mediante
espectrometria de masas, para asi poder
profundizar mas sobre la funcion que desempefian
estas proteinas y el extracto de la fresa irradiada.
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IMAGEN 1: Comparativa de expresion proteica a partir de geles de electro foresis (- = Proteinas que se expresaron en C,
disminuyeron en O y volvieron a aumentar con el tratamiento, A = Proteinas que solo se expresaron en las ratas tratadas

con extracto de fresa irradiado).
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