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Als meus pares,
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“No importa el cim, sin6 el cami”

(Catalans K2 Magic Line)

Es el moment de mirar enrere i analitzar els moments viscuts i compartits durant aquests
quatre anys. Potser no he triat una frase gaire filosofica, perd crec que resumeix perfectament
el que ha significat per mi fer la meva Tesi. Quan vaig comengar ho veia tot massa lluny i
complicat. Saps on esta el cim perd no saps si seras capag d’aconseguir-ho. Pel cami vas
coneixent gent que et déna anims i forces per continuar, gent que acaba formant part de la

teva vida i amb la que es crea un vincle molt especial.

Escriure els agraiments és potser una de les parts més complicades de la tesi. S’ha de fer amb
el cor i no vols deixar-te ningu, perque tots i cadascu de vosaltres (els que ho esteu llegint ara

mateix) heu contribuit a que hagi arribat al cim de la meva muntanya: la TESI.

En primer lloc, voldria agrair al meu director de tesi, el Dr. Lluis Arola, per la confianga i el
recolzament, aixi com la seva sinceritat en els moments bons i no tan bons. Gracies per fer-me

veure que les coses no sén tan complicades com semblen i sempre hi ha una solucié.

També m’agradaria donar les gracies a la resta de membres del grup de Nutrigendmica, en
especial a les Dres. Cinta Bladé i Pepa Salvadd (les reunions de minigrup no haguéssin estat el
mateix sense vosaltres), aixi com als Dr/es Gerard Pujades, Santi Garcia-Vallvé, Anna Ardévol,
Montse Pinent, Mayte Blay, Juan Ferndndez-Larrea i Miquel Mulero, gracies pel vostre suport
durant aquest temps. No vull oblidar-me d’agrair a la Dra. Isa Baiges, gracies per contagiar-me

la passié per la ciéncia.

El doctorat no seria el mateix sense els companys de laboratori. En primer lloc m’agradaria
agrair als que em van donar la benvinguda i em van fer sentir com una més del grup, al Josep,
la Isa Quesada, al Mario, la Gemma, la Ximena, la Montse Vaqué, la Marina, al Pere, I'Albertila
Lidia. | també als que s’han anat incorporant Anna Castell, Lidia, Victor, Neus, Noemi, Ester,
Laura, Ligia, Cris, Toni, Anna C., Anna A. i Aleix. Tots heu fet que venir a la feina no sigui només

per treballar, siné per compartir bons moments.

Vull agrair molt especialment a la Helena, per la seva energia i amistat, al David, per la seva
alegria i constancia i a I’Anabel, per la seva sinceritat i el seu somriure. Els moments que hem
passat junts al laboratori i fora del laboratori no tenen preu. Ja sabeu que “con musiquilla y
eso” els dies son més entretinguts. Sé que séc molt afortunada d’haver-vos conegut i us

trobaré molt a faltar. Moltes gracies al minigrup de Bioinformatica, I'Esther i la Laura, parlar



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

GENS DIANA DE LES PROANTOCIANIDINES
Sabina Diaz Martinez
ISBN:978-84-694-0330-3/DL:T-209-2011

amb vosaltres fa que el dia sigui més divertit, no us oblidaré mai. També agrair als companys

del grup d’Enologia, gracies pel suport mostrat en aquests anys.

| would also like to thank Dr. Jaap Keijer for giving me the opportunity to stay in his group
Human and Animal Physiology in the Wageningen University of the Netherlands. Many thanks
to Dr. Evert van Schothorst for your implication in this Project and your helpful scientific
suggestions; to Annelies Bunschoten for the funny moments in the lab and all the members of

the group to make me feel like in home.

A les tecnics de laboratori Yaiza, Vanesa i Rosa per la seva ajuda en tot moment. Al Santiago,
per la seva paciéncia quan hem necessitat alguna cosa en ultim moment. | sobretot a la Niurka,
sense tu moltes vegades ens haguessim trobat perduts al laboratori, el teu saber fer fa que les

coses semblin més senzilles.

A Esther Palau per la seva organitzacié i aconseguir que no perdem els “papers”. A la Marisol i
la Montse per ajudar-nos a tenir-ho tot al dia i ordenat. | també a la Mari, sempre amb un

somriure al la cara i desitjant-me un bon dia.

Fer el doctorat no només es tancar-se al laboratori o al despatx, per aixd vull agrair a la
Vanessa, la Idoia, la Miriam i la Irene pels bons moments compartits amb el nostre Recreativo

de Juerga, mai el futlbol havia estat tan apassionant.

A la meva professora d’anglés Leticia, gracies per aguantar els meus rotllos de ciéncia in

english i ajudar-me a trobar les paraules per transmetre els meus coneixements.

M’agradaria donar les gracies als meus amics Ariadna, David, Blanca, Juanvi, Neus, Carles, Eli i
Marc. Amb tots vosaltres he viscut moments inoblidables i espero que en vinguin molts més.
Agrair també a les meves amigues de la facultat Raquel L., Laura, Raquel R., Meri, Aida i Noe.
Encara que les nostres vides segueixen camins diferents, sé que sempre hi sereu quan us
necessiti. Als meus companys de capoeira Corao, Samambaia, Gato do mato, Cenoura,
Android, Chaplin i Jujuba, gracies per ajudar-me a desconnectar. Gracias a mi maestro

Bacurau, admiro el entusiasmo que demuestras en tus clases y la fuerza que nos transmites.

Vull donar les gracies a tota la meva familia i la familia del Jordi, sempre pendents dels meus
avencos en el mén de la ciencia i animant-me a continuar endavant. Un agraiment molt
especial als meus sogres, Cinta i Josep, per preocupar-se per mi i donar-me anims en tot
moment. Muchas gracias a mis “nenes”, Jose y Angel, siempre seréis mis hermanitos

preferidos. A mis cufiadas Rosa y Maria por los momentos compartidos, y a mi sobrino Jose y
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mi ahijada Laura por la vitalidad que desprenden vuestros ojos. | també a la meva Kaly.

GRACIES.

Jordi, has estat al meu costat des del comengament, compartint el dia a dia i patint amb mi els
maldecaps que comporta fer ciencia. La teva complicitat i amor m’ha donat forces per portar a

terme aquest projecte. GRACIES pel teu suport incondicional.

A mis padres quiero dedicarles el mds sincero agradecimiento. Por estar siempre a mi lado y
apoyarme en todas mis decisiones. Por darmelo todo sin esperar nada a cambio. Por confiar en
mi aun cuando yo no me veia capaz. Papa, gracias por creer en mi y ensefiarme que el trabajo
duro siempre tiene su recompensa y cuando se quiere algo hay que luchar por ello. Mama,
gracias por escucharme, por hacerme reir cuando no tenia fuerzas y por ensefiarme que la vida
siempre guarda algo bueno para nosotros, no cambies nunca. Porque os lo debo todo:

GRACIAS.

Un dia em van dir que les coses s’acaben, perd s’acaben bé. Es el moment de comencar una
nova etapa de la meva vida i fer-ho amb tota la il-lusié del mén. Gracies a tots per posar el

vostre granet de sorra, és hora de buscar una nova muntanya per pujar.
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Proanthocyanidins are phenolic compounds that are found in many plants, constituting an
important part of our diet, especially in fruits such as grapes, apples, berries and cocoa, as
well as in products like juices, red wine, beer or tea. Proanthocyanidins are oligomers or

polymers of flavan-3-ols, which are monomers of catechins.

As has been demonstrated by a wide range of population and intervention studies,
proanthocyanidins exert many beneficial effects on health, such as reducing the risk of
suffering cardiovascular diseases, cancer or aging, and improving or ameliorating risk
factors such as obesity, diabetes, atherosclerosis and hypertension. Oxidative stress and
inflammation are key factors in the development of these diseases, and that is why the
beneficial effects of proanthocyanidins have been attributed in large part to its antioxidant

ability.

The characteristics of proanthocyanidins as antioxidants do not explain the wide range of
biochemical and physiological effects described for these molecules. The well-known
ability of proanthocyanidins to interact with protein and to condition its denaturation,

does not explain all the described effects.

Because of its health properties, nutrition research has focused on proanthocyanidins and
phenolic compounds as a whole in order to understand the responsible processes and

molecular mechanisms for its effects.

The research group that has carried out this thesis has found that, indeed,
proanthocyanidins have a strong ability to act on the regulatory processes of the gene

expression, especially by acting on the nuclear receptor system.

If molecules such as proanthocyanidins have the potential to modulate gene expression
selectively conditioning a homeostatic adaptation to prevent the imbalance influenced by
stress, whether metabolic, oxidative or inflammatory, we understand the multitude of

positive effects reported for proanthocyanidins.

The aim of this Thesis is to demonstrate the following hypothesis: Proanthocyanidins act
by modulating the differential expression of target genes so as to condition a homeostatic

adaptation to prevent metabolic, oxidative or inflammatory stress.

We have used different experimental strategies using a transcriptomics tool for achieving

the hypothesis.

The first strategy is based on the methodology of undirected transcriptomics analysis,
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using the livers of rats that were administered an acute treatment of a proanthocyanidin
extract with a dose of 250 mg/kg of body weight. This treatment will allow us to glimpse
the susceptible genes to the effects of proanthocyanidins, hence the first aim arises: Study
by undirected transcriptomics of changes on the gene expression in the liver of rats treated
with an acute dose of grape seed proanthocyanidins extract. The conclusions derived from
this first study shows that acute doses of grape seed proanthocyanidins extract condition
major changes on the biochemical adaptation of animals in the liver of rats, modulating

lipid metabolism in addition to exerting proapoptotic and anti-inflammatory actions.

The second strategy is also based on the methodology of undirected transcriptomics
analysis using the livers of rats; In that case we tried to reproduce a situation closed to
reality and, therefore, we used doses that are easily consumable by humans. The
experiment consisted on the chronic administration of grape seed proanthocyanidins
extract for three weeks using two different doses: 5 and 25 mg/kg. The first dose is at the
lowest limit of normal human consumption while the second is about 2-3 times higher
than a normal consumption, that is, an amount of 2 g/day of proanthocyanidins, which is
assumed to be moderate. Unlike the first strategy, where the objective was to identify
target genes in a short term, the aim now is to check what the biochemical adaptation of
the regular consumption of these molecules is. Thus, the second aim is: Study by
undirected transcriptomics of changes on gene expression in the liver of rats chronically
treated with two moderate doses of grape seed proanthocyanidins extract. The
conclusions are: Firstly, the effect is not dose-dependent. At each dose the range of genes
that change is different and these changes are not particularly significant. The results
indicate that the administration of chronic doses of grape seed proanthocyanidins extract
of 5 mg/kg exerts a proapoptotic effect by the apoptosis extrinsic pathway in the liver. On
the other hand, the administration of chronic doses of grape seed proanthocyanidins
extract of 25 mg/kg induce remarkable metabolic changes such as inhibition of
mitochondrial oxidative phosphorylation and a clear alteration of phospholipid
metabolism, in addition to an induction of the synthesis pathway of arachidonic acid.
Moreover, there is an obvious suppressing effect on the immune response focused on the

Complement system.

The first two approaches were aimed at discerning the key point of interaction of

proanthocyanidins on the gene expression machinery, working with a mixture of
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proanthocyanidins rich in monomers and oligomers that could be administered in a
normal diet. The third strategy focuses on the study of pure molecules, using concrete
proanthocyanidins such as the epicatechin monomer, a dimer of catechin and a trimer of
catechin. It is shown that these molecules reach the cell 1 to 2 hours after consumption.
These three treatments have been used in rat liver cells in culture and also using the
undirected transcriptomics technique. This approach should allow us to identify whether
different molecules induce different or equivalent effects, a key point in the theory of the
potential of proanthocyanidins as signaling molecules. This strategy is set as the third aim:
Study by undirected transcriptomics of changes on gene expression in liver cells treated
with epicatechin, dimer of catechin and trimer of catechin. The results derived from this
third study postulate that the administration of a dose of 50 mg/| of epicatechin modifies
the expression of a few genes that mainly affect the cell cycle, thus causing a clear
modulatory effect on it. Moreover, the administration of 10 mg/| of dimer of catechin and
50 mg/l of trimer of catechin exerts an obvious dual effect on these cells, inducing
common changes on the anabolic metabolism in different control points of
gluconeogenesis and the synthesis of fatty acids, activating them, and lipogenesis,
suppressing it. In addition, these modulate the immune response repressing the
expression of genes that code for signal transducer of interleukin-6 (gp130) and the

transcription factor NFkB.

The fourth and last strategy focuses on the directed transcriptomics technique, which
seeks the simplification of the methodology used in previous studies, providing real
applicability to studies that focus on nutrient-gene interaction, as arising in this work.
Although useful and innovative, undirected transcriptomics presents the problem of the
complexity of its analysis, that is why it is not practical enough for studies focused on
specific biochemical problems or situations of particular stress. However, as for directed
transcriptomics, it is relatively easy to identify the interaction of nutrients with the process
of gene expression and, thus, it leads to a more realistic applicability. This methodology
requires a careful system of selection of genes of interest primarily based on an extensive
literature search. These features demonstrate the ability of this methodology as a tool for
searching new biomarkers, useful for designing functional ingredients used in the
prevention of different pathologies. The used models have been liver cells and endothelial
cells in culture treated with grape seed proanthocyanidins extract, an extract rich in

oligomers purified from the generic extract, epigallocatechin gallate, dimer B2 and trimer
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C1 to observe changes on the gene expression of selected genes, all of them involved in
the development of cardiovascular diseases. Thus, the fourth aim is: Study by directed
transcriptomics of changes on the gene expression in liver cells and endothelial cells
treated with grape seed proanthocyanidins extract, extract rich in oligomeric of
proanthocyanidins, epigallocatechin gallate, dimer B2 and trimer C1. The results derived
from the latter study postulate that the grape seed proanthocyanidins extract and a
fraction of this extract rich in dimeric and trimeric forms modify the expression of a
number of genes in the liver HepG2 cells and endothelial HUVEC cells, changing cell
function in a favorable manner to prevent or alleviate the pathological effects associated
with cardiovascular diseases. On the other hand, the selected pure molecules for the used

dose do not show such strong effects.

The obtained overall results allow us to progress in the hypothesis and support the
potential of proanthocyanidins as regulatory molecules and its use in the functional food

industry.
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Abreviacions

ADP
AMP
ATP
cAMP
CRP
CcvD
Cy3
Cy5
Cytc
DISC
DM1
DM2
DNA
EDTA
EGCG
ELISA
GDH
GOT
GPT
GS
GSPE
GTP
HDL
HEPES

adenosin difosfat (adenosine diphosphate)

adenosin monofosfat (adenosine monophosphate)

adenosin trifosfat (adenosine triphosphate)

adenosin monofosfat ciclic (cyclic adenosine monophosphate)

proteina C reactiva (C-reactive protein)

malatia cardiovascular (cardiovascular disease)

Cianina 3-CTP (cyanine-3)

Cianina 5-CTP (cyanine-5)

citocrom c (cytochrome c)

complejo de sefializacién inductor de muerte (death-inducing signalling complex)
diabetis mellitus tipus 1

diabetis mellitus tipus 2

acid desoxiribonucleic (deoxyribonucleic acid)

acid etilendiaminatetraacetic (ethylenediaminetetraacetic acid)
epical-locatequina gal-lat

assaig d'immunoabsorcio lligat a enzim (enzyme-linked immunosorbent assay)
glutamat deshidrogenasa

glutamat oxaloacetat transaminasa

glutamat piruvat transaminasa

glutamina sintetasa

extracte de proantocianidines de pinyol de raim (grape seed proanthocyanidin extract)
guanosin trifosfat (guanosine triphosphate)

lipoproteines d’alta densitat (high-density lipoprotein)

acid 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etansulfonic (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane-

sulfonic acid)

HSP
HTA
LDH
LDL
LPS
MS
NMR
NO
PAD

proteina de xoc termic (heat shock protein)

hipertensio arterial

lactat deshidrogenasa

lipoproteines de baixa densitat (low-density lipoprotein)
lipopolisacarid

espectrometria de masses (mass spectrometry)

ressonancia magnetica nuclear (nuclear magnetic ressonance)
oxid nitric (nitric oxide)

pressio arterial diastolica
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PAS pressio arterial sistolica

PBS tampod fosfat sali (phosphate buffered saline)

PCR reaccid en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
PMME permeabilitzacié de la membrana mitocondrial externa

PMSF fluorur de fenilmetilsulfonil (phenylmethylsulfonyl fluoride)

QM quilomicrons

RNA  acid ribonucleic (ribonucleic acid)

ROS especies reactives d’oxigen (reactive oxygen species)

RT retrotranscripcio

SNP polimorfisme d’un sol nucleotid (Single Nucleotide Polymorphism)
STZ estreptozotocina (streptozocin)

TG triglicérids

TLDA targeta microfluidica (Tagman Low Density Array)

TRAIL lligand de mort de la familia TNA (TNF-related apoptosis inducing ligand)

VLDL lipoproteines de molt baixa densitat (very-low-density lipoprotein)

A I’Annex 1 es mostra en detall tots el gens anomenats al llarg de la tesi.
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1.1. Fitoquimics

Els fitoquimics son metabolits secundaris de les plantes biologicament actius perd que no es
consideren nutrients essencials. En els vegetals poden tenir un paper essencial en la
fotosintesi, en la respiracid, en el creixement o en processos de defensa. Es poden arribar a
acumular en gran quantitat a les plantes. Quan els animals els consumeixen exerceixen un
ampli ventall d’efectes fisioldgics i bioquimics. Molt sovint exerceixen efectes beneficiosos
sobre la salut humana [1]. Els compostos fendlics formen un grup important dins dels

fitoquimics.
1.2. Compostos fenolics

Els compostos fenolics sén metabolits secundaris amb estructura aromatica que és troben
ampliament distribuits en el regne vegetal; inclouen una gran varietat de molécules que es
caracteritzen per tenir grups hidroxil als seus anells aromatics. Hi ha descrites més de 8000
substancies, amb gran diversitat d’estructures i pesos moleculars amb un rang des de <100 Da
pels compostos fenolics simples fins a >3000 Da per les estructures altament polimeritzades
[2]. Als polifenols se’ls atribueix gran varietat de funcions dins les plantes com el color de les
fulles, les flors o el fruit, funcid antimicrobiana, funcié antifungica, protecciéd contra els
insectes, defensa contra la radiaciéo UV, quelaciéd de metalls pesants que puguin ser toxics o
proteccié antioxidant contra els radicals lliures que es puguin produir durant el procés de la

fotosintesi [3].

Els compostos fendlics es poden classificar en diferents grups en funcié dels anells fenol que
continguin o dels elements estructurals que connectin aquests anells [4]. Hom estableix els

seglients grups: flavonoides, acids fenolics, alcohols fenolics, estilbens i lignans [2, 5, 6].

Polifenols Exemples

. Acid hidroxibenzoic: Acid gal-lic
Acids fenolics

Acid hidroxicinnamic: Acid cummaric

Alcohols fenolics Tirosol; Hidroxitirosol
Estilbens Resveratrol
Lignans Secoisolariciresinol
Flavonoides Vegeu subclassificacié en la Taula 2

Taula 1. Principals grups de polifenols.

Els flavonoides comprenen el grup majoritari dels polifenols, només d’aquets es coneixen més
de 5000 tipus diferents. Els flavonoides es troben principalment a les fruites, verdures, plantes

medicinals, també en diversos tipus de begudes com el vi negre, els sucs, el te o la cervesa
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(http://www.ars.usda.gov/nutrientdata).

L’estructura basica dels flavonoides consisteix en un esquelet carbonat de difenilpropans (C6-
C3-C6), dos anells aromatics (A i B) units per una cadena lineal de tres carbonis (C) (vegeu
Taula 2). Aquesta cadena central de tres carbonis pot formar un anell pira amb un dels anells

benzé [2, 5, 6].

Flavonoide Exemple Estructura basica
Flavonols Quercetina
Flavones Apigenina
Flavanones Naringenina
Isoflavones Genisteina
Antocianidines Cianidina
Catequina

Flavan-3-ols

Proantocianidines

Taula 2. Estructura general i classificacié dels flavonoides.

Els flavonoides estan dividits en 6 subclasses, subdivisié que depén del grau d’oxidacié de
I'anell central (vegeu Figura 1). Com a grups trobem els flavonols, flavones, flavanones,
isoflavones, antocianidines i flavanols (catequines i proantocianidines) [1, 2, 4, 6]. A més,
aquestes estructures dels flavonoides poden diferir ampliament entre elles perquée poden ser
hidroxilades, glicosilades, hidrogenades, acetilades, metilades, malonitzades o sulfatades. Els
flavonoides es poden trobar en forma lliure, com aglicones o units a sucres formant glicosids,
la forma més comu de trobar-los a les plantes [5, 7]. El patré de conjugacidé pot arribar a ser
molt complex i pot modificar la seva hidrofilicitat i les seves propietats biologiques, a més

d’incrementar considerablement el seu pes molecular [5, 6].
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Figura 1. Estructura quimica i fonts dels flavonoides. Adaptada D’Archivio et al., 2007 [6].

FLAVONOLS

Quercetina

Fonts principals:
ceba, col, pomes, cireres,
fruites vermelles i te

ANTOCIANIDINES

Cianidina
Cireres i raim

OH
OH
HO 0 O
L,
OH
Catequina

Te, pomes, cacau i raim

FLAVONES

OH O
Apigenina

Juliverd, farigola, api,
pebre vermell

FLAVANOLS

1. INTRODUCCIO

ISOFLAVONES

OH
Daidzeina
Llegums i soja

Polimers de catequina i

pomes, cacau i raim

Els compostos més comuns dels flavonoides dins la nostra dieta sén els flavan-3-ols, els quals

son considerats ingredients funcionals i els podem trobar a les begudes, fruites, verdures,

cereals, suplements dietétics i en productes lactics. Als flavan-3-ols se’ls hi han atribuit una

série d’efectes beneficiosos per la salut com la seva capacitat antioxidant, anticarcinogénica,

cardioprotectora, antimicrobiana, antivirica o com agents neuroprotectors [8]. Els flavan-3-ols

es troben a la natura en forma de monomers (catequina o epicatequina) i en forma de

polimers (proantocianidines), a diferéncia d’altres flavonoides, els flavanols no es troben de
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forma glicosilada als aliments [6]. Els monomers de catequina i epicatequina es poden trobar
en gran varietat de fruites com als préssecs (250 mg/kg fruita fresca) o a les cireres (250 mg/kg
fruita fresca). De forma significativa es troben al te verd (més de 800 mg/Il), a la xocolata (més
de 600 mg/l), i al vi negre, perd en menor quantitat (més de 300 mg/l) [6]. Es molt dificil
valorar el contingut de proantocianidines als aliments degut a la gran varietat d’estructures i
els seus pesos moleculars. Les proantocianidines son les responsables del caracter astringent
de les fruites com per exemple el raim, les pomes o les fruites vermelles, de les begudes com
el vi, la sidra, el te o la cervesa, aixi com també sdn les responsables del caracter amarg, com
per exemple el de la xocolata [6, 9]. Les procianidines sén el grup de proantocianidines més
comuns presents als aliments, i so6n polimers de catequina i/o epicatequina

(http://www.ars.usda.gov/nutrientdata).

Food Monomers  Dimers Trimers 4-6-mers 7-10-mers >10-mers Total Type'

(mg/100 g fresh weight foods or mg/L beverages)

Blueberries 40£15 7218 54=zx12 196+34 14520 129.0+473 179.8+50.8 PC
Black-currants 09+0.2 2904 3.0x03 106+1.7 99+1.4 122.4 +28.0 147.8+33.0 PC,PD
Cranberries 7315 25961 189=%34 703+13.1 629+147 233.5+49.1 4188+753 A,PC
Strawberries 42+07 6513 6512 28.1+£6.5 239%35 75.8+134 145.0+249 PRPC
Apples” 9.6+09 13806 93x04 302+1.2 254=12 37.6+2.6 125.8+6.8 PC
Apple juice 1+0 2x0 1+0 40 10 ND 90 PC
Pears 2715 2813 2309 65+1.9 4.6=1.0 13.1+113 319+78 PC
Plums 114+34 31574 239=51 58.0+125 338=119 573+244  2159%50.7 A,PC
Peaches 4714 7.0+£22 50=x14 17.7£55 10937 220+7.7 673209 PC
Avocados 1.0+£0.8 1.5£08 14=04 32+08 04+07 ND 74+43 A,PC
Sorghum, sumac bran 278+12 782x34 992+77 585.5+50.0 7343+69.3 2440.4+271.0 3965.4+402.5 PC
Barley 11.0+£03  214=1.1 146=%1.0 27.2+0.6 ND ND 742+3.0 PC
Pinto beans, raw 148+09 32026 28321 1259+92 1356104 459.6+342 796.3+58.7 PRPC
Red kidney beans 21.9+£02 26407 29.1x0.7 117.7£28 1053+22 263441 563.8+104 PRPC
Hazelnuts 98+16 125+38 13.6+39 67.7+203 74.6+219 3224+1025 500.7%152.0 PC,PD
Pistachios 109+43 13318 10512 422+52 379%49 1225+37.1 2373+£520 PC,PD
Almonds 78+09 95+16 88=x1.7 40085 37.7+84 80.3 +28.1 184.0+48.2 PRPC
Walnuts 6.9+34 5609 72=x12 22.1%£33 5408 200+93 673147 PC
Peanuts 51+1.0 4107 3705 28+0.2 ND ND 15.6+23 A,PC
Peanut butter 20£09 3.0+£07 8.1=x35 ND ND ND 13.2+52 APC
Black chocolate 31402 31.2x09 21.1x08 555+35 385%3.0 68.2+8.8 246.0+0.3 PC
Milk chocolate 269+£30 262x25 193%26 51498 353x72 328+9.2 192.0+28.8 PC
Beer 40 11=1 320 40 ND ND 232 PC,PD
White wine? 15.1 ND ND - - - 1519 -

Rosé wine” 17.1 ND ND - - - 17.1% -

Red wine? 190.0 2743 93.4 - - - 557.7% -

Red wine 201 401 27=1 67+2 501 110£2 3135 PC,PD
Grape juice 18+0 340 19=0 80+0 690 303+2 524+2 PC,PD
Grape seed (dry) 660383 4173+48 290.2+45 664.0+82 4003+31.3 1100.1+86.3 35323%105.8 PC

Taula 3. Contingut de proantocianidines als aliments comuns. Rasmussen et al., 2005 [10].

1.3. Absorcid i biodisponibilitat dels compostos fenolics

El terme biodisponibilitat expressa la proporcié de nutrient que és digerit, absorbit i
metabolitzat a través de les vies metaboliques basiques. De manera que no només és
important coneixer la quantitat de nutrient present a I'aliment o al suplement dietétic, sind
especialment la quantitat d’aquest que es troba de forma biodisponible [6, 11]. Per aixo, la
biodisponibilitat dels compostos fenolics és determinant per entendre els efectes biologics que

aquests poden exercir sobre I'organisme. D’altra banda, la biodisponibilitat de cada compost

20



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

GENS DIANA DE LES PROANTOCIANIDINES
Sabina Diaz Martinez
ISBN:978-84-694-0330-3/DL:T-209-2011

1. INTRODUCCIO

dependra de diversos parametres com la seva estructura quimica, els processos de conjugacio
que tenen lloc a l'intesti, fetge i altres localitzacions, aixi com I'absorcié intestinal i els enzims

disponibles per al seu metabolisme.

POLIFENOLS
DE LA DIETA

Estomag
Digestio |
.. Bilis > .
Intesti prim | FETGE Organs i
Teixits
Absorcié Metilacio :
1 Glucuronidacié
Colon [ Metilacié Sulfatacid
Glucuronidacié v
Metabolisme M sylfatacio
Microbia Circulaci6 Sistemica
Absorcid Sang
Orina

Excrecio

Figura 2. Esquema general del metabolisme dels polifenols. Adaptat de Scalbert et al., 2005 [12].

1.3.1. Absorcio

L'absorcio, biodisponibilitat i el metabolisme de les formes monomeériques dels polifenols ha
estat ampliament estudiada tant en humans com en animals, pero se sap molt poc sobre la
biodisponibilitat de les formes polimériques [9]. Generalment, els compostos fendlics han
d’estar en forma aglicona per poder ser absorbits, encara que hi ha alguna excepcid, pero la
majoria d’ells es troben en forma d’ésters, glicosilats o simplement polimers que no poden ser
absorbits en la seva forma nativa. Es per aixd que aquests compostos han de patir una série de

canvis per poder ser absorbits a I'intesti prim o a I'intesti gruixut.

Existeixen dues vies d’absorcio a nivell de I'intesti prim, totes dues associades a la hidrolisi dels
conjugats glicosilats i I'absorcid per part de les cel-lules intestinals de les aglicones resultants

[1, 5]:

Via “LPH/difusié”

L'enzim hidrolasa floridzina lactasa (LPH, lactase phloridizin hydrolase), situada a la vora del
raspall de les cel-lules epitelials de l'intesti prim presenta una amplia especificitat pels
flavonoides-O-f-D-glucosids sobre els que provoca I'alliberament de I’aglicona, la qual llavors
pot entrar a les cél-lules epitelials per difusié passiva com a resultat d’un increment en la seva

lipofilicitat i la seva proximitat a la membrana cel-lular.
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Via “transport/CBG”

L’altre mecanisme descrit és la hidrolisi d’aquests glucosids mitjancant les pB-glucosidases
citosoliques (CBG, cytosolic 3-glucosidase). Aquesta hidrolisi té lloc dins les cel-lules epitelials
de l'intesti. Es creu que I'encarregat del transport d’aquests glucosids dins dels enterocits és el
transportador actiu de glucosa depenent de sodi (SGLT1, sodium-dependent glucose

transporter).

Els flavonoides i els seus metabolits que no han estat absorbits a I'intesti prim, poden ser
absorbits a nivell d’intesti gruixut, on estan subjectes a I'accié de la microbiota del colon, on
seran transformats fins a la produccié d’acids fenolics i hidroxicinamats. Aquests poden ser

absorbits i en Ultim terme excretats en 'orina en grans quantitats [1, 11].
1.3.2. Mecanismes de conjugacio

Durant el procés d’absorcié, els compostos fenolics pateixen una gran quantitat de
modificacions. Sén sotmesos a metabolisme de fase Il i conjugats en les cel-lules intestinals i
posteriorment al fetge poden ser metilats, sulfatats i/o glucuronidats. Els responsables
d’aquest processos de conjugacio sén les catecol-O-metil transferases, les sulfotransferases i
les UDP-glucuronosiltransferases. El tipus de conjugacié del substrat vindra determinada per la
naturalesa d’aquest i la dosi ingerida. Aix0 representa un procés metabolic de destoxificacio,
comu en molts xenobiodtics, que incrementa la seva hidrofilicitat i per tant facilita la seva

eliminacié via urinaria o biliar [1, 5, 6].
1.3.3. Transport en plasma

Generalment els metabolits del compostos fenolics no circulen lliures al torrent sanguini siné
que ho fan units a proteines, principalment units a albumina. L’afinitat dels compostos fenolics
per I'albumina ve determinada per la seva estructura quimica. El grau d'unié a I'albumina pot
tenir conseqiiencies per al ratio d'eliminacié dels metabolits i de la seva distribucié a cél-lules i
teixits. D’altra banda, no esta clar si els compostos polifenolics han de romandre en estat lliure

o si poden continuar units a albumina per exercir la seva activitat biologica [6, 13].

La concentracié plasmatica de compostos fenolics intactes rarament excedeix 1 uM, i el
manteniment d’elevades concentracions requereix un ingesta continuada al llarg del temps.
De fet, les concentracions maximes normalment es troben entre 1 i 2 hores després de la seva
ingesta, excepte pels compostos fenodlics que requereixen la seva degradacié intestinal abans
de ser absorbits. S’ha de tenir en compte també que les concentracions que s’assoleixen en

plasma després de consumir compostos fenolics varien molt depenent de la naturalesa del
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compost i de la font de procedencia. Aixi, després d’ingerir entre 80 i 100 mg de quercetina
provinent de pomes, cebes o menjars rics en productes vegetals, s’aconsegueixen nivells
plasmatics entre 0,3 i 0,75 uM. En canvi, quan la quercetina prové del te verd, ingerint entre
90 i 150 mg, les concentracions trobades a plasma oscil-len entre 0,1 i 0,7 uM. Quan aquesta
quercetina prové de cacau, ingerint entre 70 i 165 mg, a plasma es detecten entre 0,25 0,7

uM [1].
1.3.4. Captacid als teixits

Els compostos fendlics poden entrar als teixits, particularment en aquells on es puguin
metabolitzar, com lintesti o el fetge. La determinacié de la biodisponibilitat d’aquests
compostos als teixits és igual o més important que el coneixement de la seva concentracio a
plasma, perd encara hi ha poques dades al respecte [6]. Molts dels estudis de distribucid
tissular s'han realitzat amb polifenols marcats radioactivament. Aquesta radioactivitat es
recupera principalment en sang i en teixits del sistema digestiu com sén I'estdmac, intesti i
fetge. Pero també han estat detectats en un ampli rang de teixits com el cervell, cor, ronyd,
pancrees, prostata, uter, glandula mamaria, testicles, ossos i pell, tant en rates com en ratolins

[14, 15].
1.3.5. Eliminacié

Els compostos fenolics i els seus derivats sén eliminats principalment per dues vies: per la via
biliar i per la via urinaria. Els metabolits d’elevat pes molecular, que estan altament conjugats,
presenten una major probabilitat de ser excretats per la via biliar, mentre que els metabolits
conjugats més petits com per exemple els monosulfatats, s’excreten preferiblement per la via

urinaria [5, 6, 16].

La quantitat total de metabolits excretats en la orina es correlaciona fortament amb les
concentracions maximes trobades a plasma. El percentatge d’excrecid urinaria és forca alt per
les flavanones dels citrics (4-30% de la ingesta) i també per les isoflavones (16-66% per la
daizeina i 10-24% per la genisteina) mentre que pels flavonols la quantitat és més baixa, 0,3-
1,4% per una ingesta de quercetina i els seus glucosids. Per altres compostos fenolics, les
recuperacions per la via urinaria poden ser 0,5-6% per les catequines del te, 2-10% per les
catequines del vi negre, i més del 30% per I'epicatequina del cacau [6]. Quan I'excrecid és per
la via biliar, els compostos fenolics passen al duodé i sén metabolitzats per la microbiota
intestinal que posseeix P-glucuronidases que sdén capaces d’alliberar les aglicones dels

metabolits conjugats en la bilis, podent aquestes aglicones ser reabsorbides i entrar en el cicle
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enterohepatic. Aquest reciclatge enterohepatic prolonga la preséncia dels compostos fenolics

a lI'organisme i allarga la seva funcié [5].
1.4. Efecte dels flavonoides sobre I'organisme

Hi ha una clara evidéncia que els flavonoides i entre ells especialment les proantocianidines
exerceixen efectes beneficiosos sobre la salut. Aquests sén considerats cardioprotectors,
antiinflamatoris, anticarcinogens i antimutagenics entre altres. Aquests efectes protectors sén
deguts principalment a la seva capacitat antioxidant, ja sigui actuant com a segrestadors de
radicals lliures, quelants de metalls o la mediacié o inhibicid d’enzims i a la seva capacitat
d’interactuar amb els sistemes de senyalitzacioé cel-lular [4, 8]. A continuacié es resumeixen els

principals efectes biologics descrits per a aquestes molecules.
1.4.1. Capacitat antioxidant

La capacitat antioxidant dels flavonoides depén de la configuracid i el nimero total de grups
hidroxil presents a les seves estructures, el que fara que siguin més o menys susceptibles a ser
oxidats. Es 'aspecte més ampliament estudiat de la bioactivitat dels compostos fenolics ja que
juga un paper clau en el desenvolupament de varies malalties croniques. La generacié de
radicals lliures als organismes vius pot potenciar el dany oxidatiu a DNA, lipids, carbohidrats i
proteines, amb el resultat d’'una debilitacié de la funcié cel-lular que a la vegada causa
I’envelliment i I'inici de patologies [8]. Les especies reactives d’oxigen poden ser radicals
d’oxigen o nitrogen, i no radicals oxidants o facilment convertibles a radicals. Els radicals més
comuns sén I'anid superoxid, I'hidroxil, el peroxil i I’0xid nitric. Exemples de no radicals sén el

peroxid d’hidrogen, el singlet d’oxigen o el peroxinitrit [3].

Hi ha forga informacid bibliografica on s’avalua la variacié de diferents parametres relacionats
amb I'estrés oxidatiu després d’una ingesta de flavonoides. A continuacio se’n destaquen els

més significatius.

Pel que fa a la peroxidacié lipidica, da Silva i col-laboradors [17] van demostrar que la
capacitiat antioxidant de les catequines i les procianidines oligomeériques varia en funcié de la
seva estructura. Mentre que les procianidines i I'epicatequina eliminen radicals hidroxil i
anions superoxid, els monomers de catequina eliminen especificament radicals hidroxil.
L'efecte net, perd, del conjunt dels processos condueix a inhibir la peroxidacio lipidica [18].
D’altra banda l'epicatequina, I'acid gal-lic i altres polifenols del te verd posseeixen activitat
eliminadora de radicals peroxil, per la capacitat de cedir protons reduint la peroxidacié de les
lipoproteines de baixa densitat (LDL) induida per agents oxidants [19] i la posterior reaccié en

cadena, la peroxidacio lipidica. La catequina posseeix activitat antioxidant en plasma huma per
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retard en la degradacié dels antioxidants endogens a-tocoferol i 3-caroté i per inhibicié de

I’oxidacié dels lipids del plasma [20].

Pel que fa a I'efecte antioxidant sobre el DNA, Ohshima i col-laboradors [21] han demostrat
que lI'epicatequina gal-lat indueix talls en cadenes independents del DNA en preséncia d’oxid
nitric (NO), mentre que monomers com la catequina i I'epicatequina produeixen menys talls en
cadenes del DNA que els anteriors compostos, en concret, la catequina i I'epicatequina (a

concentracions de 0,5 mM) inhibeixen més del 90% de talls al DNA induits per NO 0,5 mM.
1.4.2. Activitat quelant de metalls

L’habilitat dels flavan-3-ols per unir-se a metalls divalents redueix eficientment la concentracié
d’aquests cations i per tant la seva activitat oxidativa. Morel i col-laboradors [22] han
demostrat que les procianidines formen forts complexos amb els cations de ferro i coure amb
uns ratios de Fe**/procianidina (2:1) i Cu**/procianidina (4:1). Altres estudis mostren que els
patrons d’hidroxilacié dels flavan-3-ols i el grau de polimeritzacié sobre la capacitat quelant
per I'alumini revela que els grups hidroxil sén essencials per la quelacié dels metalls. Es creu
que els complexos metall-flavonoide juguen un paper citoprotector en el segrest de radicals
superoxid degut a que el complex metall-flavonoide és més efectiu que el seu respectiu

flavonoide a I’'hora de segrestar radicals superoxid [8].
1.4.3. Malalties cardiovasculars: aterosclerosi

En nombrosos estudis s'ha observat que els polifenols contribueixen a la integritat cel-lular, a
augmentar la capacitat antioxidant del plasma, a regular el to vascular, a reduir la reactivitat
plaguetaria i per tant a disminuir la possibilitat de formacié de trombes, i, com a conseqiiéncia

de tots aquests efectes, a reduir el risc de patir certes malalties cardiovasculars [12, 23, 24].

Les malalties cardiovasculars sén el resultat d’'una complexa interaccié entre factors genétics i
ambientals. Sén la major causa de malaltia i mortalitat a paisos desenvolupats com els Estats
Units i la majoria dels occidentals. Degut a la significativa incidéncia d’aquest tipus de
malalties, hi ha molts grups de recerca en aquest ambit entre els quals destaca pel que ens
interessa en aquest treball el projecte Framingham Heart Study, el qual tracta d’identificar els
desencadenants de les malalties cardiovasculars, analitzant amb detall el consum d’aliments i
la patologia cardiovascular [25]. Degut a la complexitat de la malaltia cardiovascular i la
desconeixenca de tots el factors de risc que podrien donar lloc al seu desenvolupament,
resulta molt dificil establir unes pautes concretes a seguir per la seva prevencié. Encara que si
que hi ha una serie de recomanacions per combatre els factors de risc modificables

cientificament establerts, com per exemple nivells plasmatics de colesterol elevats. S’han

25



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
GENS DIANA DE LES PROANTOCIANIDINES

Sabina Diaz MartirleFNTRODUCCIO’
ISBN:978-84-694-0330-3/DL:T-209-2011

identificat diversos factors de risc per les malalties cardiovasculars: dislipemia, disglicémia,
hipertensio, obesitat abdominal, inflamacio, resisténcia a la insulina o aterosclerosi [26, 27].
Les malalties cardiovasculars tenen altres factors de risc a banda dels esmentats anteriorment,
com: tabaquisme, inactivitat fisica, I'edat, el sexe, I'estrés o el tipus d’alimentacid. Alguns dels

quals poden ser modificables i per tant es poden corregir.

Els principals organs diana de les malalties cardiovasculars sén el cor (angina de pit o isquémia
cardiaca; infart de miocardi), el cervell (infart cerebrovascular o embolia), i el sistema vascular

(aterosclerosi) [28].
1.4.3.1. Hipertensid

La hipertensié arterial (HTA) és el factor de risc millor establert pel desenvolupament de la
malaltia cardiovascular. Aquest incrementa el risc de patir aterosclerosi, un punt clau en el
procés d’esdeveniments cardiovasculars [28, 29]. Hom considera una situacié d’hipertensié
arterial quan es déna una pressié arterial sistolica (PAS), quan el cor esta bategant, superior o
igual a 140 mm de Hg constantment, o una pressié arterial diastolica (PAD), pressio dins dels
vasos sanguinis quan el cor esta en repos, superior o igual a 90 mm de Hg continuadament
[30]. Hi ha molts factors que poden afectar a un augment de la pressié arterial, com la
quantitat d’aigua i sal a I'organisme, I’estat del ronyons, I'estat del sistema nervids o dels vasos
sanguinis, aixi com el nivells de les diferents hormones del cos. En el desenvolupament
d’aquesta malaltia estan implicats diversos mecanismes fisiopatologics, com canvis
hemodinamics, macro i microvasculars, causats principalment per una disfuncié de I'endoteli
vascular i la remodelacié de les arterioles de resisténcia, responsables de mantenir el to
vascular periféric [29, 31]. En condicions fisiologiques, I'endoteli contribueix al manteniment
de 'homeostasi vascular de diverses maneres. Aquest s’encarrega de regular el to muscular
mitjancant I'equilibri entre substancies vasoconstrictores (endotel-lina 1 o tromboxa A2) i
vasodilatadores (oxid nitric); un desequilibri entre les diferents substancies produides per
I’endoteli pot provocar un canvi en el flux sanguini; aquests canvis hemodinamics poden
causar un dany en I'endoteli fent que les demés funcions es trobin alterades. Altres funcions
de I'endoteli sén controlar la proliferacié i apoptosi de les cel-lules musculars llises, inhibir
I'agregacid plaquetaria, regular I'adhesié de monocits, i actuar com a barrera per les
macromolécules. L’endoteli participa en la funcié de defensa de I'organisme, permetent el pas
de leucocits per diapédesi al punt on s’ha generat la infeccié. Si hi ha disfuncié endotelial,
aquest pas de substancies (leucocits, macromoléecules, residus...) del torrent sanguini a

I'interior estaria alterat, provocant una entrada incontrolada amb la conseqlient formacié
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d’una protuberancia que podria obstruir la circulacié sanguinia, amb el subsegiient augment
de la pressid arterial en aquell punt. L’endoteli també és I’encarregat de mantenir I'equilibri
homeostatic, I'alteracié d’aquest podria provocar que hi hagués hemorragia o per altra banda
una trombosi. L'alteracié de tots aquests processos desencadenaria el desenvolupament de

HTA, una factor de risc de la patologia cardiovascular [32-35].

Pel que fa als efectes dels compostos fendlics sobre la hipertensid, s’ha vist que la disminucié
de la pressid arterial pot ser deguda a la modulacié del sistema renina-angiotensina-
aldosterona inhibint I’activitat de I’enzim conversor d’angiotensina (ACE) [36]. Estudis fets amb
rates obeses Zucker que presenten la pressidé sanguinia sistolica elevada i I'expressié de la
sintasa d’oxid nitric endotelial (eNOS) reprimida en aorta, mostren com després del
tractament aquests parametres es troben significativament millorats [37]. Altres treballs
utilitzant extractes de proantocianidines de pinyol de raim, observen una millora enfront les
complicacions macrovasculars en rates a les que se’ls hi ha induit diabetis amb
estreptozotocina [38]. Estudis amb altres models animals, en aquest cas conills, i utilitzant
també un extracte de procianidines de raim, s’observa que tenen un efecte vasodilatador per

diferents mecanismes que provoca una disminucié de la pressio sanguinia arterial [39].
1.4.3.2. Dislipémia

Molts dels estudis adrecgats a trobar |'origen de les patologies cardiovasculars estan centrats en
I'estudi dels lipids plasmatics i les lipoproteines [40]. La dislipémia es caracteritza per una
elevacié dels triglicérids plasmatics, una disminucié del colesterol associat a HDL (high-density
lipoprotein) i unes LDL (low-density lipoprotein) més petites i denses de I’habitual, fenomens
gue estan estretament relacionats amb un augment del risc de patologia cardiovascular [41,

42].

Queé provoca l'augment de triglicerids plasmatics? Hi ha dues fonts principals de triglicerids
plasmatics: exogens (provinents de la dieta) els quals son transportats pels quilomicrons (QM),
originats a l'intesti, per tant particules predominants en un periode postprandial; i endogens
(secretats pels fetge), transportats per les VLDL (very-low-density lipoprotein), predominants
en un periode de dejuni [32, 43]. Un increment d’aquestes particules transportadores de
triglicérids en plasma és el resultat d’'un augment de la seva secrecidé per part de fetge o
d’intesti, causat per una desregulacié de les vies anaboliques o cataboliques [43]. L'augment
de triglicerids plasmatics pot estar condicionat per factors genétics o per desordres
metabolics, aquests Ultims els més habituals. L'obesitat és I'estressant metabolic més freqient

associat a la hipertrigliceridéemia. Un flux continu d’acids grassos lliures dels teixits periféerics a
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fetge, caracteristic d’'un estat de resisténcia a insulina, promou també un augment de la sintesi
de triglicérids hepatics. Aquest fet provoca I'ensamblatge i secrecid de VLDL riques en
trigliceérids, el que és una de les causes que fa augmentar els triglicérids plasmatics, encara que

probablement no és I'Unica [41].

La capacitat protectora del colesterol HDL esta associada en part a la seva funcié com a
transportador revers de colesterol des dels teixits periferics fins al fetge, on sera eliminat [44].
Nivells baixos de colesterol HDL estan associats a persones amb sindrome metabdlica,
resistencia a insulina, que pateixen hipertrigliceridémia, amb una vida sedentaria o fumadors,
entre d’altres [44]. De la mateixa manera que la hipertrigliceridéemia, també pot ser causat per
desordres metabolics i per defectes genetics, com mutacions en els enzims clau en el

metabolisme de les HDL.

Degut a I'augment de VLDLs circulants, augmenta el bescanvi de colesterol i triglicérids entre
HDL i VLDL per la proteina CETP (cholesteryl ester transfer protein). Aquesta transloca el
colesterol de HDL a VLDL, i triglicerids de VLDL a HDL; és un factor clau en promoure un estat
aterogenic [44]. Aquest intercanvi de lipids condiciona la formacié de particules VLDL més
carregades de colesterol, que a mesura que perd triglicerids, esdevé particules LDL més petites

i denses, amb un gran poder aterogeénic.

La disminucié de la mida de les LDL augmenta el seu poder de penetracié a I'endoteli,
promovent la seva debilitacié i fent-lo més susceptible a altres patologies esmentades
anteriorment com la hipertensié [44-46]. Una vegada dins la intima, les LDL sén més
susceptibles a ser oxidades. Els macrofags presents a l'espai endotelial, mitjancant uns
receptors que tenen a la seva superficie, scavenger receptors, capten les LDL oxidades
indiscriminadament. Aquest fet promou la formacié de cél-lules escumoses, riques en esters
de colesterol, donant lloc a la formacié de I'estria grassa que és la precursora de |'aterosclerosi
[32, 46]. Les LDL oxidades actuen com a factors quimiotactics, promovent I'entrada a I'espai
subendotelial de monocits i activant per tant la resposta inflamatoria. D’aquesta manera es
crea un cercle d’entrada de lipids, modificacié d’aquests i resposta inflamatoria estretament

lligats, provocant l'inici de patologies cardiovasculars.

Hi ha un clar efecte hipolipeémic dels compostos fendlics en plasma. La disminucié del
colesterol, el colesterol-LDL i els triglicerids plasmatics després de la ingesta de vi negre [47],
d’un extracte de pinyol de raim [48] o de proantocianidines [49] en animals alimentats amb
dietes altes en colesterol. En el nostre grup de recerca s’ha observat com I'administracidé de

GSPE (grape seed proanthocyanidins extract) millora la dislipemia associada a dietes elevades
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en greixos principalment reprimint la lipogeénesi i I'ensamblatge de VLDL a fetge [50]. També
s’ha observat un efecte hipotrigliceridemic de GSPE a través del receptor nuclear FXR
(farnesoid X receptor), clarament implicat en la homeostasi del metabolisme lipidic [51]. Un
altre receptor nuclear que sembla clarament implicat en la homeostasi lipidica és SHP (small
heterodimer partner), el qual sembla tenir un efecte clau com a mediador de la resposta

hipolipemica de GSPE [52, 53].
1.4.3.3. Diabetis

La diabetis mellitus és un desordre metabolic caracteritzat per uns nivells elevats de glucosa a
la sang de manera cronica, que sén el resultat d’una reduccié o absencia de I'activitat de la
insulina. Hi ha, basicament, dos estats descrits en termes de diabetis mellitus: Tipus 1 (DM1),
malaltia degenerativa coneguda com diabetis mellitus depenent d’insulina, es caracteritza per
la nul-la produccid d’insulina degut a la destruccié autoimmune de les cél-lules 3 dels illots de
Langerhans del pancrees mediada per les cél-lules T [54]; Tipus 2 (DM2) o diabetis mellitus no-
depenent d’insulina, es caracteritza per una serie de desordres: disfuncié de les cél-lules f3,
increment en la produccié de glucosa pel fetge i alteracié de I'accié de la insulina o resisténcia
a insulina [55]. Es coneix que hi ha una predisposicié genetica de patir DM2, pero també
intervenen factors ambientals com la obesitat i un estil de vida sedentari [56]. La reduccié del
pes corporal, I'increment de I'activitat fisica i la incorporaciéo d’habits dietetics saludables
poden ajudar en la reduccid del risc de desenvolupar DM2. Es pot concloure que el
manteniment de la homeostasi glucidica ens pot ajudar a prevenir patologies associades a una

alteracié del metabolisme de la glucosa, tals com la resisténcia a insulina o la diabetis.

La sensibilitat a la insulina és una funcio clau per al cos huma, ja que juga un paper crucial en el
desenvolupament de malalties molt comuns en la societat moderna i que influencien de
manera significativa la qualitat de vida. L’alteracié de la sensibilitat a la insulina és un
determinant important de la diabetis tipus 2; d'altra banda, s'ha proposat com un factor de risc
independent de malaltia cardiovascular. Per tant, una reduccié de la sensibilitat a la insulina
s'associa fortament amb la sindrome metabolica, que representa un conjunt d'anormalitats
metaboliques i un factor de risc de la malaltia cardiovascular. La sensibilitat a la insulina pot
ser modulada per diferents factors ambientals, incloent els habits alimentaris, per tant, la
composicio de la dieta habitual és clarament un important regulador d'aquesta funcid. La seva
rellevancia per a la salut humana deriva de la seva capacitat de trobar-se en la interfase entre
geneética i factors ambientals, a més de tenir un gran nombre de funcions i mecanismes de

regulacié que involucren el metabolisme intermediari, la deposicié del greix corporal, el
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sistema cardiovascular, la funcié immune, el creixement cel-lular i diferenciacié entre molts

altres [57].

Pel que fa als efectes dels flavonoides sobre els trastorns relacionats amb la resisténcia a la
insulina, alguns autors han demostrat que els flavonoides monomeérics ajuden a millorar la
hiperglucémia en diversos models de resisténcia a la insulina. Alguns d'ells actuen com a
agents antihiperglucémics en models animals resistents a insulina induits amb
estreptozotocina (STZ), tant en models genetics que reprodueixen DM1 com en DM2 [58-60].
Altres flavonoides, com la miricetina i I'’epigal-locatequina gal-lat (EGCG), milloren la
hiperglucémia induida per una dieta alta en greix o alta en fructosa en models animals de
rosegadors [61, 62]. No només els monomers sind també extractes rics en estructures de
flavonoides ajuden a prevenir la progressio de la diabetis millorant la hiperglucémia induida
per estreptozotocina en models animals [63]. En un altre estudi on la resistencia a la insulina o
la diabetis és induida per la dieta, un extracte de polifenols de te verd regula I'expressié de
gens implicats en la captacié de glucosa i la senyalitzacié per insulina en el mascul de rates
alimentades amb una dieta alta en fructosa [64]. Estudis previs del grup de recerca tant in vivo
com in vitro amb procianidines de pinyol de raim, suggereixen que tenen efectes beneficiosos
contra els desordres metabolics de la insulina gracies a la seva capacitat insulinomimetica [65].
Aquests extractes de procianidines de pinyol de raim també milloren la hiperglucémia en
models de ratolins que pateixen DM2 [66], restableixen els nivells de glucosa en rates
alimentades amb dosis elevades de fructosa [67], i alleugereixen la resisténcia a insulina tant

en ratolins com en cél-lules HepG2 [68].
1.4.3.4. Inflamacié

La resposta inflamatoria s’activa en resposta a un dany cel-lular causat basicament per un
trauma o estrés, o una infeccid i constitueix una xarxa complexa d’interaccions moleculars i
cel-lulars que tenen com a objectiu el retorn a una homeostasi fisiologica i a una reparacio dels
teixits afectats [45, 69]. La resposta consta tant d’events locals com I’activacié sistemica
mediada per citoquines. Encara que la resposta inflamatoria és diferent en funcié del tipus de
malaltia, es caracteritza per la implicacié d’una série de gens i mediadors enddgens en comu
que inclou factors de creixement, citoquines inflamatories com la interleuquina 1 (IL-1), el
factor de necrosi tumoral (TNFa) o la interleuquina 6 (IL-6), metal-loproteinases de matriu, i
molécules toxiques com espécies reactives d’oxigen (ROS) [70]. Aquesta inflamacié podria
esdevenir cronica si no hi ha un restabliment dels teixits o persisteix un grau estable d’irritacio,

fet que provoca un dany continu i per tant esdevé en un deteriorament dels teixits que pot
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arribar a ser greu [71]. Les citoquines sén molécules que formen part d’'una xarxa complexa de
senyalitzacid i que exerceixen els seus efectes sobre cel-lules diana. TNFa, IL-1 o IL-6 sén
citoquines proinflamatories [72] i contribueixen a I'activacio de les cel-lules inflamatories i el
seu reclutament a la zona afectada, tot aix0 en conjunt amb les quemoquines, que sén
citoquines quimiotactiques i que indueixen I'expressié de molecules d’adhesié [45, 73]. Daltra
banda també existeixen citoquines antiinflamatories com la interleuquina 4 (IL-4) o la
interleuquina 10 (IL-10), que poden bloquejar o suprimir la produccié de citoquines

proinflamatories [73].

Quan hi ha una resposta inflamatoria d’elevada intensitat, la produccié de citoquines es veu
incrementada fortament i sén alliberades al torrent sanguini provocant el que s’anomena
“resposta de fase aguda”, que es caracteritza entre altres coses per la produccié de proteines
de fase aguda com la proteina C reactiva (CRP) pel fetge, un marcador d’inflamacié [74, 75]. Es
una resposta inflamatoria ben caracteritzada, i després de la seva induccid, la concentracié de
les proteines de fase aguda augmenta considerablement. La seva produccid esta controlada

basicament per IL-1i IL-6.

Hi ha evidéncies recents que indiquen que tant les citoquines com les quemoquines, aixi com
els seus receptors, estan implicats en un gran nombre de malalties inflamatories [71]. Aquests
estats patologics semblen ser deguts a un desequilibri de la resposta inflamatoria, fet que posa
el sistema de les citoquines com a punt clau d’actuacié de les drogues antiinflamatories. En
aquest context, la possibilitat d’utilitzar compostos obtinguts de les plantes seria una
alternativa en el tractament de malalties inflamatories. Els flavonoides sén capagos d’exercir
accions antiinflamatories. Estudis amb flavonoides com la luteolina, la quercetina o la
genisteina sén capacos d’inhibir I'alliberament de TNFa. i IL-6 en macrofags RAW 264.7 després
d’haver estat estimulats amb lipopolisacarid (LPS) [76]. Alguns autors mostren que
I’epigal-locatequina gal-lat (EGCG), el major constituent del te verd, inhibeix de forma dosi-
depenent I'activacié de AP-1 (activator protein 1) i NFKB (nuclear factor kappa-B) en cél-lules
BALB/3T3 tractades amb acid ocadaic, amb el resultat d’una inhibicié de I'expressié génica de
TNFa [77]. Tant la ciclooxigenasa 2 (COX-2) com la prostaglandina E2 (PGE2) son importants
mediadors de la inflamacid i de la promocié dels tumors [78]. Estudis amb quercetina posen de
manifest la seva capacitat d’inhibir I'expressié de COX-2 i la produccié de PGE2 en cel-lules que
han estat induides amb arsenit, un potent carcinogen. Estudis en el nostre grup de recerca,
utilitzant GSPE com a compost bioactiu mostra la seva capacitat moduladora de la resposta

inflamatoria en macrofags activats mitjangant la inhibicié de la produccio d’oxid nitric (NO) i
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PGE2; la supressié de I'expressid de la sintasa d’oxid nitric induible (iNOS), i la translocacié de

NFxB [79].
1.4.3.5. Estres oxidatiu

L’estrés oxidatiu és causat per un desequilibri entre la produccié d’espécies reactives d’oxigen
(ROS) i una perdua de I’habilitat antioxidant de les defenses propies de I'organisme. Una
produccié incontrolada de ROS pot ser toxica pel funcionament normal de la cél-lula, causant
danys en diferents components d’aquesta com lipids, proteines o en el DNA [31, 80]. S’ha de
tenir en compte que la produccié de ROS no és sempre toxica, sempre que els seus nivells
estiguin controlats pels sistemes antioxidants, ja que aquestes poden tenir funcions molt
diverses com actuar en el sistema immune com a defensa contra patogens, utilitzats per
cel-lules com els neutrofils o els macrofags. També s’utilitzen com a senyalitzadores cel-lulars;
certs tipus cel-lulars com per exemple les cél-lules endotelials o cél-lules musculars llises poden
produir ROS a molt baixos nivells en resposta a alguns tipus de senyals, actuant en aquestes
cel-lules com a segons missatgers en la regulacié de la transduccié de senyals que en ultim
terme podrien modular I'expressié génica o modificacions postranscripcionals de les proteines
[31]. L'estrés oxidatiu esta present en el desenvolupament de multiples patologies com
I’aterosclerosi, malalties cardiovasculars, I’Alzheimer, el Parkinson, i sobretot és molt
important en I'envelliment [81]. Diversos factors de risc de I'aterosclerosi, com la hipertensio,
la hiperlipidemia, la diabetis o un estrés vascular, tenen com a resultat la generacié
intracel-lular de nivells elevats de ROS. Encara que el mecanisme cel-lular i molecular que uneix
aquests factors de risc encara no esta clarament establert, sembla ser que la regulacié d’una
série de gens involucrats en la inflamacié vascular per part de ROS podria ser el punt clau que
unis el factors de risc que originen I'aterosclerosi [31]. D’aquesta manera, ROS o les seves
dianes podrien modular I'expressié de gens amb capacitat aterogénica, entrant en un procés
d’inflamacié i disfuncié endotelial; o modulant I'expressié de gens amb capacitat protectora o
antiaterogénica, afavorint un estat antiinflamatori i per tant protegint el sistema vascular.
Aquest procés vindra establert pels nivells relatius de ROS, que activaran una via o I'altra [31].
Una de les dianes més susceptible a ser oxidada sén les LDL, altament involucrades en la

patogenesi de |'aterosclerosi, descrit anteriorment a I'apartat de Dislipémia [32, 46].

La principal accié beneficiosa que s’ha atribuit als compostos fenolics és a conseqiéncia de la
seva capacitat antioxidant. Treballs que han utilitzat 'administracié de vi negre com a font de
compostos fenolics en models animals, mostren una elevada proteccié enfront processos

oxidatius [82]. Altres treballs utilitzant models in vitro, s’observa una inhibicié de 'oxidacié de
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les LDL i dels sistemes de membrana després d’un tractament amb proantocianidines
purificades de cacau [83]. Estudis dins del nostre grup de recerca utilitzant un extracte de
proantocianidines de pinyol de raim (GSPE), els flavanols monomérics catequina i
epicatequina, i el flavonol quercetina, produeixen efectes antigenotoxics, prevenint lesions al
DNA després d’haver induit un estres oxidatiu amb H,0, en cél-lules hepatiques FAO [84].
Treballs utilitzant cel-lules HepG2, suggereixen que GSPE millora I'estat redox regulant els
sistemes enzimatics antioxidants, protegint la cél-lula enfront el dany oxidatiu [80]. Utilitzant la
integracié de diferents models d’estudi: in vivo, in vitro i in silico, i després del tractament amb
GSPE, s’observa un increment de I'activitat de I’enzim superoxid dismutasa depenent de coure

i zinc (Cu/Zn-SOD), enzim que pot exercir un efecte protector envers el dany oxidatiu [85].
1.4.4. Apoptosi

La mort cel-lular és una part important del desenvolupament. El cos huma esta fet
aproximadament de 10" cél-lules. Cada dia bilions d’aquestes cél-lules moren per assegurar la
correcta funcionalitat de I'organisme sencer. Tot i aixi mantenim la mateixa mida degut a que
hi ha un equilibri entre la divisio cel-lular i la mort cel-lular. Aquest procés esta geneticament
controlat, és vital durant el desenvolupament, pel manteniment de '"homeostasi del teixits i

també per mantenir un sistema immune efectiu [86].

La mort cel-lular esta estretament lligada a ’lhomeostasi dels teixits, i aixi no és sorprenent que
la disrupcié d’aquesta estigui implicada en nombroses condicions patologiques. Anormalitats
en la regulacié de la mort cel-lular podrien significar el desenvolupament de malalties com el
cancer, sindromes autoimmunes, la SIDA, isquémia, malalties del fetge, aixi com desordres

neurodegeneratius com el Parkinson o I’Alzheimer [87, 88].

L'apoptosi es caracteritza per una série de canvis bioquimics i morfologics com sén Ia
condensacié del citoplasma i la compactacié de la cromatina donant lloc a la formacié
d’agregats que es deslocalitzen per situar-se al voltant de la membrana nuclear.
Posteriorment, sobre la cromatina actuen una serie d’endonucleases que tallen el DNA en
fragments més petits. Una altra caracteristica és la dilatacié del reticle endoplasmatic que
origina la formacié de vesicules que tenen tendéncia a unir-se a la membrana plasmatica
adquirint una forma caracteristica de “bombolles”. Finalment, la cel-lula es fragmenta donant
lloc als cossos apoptotics. Aquests cossos apoptotics, degut a la seva exposiciéo de marcadors
de fagocitosi a la superficie cel-lular, com la fosfatidilserina, sén rapidament reconeguts i
fagocitats per macrofags i altres cel-lules veines, impedint d’aquesta manera que la exposicié

del material intracel-lular al sistema immunitari, cosa que podria desencadenar una resposta
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inflamatoria [87].

Les caspases sOn cysteine aspartyl-specific proteases. S’expressen constitutivament a la cel-lula
com a zimogens (procaspases), sense o amb molt poca activitat i es caracteritzen d’acord amb
el tipus d’activacié, de manera que trobem caspases efectores, com per exemple caspasa 3, 6 i

7, i caspases iniciadores, com per exemple caspasa 2, 8i 9.

Les caspases efectores son homodimers constitutius que sempre sén activades per les
caspases iniciadores a través d’un tall proteolitic a la unitat catalitica, cosa que fa augmentar la

seva activitat en varis ordres de magnitud.

Les caspases iniciadores sén les que primer s’activen després de I'estimul apoptotic.
Normalment es troben en forma de mondmers. La seva activacié és mitjangant una
homodimeritzaciéd. Aquesta dimeritzacid provoca un canvi conformacional donant lloc a

I’activacio del centre catalitic.

L’activacié de les caspases s’inicia per dues vies principals de senyalitzacié (Figura 3) [87, 90]:

Dany al DNA Receptor de mort

| Procaspasa-8/10

Mitocondria \@A/ DISC
N Caspasa-8/10

. 9 .
Citocromec o o o _° Activa

9
Apaf-1 = \

-

\ g Caspasa-3 %2 /;-
% Y Jf Activa @@?\ﬁ\/
Procaspasa-9 Procaspasa-3
"N
Apoptosoma

APOPTOSI

Figura 3. Transduccio de la senyal apoptotica. A la figura es mostren les principals vies d’apoptosi. A 'esquerra la via
extrinseca mediada per receptors de mort. A la dreta la via intrinseca mediada per la mitocondria. Adaptada de
Fisher et al., 2005 [88].
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1.4.4.1. Via intrinseca o mitocondrial

Aquesta via esta induida per diversos tipus d’estrés com per exemple un dany en el DNA. La
mitocondria té un paper clau en la via intrinseca [88]. Esta associada a una permeabilitzacié de
la membrana mitocondrial externa (PMME) i I'alliberacié de proteines que normalment es
troben a I'espai intermembrana de la mitocondria com el citocrom c, aixi com l'activacié de la
procaspasa 9. El citocrom c funciona habitualment en processos de transport d’electrons de les
cadenes respiratories per la produccié d’ATP. En canvi, al citosol de les cél-lules apoptotiques
la seva funcid és com a cofactor de la proteina adaptadora Apaf-1 (apoptotic peptidase
activating factor 1). Una vegada se li ha unit el citocrom c, Apaf-1 oligomeritza i recluta la
caspasa 9, que és una caspasa iniciadora, donant lloc a la formacié de I'apoptosoma.
L'apoptosoma, serveix com a plataforma d’activacié de les caspases, i una vegada se li ha unit
la caspasa 9, aquesta passa a estar activa, fet que provoca I'activacié de la cascada de les

caspases.

El punt crucial per la via intrinseca, és la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial
externa (PMME), ja que normalment es defineix com el punt de no retorn. PMME esta
involucrada en la formacié de porus que permeten l'alliberacié de citocrom c [91]. Durant
I"apoptosi, la PMME esta essencialment controlada per proteines de la familia Bcl-2. Nivells
elevats del mateix Bcl-2 promouen el cancer degut a que inhibeixen I'apoptosi prolongant la

supervivencia cel-lular.

La familia de Bcl-2 es pot dividir en dos subgrups: les que es consideren proteines
antiapoptotiques, que previndrien l'alliberament de citocrom c, i les proapoptotiques que

promourien PMME. Dins d’aquest ultim podriem destacar Bax.
1.4.4.2. Via extrinseca o de receptors de mort

Aquesta via juga un paper fonamental en el manteniment de I'homedstasi dels teixits,
especialment en el sistema immune [88]. Pot tenir lloc, encara que no sempre, de forma
independent a qualsevol alteracié de la mitocondria. Es caracteritza per la unié de receptors
de mort, que es troben a la superficie cel-lular, a lligands especifics de mort, generant
I'activacié de la caspasa 8. Els receptors de mort pertanyen a la superfamilia de receptors del
factor de necrosi tumoral (TNF), com per exemple TNF-R1, CD95 (Fas/APO-1) o receptors
d’unié al lligand TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) [92]. Tots els receptors de mort
es caracteritzen per tenir un motiu intracel-lular, anomenat domini de mort (DD) que és
important per la transmissié de la senyal apoptotica. Una vegada se li ha unit el lligand, els

receptors de mort interaccionen mitjancant el seu domini de mort, com per exemple FADD
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(FAS-associated death domain protein), que és una proteina adaptadora. Aquests adaptadors
contenen un motiu efector que facilita la unié a la caspasa 8, una caspasa iniciadora. Tot
aquest conjunt forma el complex DISC (death-inducing signalling complex), on una vegada ha
tingut lloc la dimeritzacié de la caspasa 8, porta a la seva activacié per autocatalitzacid i per

tant la subseqlient activacié de la cascada de caspases.

Totes dues vies tenen com a resultat I'activacié de les caspases efectores i el trencament dels

seus substrats diana, induint d’aquesta manera I'apoptosi.

Existeixen molts treballs adrecats a dilucidar els efectes de les proantocianidines sobre
I"apoptosi. En estudis fets amb la linia cel-lular JB6 C141, una de les linies cel-lulars més
adequada per I'estudi de la propagacié de tumors, després de ser tractades amb un extracte
de proantocianidines de pinyol de raim, s’ha descrit una induccié de I'apoptosi depenent de
p53 i mediat per les proteines diana Bcl-2 i Bax, amb una activacié de la caspasa 3 per
I"alliberament de citocrom c al citosol [93]. Altres estudis fets amb procianidines obtingudes de
pomes, indiquen que la seva administracié oral inhibeix la proliferacié tumoral mitjancant la

induccié d’apoptosi a través de la via intrinseca o mitocondrial [94].
1.4.5. Heat shock proteins

Les heat shock proteins (HSP) es produeixen en resposta a diferents tipus de condicions
d’estres, fent a les cel-lules resistents al dany cel-lular induit per estrés [90]. Sota condicions
normals, les HSP poden desenvolupar diferents funcions dins la cél-lula, com la modulacié de
I'activitat proteica, ja sigui modificant la seva conformacidé, promovent I'ensamblatge/
desensamblatge de complexos proteics, la regulaciéd de la degradacid proteica a través del
proteasoma, la facilitacié de la translocacié proteica a través de les membranes dels organuls, i
el plegament adequat de les noves cadenes de polipéptids durant la traduccié. Quan hi ha
estres cel-lular, una resposta tipica és la mort cel-lular, ja sigui per necrosi o per apoptosi.
Recentment s’ha vist que la induccié de les HSP després d’un dany cel-lular podria prevenir
I"apoptosi ja sigui per la via intrinseca o per la via extrinseca [90, 95]. Com s’ha comentat
anteriorment, la via intrinseca es caracteritza per la permeabilitzaci6 de la membrana
mitocondrial externa (PMME), I'alliberacié de citocrom c, 'ensamblatge de I'apoptosoma i
I'activacié de les caspases. Les HSPs promourien la supervivéncia cel-lular mitjangant la
prevencio de PMME o la formacié de I'apoptosoma. En el cas de la via extrinseca que es
caracteritza per I'activacié de la caspasa 8 via unié de FADD, les HSPs protegirien la cel-lula

davant de I'apoptosi per la inhibicié dels receptors de mort TNF.

Les HSP en els mamifers estan classificades en cinc families d’acord al seu pes molecular:
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HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 i les HSPs petites [245]. Cada familia de HSPs esta formada per
membres que s’expressen constitutivament o que poden ser regulables, a més de trobar-se en
diferents compartiments. Aixi per exemple la HSP90 s’expressa constitutivament i de forma
abundant en totes les cel-lules, mentre que les HSP70 i HSP27 s’expressen després de ser
induides per diferents tipus d’estrées com la temperatura, I'estrés oxidatiu o per drogues
anticancerigenes [96, 245]. En un estat normal aquestes dues proteines de xoc térmic no es

trobarien expressades o es trobarien a nivells molt baixos.

Hi ha un gran nombre de treballs on s’estudien els efectes dels flavonoides sobre les proteines
de xoc térmic, i com aquests poden modular la seva expressié en un sentit favorable. En
estudis fets amb quercetina, s’ha vist que inhibeixen la induccié de Hsp70, mentre que
promouen la induccié de Hsp27 [96]. Altres estudis fets amb epigal-locatequina gal-lat (EGCG),
demostren que tant la Hsp70 com la Hsp90, sén potents dianes de EGCG, sent inhibides
després de rebre un tractament amb aquest compost. La seva inhibicié es correlaciona amb

una menor incidéncia tumoral [97].
1.5. GenOdmica nutricional

La dieta és un factor ambiental que afecta a I'estat nutricional i que com a tal incideix sobre
diverses malalties. El concepte “ambient” és molt ampli i extremadament complex, ja que
engloba gran quantitat de factors com el fum del tabac, el consum de drogues, la exposicié a
toxines i I'estatus educacional i socioecondmic entre d’altres. De fet, I'Unic factor al que estem
exposats permanentment des del nostre naixement fins a la nostra mort és el consum
d’aliments, és a dir, la nostra dieta. | és per aixd que els habits alimentaris que adquirim durant

la nostra vida representen un factor ambiental clau per la nostra salut [25, 27, 98].

Actualment, la recerca en nutricié té com a focus la millora de la salut dels individus a través
de la dieta, tenint com a objectiu promoure I'estat de salut i prevenir les malalties. Aixo
requereix coneixer els mecanismes de prevencié i proteccid, la identificacié de les molécules

biologicament actives i demostrar la eficacia d’aquestes molecules [25, 99].

El reconeixement que els nutrients tenen la capacitat d’interaccionar i conseqientment
modular els mecanismes moleculars que sén la base de les funcions biologiques d’un
organisme ha generat una revolucié en el camp de la nutricié [100]. Fins ara, la recerca en
nutricié per la salut publica residia en la elaboracié de guies de recomanacions dietétiques, les
quals tenien com a objectiu la prevencié de malalties millorant la salut i frenant I'envelliment.
Aquestes guies pero, estan basades majoritariament en estudis poblacionals, en els quals hi ha

I’'abséncia del coneixement genétic. Aixd déna lloc a conclusions erronies i en molts casos a
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recomanacions incompletes [98, 100]. No és fins fa relativament poc que s’han comengat a
examinar les interaccions gen-nutrient a nivell molecular, encara que ja va ser proposat
anteriorment que les diferéncies en la resposta dels individus envers la dieta tenia
components genetics [25, 98]. No obstant, els resultats d’aquests estudis, I'objectiu dels quals
ha estat dilucidar les interaccions gen-nutrient per les malalties més comuns han estat

majoritariament controvertits i no conclusius [101].

Diversos estudis epidemiologics confirmen la existéncia que hi ha una certa associacié entre la
ingesta d’una determinada dieta i la incidéncia i severitat de les malalties croniques, perd no
resulta tan facil distingir quines sén les molécules bioactives del aliments responsables
d’aquests efectes beneficiosos [102]. La varietat i les concentracions de les moléecules
bioactives presents als aliments poden tenir molts i diferents efectes sobre I'organisme ja que
poden tenir un desti diferent una vegada han entrat a la cel-lula. Aixi doncs, els components de
la dieta podrien alterar I'expressié genica directa o indirectament. A nivell cel-lular els

nutrients poden (Figura 4):

1) Actuar com a lligands pels receptors dels factors de transcripcid.
2) Ser metabolitzats per vies metaboliques primaries o secundaries, alterant
d’aquesta manera la concentracid de substrats o intermediaris.

3) Influir positiva o negativament sobre les rutes de senyalitzacid.

Dieta

Transduccié

Metabolisme |

Expressio Genica

v

[ Creixement Cel-lular Normal ]

s

Figura 4. Desti i activitat dels nutrients a la cel-lula. Els nutrients poden actuar directament com a lligands dels
receptors dels factors de transcripcid (vermell); poden ser metabolitzats per vies metaboliques primaries o
secundaries, de manera que alterin les concentracions dels substrats o intermediaris (blau) implicats en la regulacié
dels gens o la senyalitzacio cel-lular; o finalment, poden alterar les vies de transduccié de senyals (verd). Adaptada
de Kaput et al., [105].
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No hi ha cap dubte que alguns components de la dieta juguen un paper clau en la regulacié de
I’expressié génica. El genoma huma és sensible al seu entorn nutricional, de manera que
alguns gens poden modificar-se en resposta als components de la dieta, ja siguin d’origen
animal o vegetal [103, 104].

L’aplicacio de les tecniques de la biologia molecular i I’éxit del Projecte del Genoma Huma ha
obert una nova era tant en medicina com en nutricid. Fins ara, un minim de 1000 gens humans
causants de malalties han estat identificats i parcialment caracteritzats. El 97% d’aquests gens
son els causants de malalties monogeniques. No obstant, altres patologies com la obesitat, les
malalties cardiovasculars, la diabetis, el cancer i altres malalties croniques sén degudes a un
seguit de complexes interaccions entre diversos gens i factors ambientals. Es per aquest motiu
que les estratégies a seguir a I'hora d’identificar malalties monogeniques no donen resultats
satisfactoris quan el que es vol és identificar els gens causants de les malalties croniques [99,

100, 102].

La revolucié genomica ha promogut el desenvolupament d’un seguit de noves técniques que

poden ser aplicades a les ciéncies de la nutricié (Taula 4).

Nivell d’analisi Definicio Metode d’analisi

Conjunt complet de gens d’un

Genoma . . Sequenciacio sistematica del DNA

organisme o els seus organuls

. . - Hibridacio
Conjunt complet de molecules de RNA e L
. . R .. - SAGE (analisi en série de

Transcriptoma missatger present en un cel-lula, teixit o B .,

Srean I'expressio de gens)

& - Microplataformes de DNA

Proteoma Total de molécules proteiques presents - Electroforesi bidimensional

en una cel-lula, teixit o organ - Microplataformes de péptids

- Espectroscopia amb llum infraroja

- Espectroscopia de masses

- Espectroscopia de ressonancia
magnetica

Conjunt complet de metabolits
Metaboloma (intermediaris de baix pes molecular) en
una cel-lula, teixit o organ

Taula 4. Descripcié de les ciencies “Omiques” que han generat un canvi quantitatiu apreciable en la genomica
nutricional [99, 106].

La utilitzacié d’aquestes noves tecniques d’analisi del genoma esta sent crucial pel
desenvolupament de les ciencies de I'alimentacid i nutricié en les proximes décades i la seva
integracié en la era dels genomes funcionals [107]. Avui és clar que hi ha una interaccié
dinamica i reciproca entre la nutricié i el genoma, la qual determina I'expressié génica i la
resposta metabolica, afectant en ultim terme l'estat de salut de l'individu i la seva
predisposicié a patir una malaltia. D’'una banda, el bagatge genétic de cada individu pot

determinar el seu estatus nutritiu, la seva resposta metabolica i la seva predisposicié a les
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malalties depenents de la dieta. D’altra banda, els nutrients poden interactuar amb factors de
transcripcié per regular I'expressié génica, reprimint o induint I'expressié de determinades
proteines o alterar la resposta metabolica. Aquesta relacié dinamica causa-efecte entre
nutricié i genoma porta a la definicié de gendomica nutricional en dos subgrups: nutrigenética i

nutrigenomica [98-100, 104].

La gendmica nutricional es basa conceptualment en les segilients consideracions [99, 102, 106,

108]:

1) Els components de la dieta poden actuar sobre el genoma huma, ja sigui directa o
indirectament, alterant la seva expressio o estructura.

2) Sota determinades circumstancies i en alguns individus, la dieta pot ser un factor
de risc pel desenvolupament de determinades malalties.

3) El grau en el qual la dieta influeix en el balang salut-malaltia pot dependre de la
constitucié geneética de l'individu.

4) Alguns gens regulats per la dieta (i les seves variants normals) poden jugar un
paper important en l'inici, incidéncia, progressid i severitat de les malalties
croniques.

5) Qualsevol intervencié dietética basada en el coneixement de les necessitats

nutricionals, I'estat nutricional i el genotip (com per exemple la nutricid
personalitzada) sera atil per la prevencid, mitigacié o la curacié d’una malaltia
cronica.

1.5.1. Nutrigenética

La nutrigenetica es refereix a I’analisi de les variacions genetiques entre individus i la seva
resposta clinica a nutrients especifics, és a dir, individus que responen de forma diferent a una
mateixa dieta. Aix0 indica en certa manera com la variacié genética determina el risc d’un
individu a patir una malaltia, els seus requeriments nutritius, la seva resposta metabolica i la
seva sensibilitat als components bioactius de la dieta o a una terapia nutritiva. Tot aix0 inclou
la identificacid i caracteritzacid de les variants geniques associades a, o responsables de les
diferéncies en la resposta als nutrients. Aquestes variacions individuals es donen a nivell de
polimorfismes. Els polimorfismes més comuns sén els denominats SNPs, que consisteix en el
polimorfisme d’un sol nucleotid, els quals s’han mostrat com una eina util per investigar el
paper de la nutricid en la salut o la malaltia i la seva integracid en estudis epidemiologics,
metabolics i clinics, que poden contribuir a definir una dieta optima en poblacions, grups o

individus. La nutrigenética pot identificar subgrups de poblacié amb menys eficiéncia en vies
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metaboliques especifiques o individus amb grans necessitats que estan definides pel seu
caracter homozigot o heterozigot i als que se’ls hi pot proporcionar recomanacions d’ingesta
adequades per al seu perfil genétic. Es per aixd que la nutrigenética ofereix la promesa de
personalitzar la nutrici6 a la constitucié genetica del consumidor, basant-se en els

coneixement dels gens i del metabolisme dels nutrients [104, 108, 109].
1.5.2. Nutrigenomica

La nutrigenomica fa referencia al coneixement de com els components de la dieta modulen el
funcionament de I'organisme regulant els nivells de I'expressié genica. Des de la perspectiva
de la nutrigenomica, els nutrients serien senyals dietetiques que sén detectades pels sistemes
de sensors cel-llulars que influenciarien I'expressid genica i la sintesi de proteines i
subseqlientment la produccié de metabolits [104, 110]. En la patogenesi de molts desordres hi
ha com a factor central I'expressid genica. Existeixen diverses vies per les quals els
components bioactius de la dieta alteren I'accié dels gens. Els factors de transcripcid serien un
mecanisme primari per la modulacié de I'expressié génica. L'activacié d’un factor de
transcripcié desencadenaria una cascada de senyals dins de I'organisme, cosa que podria ser
un factor critic en el desenvolupament d’una malaltia cronica. Cada vegada més, les
investigacions estan prenent un enfocament cap a la identificacié de components bioactius de
la dieta, cosa que podra utilitzar-se en el desenvolupament dels anomenats aliments
“funcionals” per la prevencié o intervencid especifica de les malalties [108]. La identificacio
d’aquests components comporta un gran desafiament, ja que els aliments sén altament
complexos i de gran variabilitat. L'organisme ha de gestionar un gran nombre de nutrients
diferents i altres components de la dieta, i a més les concentracions d’aquest nutrients poden
ser elevades (des de micromolar a mil-limolar) pero sense arribar a la toxicitat. Cada nutrient

pot tenir diferents dianes amb diferent afinitat i especificitat.
1.5.3. Compostos fenolics de la dieta i gendomica nutricional

Els compostos fenolics entren a la dieta per la seva amplia distribucié en plantes comestibles
[246]. Gran quantitat d’estudis epidemiologics han mostrat que els polifenols poden protegir
enfront malalties com la obesitat, la diabetis, les malaties cardiovasulars o el cancer. Aquests
mecanismes de proteccié sén en gran part a la seva capacitat antioxidant, com s’ha comentat
anteriorment [1, 3]. La implicacié dels compostos fenolics en la senyalitzacié cel-lular i la
regulacié de I'expressid génica es considera també part de la proteccié antioxidant [246]. La
interaccio d’aquests compostos a diferents nivells fa que siguin molécules de gran interés a

I’'hora de promocionar la salut des d’un punt de vista de la genomica nutricional i la dietética.
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Estudis fets per la Universitat d’Alabama a Birmingham’s Center for Nutrient-Gene Interaction,
utilitzant tres tipus diferents de compostos fenolics (la isoflavona genisteina de la soja, I'estilbé
trans-resveratrol del raim i I'epigal-locatequina gal-lat del te verd) han investigat el seu paper
en la prevencié del cancer de mama [246]. Els resultats d’aquest estudi posen de manifest que
els efectes preventius depenen en gran part dels temps en que han estat exposats els animals
a aquests compostos fenolics. Aixi doncs, els efectes no eren els mateixos si els animals es

trobaven en el naixement, en un periode de deslletament o en la pubertat.

‘ Genomica Nutricional ‘

Nutrigenetica ‘ ‘ Nutrigenomica

GEN NUTRIENT

Polimorfismes
+—

Expressié genica
_—
NUTRIENT GEN

Interaccio ‘

Figura 5. Esquema descriptiu de les interaccions gen-nutrient en la nutricié molecular [109].

1.6. Eines “Omiques”

Com s’ha comentat anteriorment, hi ha una serie de tecnologies genomiques, com la
transcriptomica, protedmica i metabolomica, que es complementen d’acord amb la informacié
que proporcionen. La utilitzacié paral-lela d’aquests métodes ens permetra descriure el fenotip
d’un sistema biologic com I'esser huma i tota la seva complexitat, la qual cosa és I'objectiu
principal dels sistemes de nutricid bioldgica [111]. No hi ha dubte que no existeix una Unica
tecnologia que ens solucioni totes les preguntes que ens puguin sorgir en el nostre treball
d’investigacio, és per aix0 que s’ha de tenir molt clar quina triar tenint en compte els nostres

objectius i les limitacions que pugui presentar aquesta.
1.6.1. Transcriptomica

La transcriptomica esta focalitzada a I’analisi del RNA (el transcriptoma), i el seu objectiu és la
mesura a nivell d’expressié de tots els gens basats en la quantitat de RNA present en una

mostra [99]. La transcriptomica és relativament la tecnica més evolucionada en comparacié a
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les altres tecnologies “Omiques”. Aixd és degut a que la transcriptomica ens permet una visié
virtual de I'expressiéd de tots els gens en un Unic experiment, en canvi, encara que les
tecniques de mesura de tot el proteoma i metaboloma estan avangant rapidament [111, 112]

no estan al mateix nivell que les utilitzades per la transcriptomica.

El desenvolupament de la tecnologia de micromatrius de DNA, els anomenats microarrays esta
proporcionant als cientifics nutricionals una eina molt poderosa a I’'hora d’examinar els llocs
d’accié dels components de la dieta i les seves interaccions amb els processos cel-lulars. La
monitoritzacié de I'expressié génica amb els microarrays de DNA permet I'estudi simultani de
milers de gens i la seva expressid relativa entre cel-lules normals i cél-lules que pateixin una
malaltia, o també de cél-lules abans i després d’una intervencié dietetica. Aquesta tecnologia i
la informacid que proporciona és una eina clau a I’'hora del descobriment de nous
biomarcadors per la diagnosi i prognosi de malalties. L’Us d’una aproximacié molecular a la
salut i/o la malaltia ens pot ajudar a la introduccié d’una medicina personalitzada i la
determinacié d’una estratégia clinica a seguir més acurada i apropiada a cada pacient [105,
106]. Degut a que un microarray només dona lI'expressié en un punt determinat, la seva
interpretacio és més aviat una possibilitat que no pas una realitat. Aixo és per la capacitat dels
sistemes biologics a adaptar-se a les condicions de I'ambient. Una altre punt a tenir en
compte, és I'analisi de dades que es generen i la limitacié de les eines (software) existents. Les
eines bioinformatiques encara no sén prou efectives per I'analisi d’aquesta quantitat massiva
de dades i la comparacié de resultats obtinguts amb uns i altres programes pot donar

interpretacions diferents [99, 106, 110].
1.6.2. Proteomica

Els components de la dieta també poden modificar la traduccié del RNA a proteina aixi com
processos post-transduccionals, els quals poden afectar a I'activitat proteica [99]. Aixi com el
genoma inclou la globalitat dels gens, el proteoma és la totalitat de les proteines produides per
una especie. A diferencia del genoma, el proteoma és dinamic i varia d’acord al tipus cel-lulari
a I'estat funcional de la cél-lula. L'estudi del proteoma és de gran interés degut als components
bioactius presents a la dieta, els quals poden tenir uns efectes altament marcats sobre el
proteoma, cosa que a nivell de genoma, aquests components tindrien una influéncia limitada.
La proteomica per tant, és I'estudi a gran escala de la concentracié de proteines presents en
un moment determinat [106]. La descripcié del proteoma permet tenir una imatge dinamica
de totes les proteines expressades en un moment concret i sota determinades condicions de

temps i ambient. L'estudi i comparacié sistematics del proteoma en diferents situacions
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metaboliques i/o patologiques permet identificar aquelles proteines, la preséncia, abséncia o
alteracié de les quals es relaciona amb determinats estats fisiologics. En el cas concret de
I"analisi protedmic associat a patologies concretes, és possible identificar proteines que ens
permetran diagnosticar una malaltia o pronosticar I'evolucié de la mateixa, el qual ens porta al

seu reconeixement com a possibles biomarcadors [99, 106, 110].
1.6.3. Metabolomica

Aquesta és una de les tecnologies “Omiques” més nova fins al moment. Esta focalitzada en
I'analisi dels metabolits o metaboloma [99]. La metaboldmica intenta mesurar la concentracié
de totes les substancies diferents de DNA, RNA o proteines presents en una mostra. El
metaboloma compren el conjunt complet de metabolits sintetitzats per un sistema biologic.
Aixi doncs, un sistema pot ser definit pel seu nivell d’organitzacié biologica com un organisme,
un organ, un teixit, una cél-lula o nivells de compartimentitzacié cel-lular. Actualment, les
tecniques que s’adapten millor a I'analisi del metaboloma sén la ressonancia magnetica
nuclear (NMR) i la espectrometria de masses (MS). El gran atractiu d’aquesta técnica és
I"analisi quantitatiu i no invasiu degut a la facilitat d’obtencié de les mostres, que poden ser

sang, saliva, suor, llagrimes, orina i femta [99, 106, 110].
1.7. Biomarcador

Un biomarcador (marcador biologic), terme que es va introduir al 1989 al Medical Subject
Heading (MeSH), és una caracteristica que es pot mesurar objectivament i avaluar com
indicador de processos bioldgics normals, processos patogenics, o respostes farmacologiques a
intervencions terapéutiques, definicid estandarditzada per NIH al 2001 [113, 114]. Pot ser
mesurat a partir d’'una mostra biologica (sang, orina...), directament de la persona (pressié
sanguinia), o mitjancant un test d’'imatge com un ecocardiograma. Pot indicar diferents
caracteristiques d’un estat saludable o de malaltia, tals com respostes genétiques després
d’una exposicid o indicadors de resposta a una terapia. Aixo es pot simplificar dient que un
biomarcador ens indica en quina etapa de la malaltia ens trobem: indicis de malaltia (factors o
marcadors de risc), estat de malaltia i progressié de la malaltia. Aixi per exemple en el
desenvolupament de malalties cardiovasculars, es podrien identificar factors de risc tals com
resisténcia a insulina, obesitat o hipertensio, entre d’altres. Aquests factors de risc poden
induir aterosclerosi, factor desencadenant de les malalties cardiovasculars (CVD), [32, 45, 46,
113]. Aixi doncs, els biomarcadors es podran classificar en base a la informacié que

proporcionen (Taula 5) [113]:
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Classificacio Definicié
Biomarcadors de deteccié primerenca Identifiquen el risc de desenvolupar una malaltia
Biomarcadors d’exploracio o screening Exploracié de malalties subcliniques
Biomarcadors de diagnostic Reconeixement d’una malaltia evident
Biomarcadors d’estadificacio Categoritzacio de la severitat de la malaltia

Informacio sobre la futura evolucié de la malaltia,
Biomarcadors prognostics incloent una resposta a la terapia i monitoritzant
I'eficacia d’aquesta

Taula 5. Classificacié de biomarcadors segons la informacié que proporcionen [113].

Les caracteristiques desitjades d’'un biomarcador vindran establertes pel tipus de marcador
que es busqui. Aquests permetran detectar quin tipus de pacient s’esta tractant i d’aquesta
manera fer un seguiment més acurat. Independentment de la seva aplicacié, cada nou
biomarcador ha de complir una serie de caracteristiques perque el facin clinicament util, tals
com ser precisos, obtenir-se de forma estandarditzada, han de ser facilment interpretables i
han de tenir una elevada especificitat i sensibilitat per la caracteristica que han d’identificar. Es
podran classificar en biomarcadors destinats per fer rastreig, diagnosi i prognosi [113]. Aixi
doncs, en el cas de fer un rastreig, on el que es pretén es identificar pacients vulnerables, es
buscara que tinguin una elevada sensibilitat (detectar malaltia), especificitat (detectar sans) i
baixos costos. Per fer diagnostic, on el que es pretén és identificar danys o isquémia, a part de
les caracteristiques anteriors també es vol que tingui una elevada especificitat pel teixit, per
trobar l'origen, que sigui proporcional a I'extensié de la malaltia i que siguin de diagnostic
immediat. Per marcadors que monitoritzen la progressié de la malaltia o la resposta a una

terapia les caracteristiques anteriors no sén tan importants [113].
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Les proantocianidines son components d’origen vegetal presents habitualment a la dieta amb
coneguts i ben descrits efectes com antioxidants. A partir d’informacié obtinguda d’estudis
epidemioldgics, confirmada en estudis d’intervencid nutricional fets principalment amb
animals d’experimentacio, s’han descrit molts efectes positius de les proantocianidines
millorant la sintomatologia de forgca patologies d’amplia prevalenga com les cardiovasculars,

dislipémia, diabetis, inflamacié, cancer o envelliment.

Les caracteristiques de les proantocianidines com antioxidants no expliquen I'ampli ventall
d’efectes bioquimics i fisiologics descrits per a aquestes molécules. La ben coneguda capacitat
de les proantocianidines d’interactuar amb les proteines condicionant la seva

desnaturalitzacié, tampoc explica el conjunt d’efectes descrits.

Les evidéncies experimentals apunten cap a un rol d’aquestes moléecules relacionat amb Ia
xenohormesi, teoria plantejada el 2004 [115] que postula que algunes molécules produides
per les plantes en situacions d’estres, com els polifenols entre els que s’hi inclouen les
proantocianidines, actuen de senyals sobre els consumidors de les plantes fent possible

I"'adaptacid del seu metabolisme a les conseqiiencies de |'estres de la planta.

La hipotetica funcié de molécules senyal entre espécies, comporta que les proantocianidines
tinguin capacitat d’interactuar amb els processos clau de regulacié del metabolisme,
especialment en el procés d’expressid de la informacié génica. El grup de recerca en el qual
s’ha realitzat la present tesi ha comprovat que, efectivament, les proantocianidines tenen una
clara capacitat d’actuar sobre els processos de regulacid de |'expressid geénica, molt

especialment actuant sobre el sistema de receptors nuclears.

Si molecules com les proantocianidines tenen el potencial de modular selectivament
I’expressid geénica, condicionant una adaptacid homeostatica per prevenir el desequilibri
condicionat per estrés, ja sigui metabolic, oxidatiu o inflamatori, podem comprendre la

multitud d’efectes positius descrits per a les proantocianidines.

Es en aquest context que es planteja demostrar la segiient hipotesi: les proantocianidines
actuen modulant I'expressié diferencial de gens diana per condicionar una adaptacié

homeostatica que previngui situacions d’estrés metabolic, oxidatiu o inflamatori.

Per a resoldre la hipotesi s’ha realitzat un treball sistematic de recerca amb els objectius que

es descriuen a continuacio.

Una primera aproximacié ha consistit en estudiar I'efecte a curt termini de I"'administracio

d’una dosi aguda d’un extracte de proantocianidines sobre el transcriptoma hepatic. Es una
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situacio experimental forgada, fora de la realitat del context de la teoria de la xenohormesi en
la que es mou la nostra hipotesi, perdo que ens havia de permetre visualitzar si I'expressio
génica és selectivament sensible a les proantocianidines i conéixer quins gens responien a
aquesta situacid. Per a aquest plantejament s’ha fet servir una dosi de 250 mg d’un extracte de
proantocianidines de pinyol de raim/kg de pes corporal, dosi i extracte prou ben coneguts per
experiments previs del grup de recerca i en la qual ja s’havia realitzat una aproximacié similar
amb anterioritat que havia quedat com a resultats previs inicials. Aquesta primera aproximacio
constitueix I'objectiu 1 de la tesi: Estudi mitjangcant transcriptomica no dirigida dels canvis
d’expressié génica en fetge de rates tractades amb una dosi aguda d’extracte de

proantocianidines de pinyol de raim.

Una dosi de 250 mg/kg és unes 20 vegades el que podria ser un consum habitual. En humans
hom estima que en condicions de dieta normal el consum de proantocianidines és d’uns 0,5-1
g/dia, el que equival en promig a uns 7-14 mg/kg. Per tal de reproduir una situacié propera a la
realitat i ja en el context de la teoria de la xenohormesi, la seglient aproximacié experimental
ha consistit en treballar en unes condicions d’administracié cronica d’un extracte de
proantocianidines de pinyol de raim de tres setmanes de durada i a dues dosis: 5 i 25 mg/kg.
La primera, una dosi en el limit inferior del consum habitual en humans i la segona unes 2-3
vegades superior al consum habitual perd que representa una dosi consumible facilment per
humans ja que equivaldria a uns 2 g/dia de proantocianidines. En aquesta segona aproximacio,
no es tracta ja només d’identificar gens diana a curt termini, sind de comprovar quina és
I’'adaptacid bioquimica que condiciona el consum habitual d’aquestes molecules, estudi que es
configura com I'objectiu 2 de la present tesi: Estudi mitjangant transcriptomica no dirigida dels
canvis d’expressié génica en fetge de rates tractades cronicament amb dues dosis moderades

d’extracte de proantocianidines de pinyol de raim.

Les dues primeres aproximacions ens havien de servir per al punt clau d’interaccié de les
proantocianidines sobre la maquinaria d’expressié génica, treballant amb una barreja de
proantocianidines rica en monomers i oligdbmers com la que es pot donar en una dieta
habitual. En interessava, pero, coneixer si diferents molécules induien efectes diferents o
equivalents, un punt clau en la teoria que defensa el potencial de les proantocianidines com a
com a molécules senyalitzadores. Per a afrontar aquesta part s’ha utilitzat una estratégia
experimental diferent, fent servir un model de cél-lules hepatiques en cultiu tractades amb
molécules pures que esta demostrat arriben a les cél-lules entre 1 i 2 hores després del seu
consum. Aixi podiem atribuir directament els potencials efectes diferencials sobre I'expressid

génica a una o altra molécula. S’han utilitzat tres molécules diferents: un monomer,
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epicatequina, un dimer de catequina i un trimer de catequina a dosis relativament moderades
perd que permeten visualitzar el seu potencial. Aquesta part és configura com I'objectiu 3 de
la tesi: Estudi mitjangant transcriptomica no dirigida dels canvis d’expressio génica en cél-lules

hepatiques tractades amb epicatequina, dimer de catequina i trimer de catequina.

La darrera part de la tesi, cronologicament no obstant la primera que es va afrontar, pretén
buscar la simplificacié de la transcriptomica dirigida de cara a I'aplicabilitat real dels estudis
que es centren en la interaccid nutrients-gens com els que es plantegen en el present treball.
La interpretacid dels resultats en els estudis de transcriptomica no dirigida és complexa i
encara que prou util i innovadora, no és prou practica per a treballs focalitzats en problemes
bioquimics concrets o en situacions d’estrés determinat. La transcriptomica dirigida, que
precisa d’un acurat procés de seleccié dels gens d’interés, permet per contra identificar amb
relativa facilitat la interaccio dels nutrients amb el procés d’expressid génica i per tant obre les

portes a una aplicabilitat dels estudis més realista.

Donat que la primera part de la tesi va ser financada en el context d’un projecte CENIT que
buscava biomarcadors per a dissenyar ingredients funcionals utilitzables en prevencié de
patologies cardiovasculars a través de la transcriptdmica, es va realitzar un estudi amb cel-lules
hepatiques i amb cel-lules endotelials en cultiu tractades amb un extracte de
proantocianidines de pinyol de raim, amb un extracte ric en oligdmers purificat a partir de
I’extracte generic, amb epigal-locatequina gal-lat, dimer B2 i trimer C1 per tal de visualitzar els
canvis d’expressidé en un conjunt de gens implicats en la patologia cardiovascular seleccionats a
partir de la informacié bibliografica disponible. En el context global de la tesi, aquesta
aproximacié experimental s’ha configurat com I'objectiu 4, Estudi mitjan¢ant transcriptomica
dirigida dels canvis d’expressié genica en cél-lules hepatiques i cél-lules endotelials tractades
amb extracte de proantocianidines de pinyol de raim, extracte de proantocianidines ric en
oligomers, epigal-locatequina gal-lat, dimer B2 i trimer C1, ja que permet comprovar els canvis

de la transcriptomica no dirigida i ampliar I'estudi a cel-lules endotelials.
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3.1. Proantocianidines

L’extracte de proantocianidines de pinyol de raim (GSPE) ha estat proporcionat per Les Dérives
Résiniques et Terpéniques (Dax, France). D’acord amb el fabricant aquest extracte conté
essencialment un 21.3% d’estructures monomeriques, un 17.4% d’estructures dimeériques, un
16.3% d’estructures trimeriques, un 13.3% d’estructures tetrameriques, un 31,7% d’oligdmers

de proantocianidines (5-13 unitats) i un 4,7% d’acids fenolics.

Els compostos purs utilitzats per I'assaig de transcriptomica dirigida, I'epigal-locatequina gal-lat
(EGCG) i la procianidina B2 (dimer) s’han obtingut de la casa comercial Sigma (Madrid,
Espanya); i la procianidina C1 (trimer) i I'extracte de proantocianidines ric en oligomers (F8)
s’han obtingut a partir d’'un fraccionament de I’ extracte de proantocianidines de pinyol de

raim (GSPE) [79].

Els compostos purs utilitzats per I'assaig de transcriptomica no dirigida, el monomer
epicatequina, el dimer de catequina i el trimer de catequina, han estat obtinguts d’un extracte
de proantocianidines de cacau, mitjangcant una separacid en funcid del seu grau de

polimeritzacié utilitzant la técnica de HPLC semipreparativa.
3.2. Models animals

Els animals d’experimentacid utilitzats han estat rates Wistar mascle, pesant tots els animals
aproximadament 350 g en el moment del sacrifici. Han estat obtingudes de Charles River
(Barcelona, Spain). El Comite d’Etica Animal de la Universitat Rovira i Virgili ha aprovat tots els
procediments als quals han estat sotmesos aquests animals. Els animals han estat a I’estabulari
sota condicions constants de llum i temperatura, un cicle de 12 h de llum/12 h de foscor (llum
9:00h — 21:00h) i 2229C. Han estat alimentats ad libitum amb una dieta de pinso estandard
(Panlab, Barcelona, Spain) i aigua de l'aixeta. Tots els animals han tingut un minim d’una

setmana d’aclimatacié abans de comengar cada un dels diferents experiments.
3.2.1. Experiment Agut

Els animals s’han dividits en 6 grups, 3 grups control i 3 grups tractats amb GSPE, 5 rates en
cada grup. Tots els animals han estat sotmesos a un dejuni de 14h abans de 'experiment. Als
grups control se’ls ha administrat com a vehicle llard de porc mitjancant una sonda
intragastrica a una dosi 2.5 ml/Kg pes, mentre que els grups tractats han rebut conjuntament
amb el vehicle una dosi de GSPE de 250 mg/Kg pes. 1h, 3h i 5h després del tractament, els
animals han estat anestesiats intraperitonealment amb ketamina (70 mg/Kg) i xilacina (5

mg/Kg) i exsanguinats per la aorta abdominal. Els teixits d’interés han estat extrets i congelats
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immediatament en nitrogen liquid. El plasma s’ha obtingut per centrifugacié a 2500 g durant
20 min a 42C. Tant el plasma com els teixits s’"han guardat a -802C fins al moment de la seva
analisi.

3.2.2. Experiment cronic

Els animals han estat dividits en 3 grups, 1 grup control i 2 grups tractats amb GSPE, amb 10
rates en cada grup. Cada dia al grup control se li ha administrat oralment llet condensada a
una dosi de 2 ml/Kg pes com a vehicle, mentre que els grups tractats han rebut conjuntament
amb el vehicle una dosi de GSPE de 5 i 25 mg/Kg pes respectivament. Tres setmanes després
d’haver comencgat el tractament tots els animals han estat sotmesos a un dejuni de 14h abans
del sacrifici. El dia de sacrifici al grup control se li ha administrat com a vehicle llard de porc
mitjancant una sonda intragastrica 2.5 ml/Kg pes, mentre que els grups tractats han rebut
conjuntament amb el vehicle una dosi de GSPE de 5 i 25 mg/Kg pes. 3h després del
tractament, els animals han estat anestesiats intraperitonealment amb ketamina (70 mg/Kg) i
xilacina (5 mg/Kg) i exsanguinats per la aorta abdominal. Els teixits d’interés han estat extrets i
congelats immediatament en nitrogen liquid. El plasma s’ha obtingut per centrifugacié a 2500
g durant 20 min a 42C. Tant el plasma com els teixits s’"han guardat a -802C fins al moment de

la seva analisi.
3.3. Models cel-lulars
3.3.1. Cél-lules endotelials HUVEC

Les cel-lules normals HUVEC (Human Umbilical Vein Endotelial Cells) provenen d’un pool de
multiples donants, criopreservades al final d’un cultiu primari. Han estat obtingudes de
Cascade Biologics™. S’han fet créixer en medi liquid estéril (Medium 200; phenol red-free);
aquest és un medi de cultiu basal que conté aminoacids essencials i no-essencials, vitamines i
altres compostos organics, a més de traces de minerals i sals inorganiques. Es un medi
tamponat amb HEPES i bicarbonat, i esta dissenyat per ser utilitzat en incubador amb una
atmosfera al 5% C0,/95% aire. S’ha suplementat amb LSGS kit (medi complet) per tal que el
cultiu i la proliferacié de les cel-lules sigui dOptim. Les concentracions finals dels components del
medi suplementat son les seglients: serum bovi fetal (FBS), 2% v/v; hidrocortisona, 1 mg/ml;
factor de creixement epidérmic huma (EGF), 10 ng/ml; factor de creixement basic de fibroblast
(bFGF), 3 ng/ml; heparina, 10 mg/ml; a més d’una solucié d’antibiotics (gentamicina/
amfotericina B). El medi de cultiu ha d’estar protegit de la llum degut a que conté components

sensibles a la llum. S’han fet créixer en un incubador a 372C amb una atmosfera al 5% de CO,.
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Els reactius necessaris per treballar amb aquestes cel-lules s’han obtingut de Cascade

Biologics™.
3.3.1.1. Descongelacié

Les cel-lules estan emmagatzemades en un criotub en fase vapor de nitrogen liquid. Per
descongelar les cel-lules, s’ha d’ introduir la meitat del criotub dins d’un bany a 372C i agitar-lo
suaument; ha de ser una descongelacié rapida, inferior a 2 minuts. Una vegada descongelades
s’ha de fer una dilucié d’aquesta suspensié de cel-lules en medi suplementat i sembrar-les a
una densitat minima de 2.5%10% cél-lules viables/cm? (Protocol Cascade Biologics per cél-lules
HUVEC). Es recomana no tocar el cultius fins que no hagin passat 24h després d’haver sembrat
(Protocol Cascade Biologics). Quan s’ha establert el cultiu, s’ha de canviar medi cada 48h. Una

vegada les cél-lules arriben al 80% de confluéncia, s’ha de canviar el medi de cultiu cada 24h.

3.3.1.2. Tripsinitzacié i manteniment cel-lular

Per fer el manteniment cel-lular, es segueix el protocol de la casa comercial Cascade
Biologics™, amb alguna petita modificacié per tal d’optimitzar el procediment. El subcultiu es
realitza en flascons de 75 cm®. Es recomana realitzar el subcultiu una vegada han adquirit una
confluéncia del 80% per no alterar el seu cicle cel-lular. El procediment que s’ha seguit és el
seglient. En primer lloc s’aspira tot el medi del flascd, i es renten dues vegades les céel-lules
amb PBS 1X. A continuacid s’afegeixen 2 ml de tripsina i s’observen les cel-lules sota el
microscopi. Després d’uns 30 segons, les cel-lules adquireixen una morfologia arrodonida i es
comencen desenganxar de la superficie del flascd. Al cap d’un minut d’haver afegit la tripsina
totes les cél-lules han passat d’'una morfologia allargada a ser rodones completament. Aquest
procés té lloc a temperatura ambient. En aquest moment s’ha de neutralitzar la tripsina
perque no faci malbé les cel-lules. Per dur a terme aquest pas, s’afegeixen 4 ml de Trypsin
Neutralizer (Cascade Biologics™) per inactivar la tripsina, i aquesta suspensié cel-lular es posa
en un tub de rosca esteril de 15 ml. S’afegeixen 4 ml més de Trypsin Neutralizer per acabar de
recollir les cel-lules que hagin pogut quedar al flascé. Aquest volum també es posa al tub de 15
ml. A continuacié es centrifuga durant 7 minuts a 180 g (Centrifuge 5804 R, Eppendorf).
S’aspira el sobrenedant i el pellet obtingut es ressuspén en 4 ml de medi suplementat, fins a
obtenir una suspensié cel-lular homogénia. Es recomana sembrar 2.5%10° céls/cm®. Es

mantindran en un incubador a 372C amb una atmosfera al 5% de CO,.
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3.3.1.3. Tractament

Per la realitzacié de posteriors analisis d’expressid génica, les cel-lules endotelials HUVEC van
ser tractades amb I'extracte de proantocianidines de pinyol de raim (GSPE) i Fraccié 8 (F8) a

una dosi de 25 mg/| durant dues hores respectivament.
3.3.2. Ceél-lules hepatiques HepG2

Les cél-lules HepG2 sén una linia humana establerta de cél-lula d’hepatocarcinoma amb una
morfologia epitelial. Provenen d’un adolescent de 15 anys mascle caucasic. Les cel-lules
hepatiques humanes transformants HepG2 (HB8065) s’han obtingut de I’American Type
Culture Collection (ATCC).

La manera de propagar aquestes cel-lules és amb un medi de creixement complet de I’ATCC;
aquest és un medi minim essencial (Dubelcco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Cambrex).
Es suplementa amb 2 mM de L-Glutamina (Cambrex) i 0.1 mM d’aminoacids no essencials
(Cambrex); a més de serum fetal bovi al 10%, (Cambrex), que ha estat inactivat a 562C durant
30 min. S’han de mantenir a I'incubador a una temperatura de 372C amb el 5% de CO,. Al medi

és important posar penicil-lina i estreptomicina per evitar contaminacions, ambdues al 1%.
3.3.2.1. Descongelacié

Les cel-lules estan emmagatzemades en un criotub en fase vapor de nitrogen liquid. Per
descongelar les cel-lules, s’ha d’ introduir la meitat del criotub dins d’un bany a 372C i agitar-lo
suaument; ha de ser una descongelacié rapida, inferior a 2 minuts. Una vegada descongelades
s’introdueix tot el contingut del criotub, 5%10° cél-lules, en un flascé de 25 cm? Quan s’ha
establert el cultiu, s’ha de canviar el medi cada 48h. Una vegada les cél-lules arriben al 80% de

confluéncia és convenient tripsinitzar i fer subcultius.
3.3.2.2. Tripsinitzacié i manteniment cel-lular

Per fer el manteniment cel-lular, es segueix el protocol de I'’ATCC, amb alguna petita
modificacid per tal d’optimitzar el procediment. El creixement optim és en monocapa i va lligat
a com s’han sembrat les cél-lules. El subcultiu es fa en flascons de 75 cm?. El procediment que
s’ha seguit és el seglient. En primer lloc s’aspira tot el medi del flascd, i es renten dues vegades
les cel-lules amb PBS 1X. A continuacié s’afegeixen 2 ml de tripsina i s’introdueix el flascé
durant 2 minuts a I'incubador a 372C i 5% de CO,. Transcorregut aquest temps, s’observa la
superficie del flascé a contrallum. Es distingeix un tel blanquinds que es desenganxa de la
superficie del flascé. En aquest moment s’inactiva la tripsina afegint 8 ml de medi DMEM

suplementat i es pipeteja suaument per disgregar completament les cél-lules. El ratio de
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subcultiu recomanat per 'ATCC és de 1:4 o 1:6. Es mantindran en un incubador a 372C amb
una atmosfera al 5% de CO,, canviant el medi cada 48h fins al moment de tripsinitzar una altra

vegada.
3.3.2.3. Tractament

Per la realitzacié de posteriors analisis d’expressid génica, les cel-lules hepatiques HepG2 van
ser tractades amb I'extracte de proantocianidines de pinyol de raim (GSPE) i Fraccié 8 (F8) a
una dosi de 50 mg/l durant 9 hores respectivament; i amb GSPE, F8, EGCG, B2 i C1 a una dosi

de 10 mg/Il durant 9h respectivament.
3.3.3. Ceél-lules hepatiques FAO

Les cél-lules FAO és un subclon de la linia cel-lular de fetge de rata H4lIEC3 obtinguda de

I’hepatoma de Reuber H35 de fetge de rata.

El medi de creixement es prepara de la seglient manera. Es netegen 2 ampolles de 500 ml,
s’autoclaven i es deixen tota la nit a lI'estufa a 652C perqué s’assequin completament. A
continuacié es posen sota la llum UV durant un minim 30 min. En 900 ml d’aigua milli-Q
s’afegeix el contingut de medi en pols F-12 Coon’s Modification (Sigma). S’afegeixen 2,68 g de
bicarbonat sodic i s’agita fins a una dissolucié completa. S’ajusta el pH a 7,3 amb HCI 1M.
Finalment s’enrasa a 1L amb aigua milli-Q. Aquest medi s’ha de filtrar amb un filtre de 0,22 um
de diametre. Les ampolles es tapen protegides de la llum amb paper d’alumini i a una
temperatura de 42C. Pel cultiu de les cel-lules FAO el medi s’ha de suplementar amb serum
fetal bovi al 5%, (Cambrex), que ha estat inactivat a 562C durant 30 min, 0.1% fungizona
(BioWhittakker), 1% penicil-lina/estreptomicina (BioWhittakker) per evitar contaminacions.

S’han de mantenir a I'incubador a una temperatura de 372C amb el 5% de CO,.
3.3.3.1. Descongelacié

Les cel-lules estan emmagatzemades en un criotub en fase vapor de nitrogen liquid. Per
descongelar les cel-lules, s’ha d’ introduir la meitat del criotub dins d’un bany a 372C i agitar-lo
suaument; ha de ser una descongelacié rapida, inferior a 2 minuts. Una vegada descongelades
s’introdueix tot el contingut del criotub, 5%10° cél-lules, en un flascé de 25 cm? Quan s’ha
establert el cultiu, s’"ha de canviar medi cada 48h. Una vegada les cél-lules arriben al 80% de

confluéncia és convenient tripsinitzar i fer subcultius.
3.3.3.2. Tripsinitzacié i manteniment cel-lular

Per fer el manteniment es segueix el seglient procediment. El creixement optim és en

monocapa i va lligat a com s’han sembrat les cél-lules. El subcultiu es fa en flascons de 75 cm®.
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En primer lloc s’aspira tot el medi del flascd, i es renten dues vegades les cél-lules amb PBS 1X.
A continuacié s’afegeixen 2 ml de tripsina i s’introdueix el flascé durant 5 minuts a I'incubador
a 372C i 5% de CO,. Transcorregut aquest temps s’observa el flascé, s’aprecia com les cél-lules
es desenganxen de la superficie del flascd. En aquest moment s’inactiva la tripsina afegint 8 ml
de medi F-12 Coon’s Modification suplementat i es pipeteja suaument per disgregar
completament les cél-lules. Es fa un subcultiu amb una dilucié 1:4. Es mantindran en un
incubador a 372C amb una atmosfera al 5% de CO,, canviant el medi cada 48h fins al moment

de tripsinitzar una altra vegada.
3.3.3.3. Tractament

Per la realitzacié de microarrays d’alta densitat, les cel-lules hepatiques FAO van ser tractades
amb epicatequina i amb un trimer a una dosi de 50 mg/I durant 5 hores; i amb una dosi de 10

mg/| durant 5h en el cas del dimer.
3.4. Aillament i quantificacié de RNA
3.4.1. Teixit: fetge

El fetge congelat s’"homogeneitza sota atmosfera de nitrogen liquid. Per una homogeneitzacié
optima, s’utilitza el Lysing Matrix D amb I"aparell FastPrep. El RNA total s’ailla amb RNeasy mini
kit (Qiagen, Germany) segons les instruccions del fabricant. Aquest RNA s’elueix amb 60 ul
d’aigua RNasa-Free (Qiagen, Germany). La integritat i qualitat del RNA es comprova
espectrofotometricament amb el Nanodrop (Isogen Life Science) i un gel d’agarosa. Totes les
mostres de RNA tenen un ratio 0D260/280 entre 1.9i 2.1, i un ratio 0D260/230 superior a 1.8;
visualment totes les mostres presenten una excel-lent integritat. Finalment totes les mostres

es guarden a -80 °C fins al moment de la seva utilitzacié.
3.4.2. Cultiu cel-lular

El RNA s’ailla utilitzant RNeasy mini kit (Qiagen, Germany) amb les tres linies cel-lulars: HUVEC,
HepG2 i FAO.

3.5. Analisi de RT-PCR
3.5.1. Retrotranscripcio (RT)

La retrotranscripcié es fa mitjancant The High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) seguint les instruccions del fabricant, tant a les mostres de teixit com a
les mostres de cel-lules. Aquest kit permet fer una retrotranscripcié de RNA total en un volum

de reaccio de 20 ul. Aquest kit consta de 10x RT Buffer; 10x RT Random Primers; 25x dNTP Mikx,
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100 mM; MultiScribeTM Reverse Transcriptase, 50 U/ul;, RNase Inhibitor. Permet fer una
retrotranscripcié de fins a 2 mg de RNA total per cada 20 pl de reaccid. Les condicions del
termociclador (Primus 96™°; AWG AG Biotech) per dur a terme la retrotranscripcié amb
aquest kit sén: 10 minuts a 252C; 120 minuts a 372C; 5 segons a 852C, i finalment a 42C fins
que es tregui del termociclador. EI cDNA obtingut s’ha d’ emmagatzemar entre -15 i -252C fins

al moment de la seva utilitzacié.

PAS 1 PAS 2 PAS 3 PAS 4
Temperatura 25eC 37°C 852C 4°C
Temps 10 min 120 min 5seg o

Taula 6. Programa del termociclador per dur a terme la retrotranscripci6 amb High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit.

3.5.2. PCR quantitativa a temps real

La PCR (Polymerase Chain Reaction) és un metode que ens permet una amplificacié logaritmica
de fragments de DNA. Es fa una PCR Quantitativa a temps real de 20 ng de cDNA obtingut per
cada una de les mostres (Applied Biosystems). S'utilitzen sondes Tagman pels diferents gens
d’estudi (Applied Biosystems). La reaccid té lloc al termociclador 7300 Real-time PCR System
d’Applied Biosystems. Per determinar I'expressié relativa de cada un dels gens respecte a un

gen de referéncia s’aplica la férmula 2°°“ [116].

Les reaccions de PCR s’han fet sota les segilients condicions:

Incubacid Ne cicles (40 cicles)
Amg::;\/sa:ec;?JNG Desnaturalitzacié Unid/Extensid
Temperatura 50°C 95¢C 952eC 602C
Temps 2 min 10 min 15 seg 1 min
Volum 25 ul

Taula 7. Programa per dur a terme la PCR Quantitativa a Temps Real amb TagMan® Master Mix with Amperase i
sondes Tagman.

3.5.3. Tagman® Low Density Array (TLDA)

Les Tagman® Low Density Array sén unes targetes microfuidiques de 384 pous que permeten
realitzar simultaniament 384 reaccions de PCR a temps real. Aquestes targetes permeten

treballar de 1 a 8 mostres diferents en paral-lel.
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Les targetes Tagman Low Density Array (TLDA), s’han dissenyat especificament, i han estat
proporcionades per Applied Biosystems. Consten de 96 gens, dos dels quals corresponen a

controls endodgens. Han estat dissenyades per poder treballar amb diferents linies cel-lulars.

El format escollit de TLDA és el corresponent al 96a, que permet triar 96 gens diferents, 1 dels

quals correspon a un control endogen (GAPDH o -Actina), que ja ve inclds a la targeta.

Per tal d’analitzar les mostres, es segueix el mateix procediment descrit per fer Ia
retrotranscripcio, utilitzant The High-Capacity c¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). Es recomana carregar un rang de 1 a 100 ng de RNA convertit a cDNA per port.
Cada port esta constituit per 48 pous, de manera que cada dos ports correspon a una mostra
de 96 gens. Com a minim s’ha de carregar 1 ng de cDNA per pou, pero pot passar que alguns
gens no es detectin a tan baixa concentracid. Segons el Protocol d’Applied Biosystems cada
targeta microfluidica podria acceptar fins a 1 mg de cDNA per port. Tenint en compte aix0, una
vegada es disposa del cDNA, es carreguen 300 ng de cDNA per port tant per la linia cel-lular
HepG2 com per la linia cel-lular HUVEC. Cada targeta TLDA disposa de 8 ports. En cada un d’ells
es carreguen 100 ul de la mostra corresponent. Cada mostra ha de contenir 50 ul de cDNA a la
concentracié corresponent i 50 pl de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied

Biosystems).

Una vegada s’han carregat els 100 ul, s’ha de centrifugar (Heraeus Multifuge 3LR;
Sorvall®/Heraeus custom buckets and adaptors; Applied Biosystems) la targeta microfluidica a

1200 rpm dues vegades durant 1 minut.

Per analitzar la targeta microfluidica, es fa servir I'aparell d’Applied Biosystems 7900HT Fast
Real Time PCR i el programa ABIPRISM® 7900HT Sequence Detection System software (SDS 2.1
software), a més d’un document de text on estan detallats tots els gens que composen la
targeta microfluidica. Aquest software analitza cada una de les targetes de la mateixa manera
-DDCt

que la PCR quantitativa a temps real, detallada anteriorment, basant-se en el metode 2

[116].
3.6. Realitzacié de microarrays i analisi de resultats
3.6.1. Microarrays experiment cronic

Els microarrays han estat realitzats i processats a Holanda, al grup del Dr. Jaap Keijer Human

and Animal Physiology Group, a la Universitat de Wageningen.

Els microarrays corresponen a les mostres de RNA obtingudes dels fetges de rata de

I’experiment cronic, on els animals van ser tractats durant 21 dies amb GSPE.
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Les mostres de RNA van ser obtigudes com s’ha explicat anteriorment a I'apartat 3.4.1, fent el
processat de fetge i el posterior aillament de RNA amb el kit Qiagen RNeasy Mini Kit. Una
vegada aillat, es va quantificar amb I'espectrofotdmetre Nanodrop i es va mesurar la seva
integritat amb un bioanalitzador Experion, (Bio-Rad), el qual permet veure les bandes de rRNA
28S i 18S. Totes les mostres estaven en bon estat i es va poder iniciar el protocol dels

microarrays de Agilent Technologies.

Per analitzar I'expressié genica diferencial a fetge, s’han utilitzat els microarrays Rat 4x44k
whole genome gene expresion microarrays (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) d’acord
amb el procediment descrit a [117]. Breument, cada microarray conté 45.018 punts dels quals
41.012 corresponen a sondes Uniques que cobreixen tots els gens coneguts del genoma de la
rata i els seus transcrits primaris. Per la seva realitzacié es segueix el procediment descrit pel

fabricant.

Totes les mostres van ser analitzades individualment utilitzant 1 ug de RNA total, que va ser
utilitzat per la sintesi de cDNA mitjancant un kit d’Agilent i seguint les intruccions del fabricant.
Cada mostra de cDNA es va dividir en dues aliquotes per la subseglient amplificacid linial de
cRNA i marcatge utilitzant Agilent Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit: una
(mostra) va ser marcada amb Cianina 5-CTP (Cy5), i I'altra (referéncia) va ser marcada amb
Cianina 3-CTP (Cy3). Aquests cRNA’s marcats amb Cy5 o Cy3 van ser purificats amb RNeasy
mini columns (Qiagen), obtenint en tots els casos una puresa superior a 825 ng i una activitat
especifica tant per Cy5 com per Cy3 (pmol Dye/pg cRNA) superior 10. Es va generar un pool de
referencia amb una quantitat equimolar de cada una de les mostres de cRNA marcades amb
Cy3. Per la hibridacié de les mostres es va preparar un tub per cada una de les mostres que
contenia 825 ng del pool marcat amb Cy3 i es van afegir a cada tub individualment 825 ng de
cada una de les mostres marcades amb Cy5. D’aquesta manera es va obtenir un tub per cada
una de les mostres amb la seva corresponent referéncia. Seguidament es va seguir el protocol
d’hibridacid i rentat d’Agilent. Els microarrays van ser escanejats amb un escaner d’Agilent, tan
a baixa com a alta intensitat, i subsegiientment quantificats utilitzant el programa Feature
Extraction 10.5.1.1 d’Agilent Technologies. A continuacid, es va realitzar un control de qualitat
utilitzant el programa LimmaGUI en R. Tots els arrays van passar aquest control de qualitat i
van ser carregats al programa GeneMaths XT 2.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium). La intensitat de cada punt es va normalitzar i corregir per la intensitat del seu
background, descartant els punts que tinguéssin una intensitat mitjana de Cy5 menor de dues
vegades la mitjana del background. Finalment es va fer un analisi estadistic amb el programa

GeneMaths XT 2.1 i posteriorment es van exportar els resultats al programa Microsoft Excel.
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Els gens regulats significativament van ser identificats utilitzant un test t de Student (p<0,05)
ajustat amb False Discovery Rate (FDR) amb un tall del 5% d’acord amb el procediment de

Benjamin-Hochberg.

Per interpretar els canvis d’expressié es va utilitzar el programa de rutes metaboliques
MetaCore (GeneGo Inc.) Donat que aquests programes no reconeixen la totalitat dels gens que
tenen un canvi d’expressid, es va complementar utilitzant bases de dades i consultant el

Pubmed.
3.6.2. Microarrays experiment agut i experiment amb cél-lules FAO

Els microarrays han estat realitzats i processats a Barcelona, a la Plataforma de
Transcriptomica del Parc Cientific de Barcelona. La part experimental I’ha realitzat la Dra. Lidia
Sevilla, responsable de la Plataforma de Transcriptdomica del Parc Cientific de Barcelona i
I'analisi de dades ha estat realitzat pel Dr. Sergi Beltran Agullé, de la Unitat de

Bioinformatica dels Serveis Cientificotecnics del Parc Cientific de Barcelona.

Els microarrays corresponen a les mostres de RNA obtingudes dels fetges de rata de
I’experiment agut, on els animals van ser tractats durant 3h amb GSPE, i a les mostres de RNA
obtingudes de les cel-lules hepatiques FAO tractades amb epicatequina i un trimer de
catequina durant 5h a una dosi de 50 mg/|, i un dimer de catequina durant 5h a una dosi de 10

mg/I.

Les mostres de RNA van ser obtigudes com s’ha explicat anteriorment als apartats 3.4.1i3.4.2,
fent el processat de fetge o cel-lules i el posterior aillament de RNA amb el kit Qiagen RNeasy
Mini Kit. Per analitzar I'expressidé génica diferencial a fetge o cel-lules, s’han utilitzat els
microarrays Rat 4x44k whole genome gene expresion microarrays (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). Cada microarray conté 45.018 punts dels quals 41.012 corresponen a sondes
Uniques que cobreixen tots els gens coneguts del genoma de la rata i els seus transcrits
primaris. Es segueix el protocol One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis (Quick

Amp Labelling) de Agilent Technologies.

La quantitat, puresa i qualitat del RNA es determina espectrofotométricament utilitzant un
NanoDrop i posteriorment amb el Bioanalyzer 2100 capillar electrophoresis. Totes les mostres
van ser analitzades individualment utilitzant 0,5 ug de RNA total. Aquest RNA total i els spike-in
van ser marcats amb Cy3 utilitzant el Agilent One-Color Quick Amp Kit. Totes les mostres
marcades amb fluorocrom van ser hibridades individualment en cada un dels microarrays. Tant
la hibridacié com els posteriors rentats es van realitzar d’acord amb les recomanacions del

fabricant.
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Per cada un dels microarrays es van obtenir una serie de fitxers de dades GenePix (GPR),
utilitzant I'escaner Axon 4000B i el programa GenePix 6 (Molecular Devices Corp., Sunnyvale,
CA, USA). Tots els fitxers van ser analitzats amb el paquet Limma (BioConductor) [118, 119]. Es
segueix un protocol de normalitzacié de dades i correccié per un background determinat per
considerar quins sén els gens expressats, similar a |'utilitzat als microarrays realitzats per
I’experiment cronic. Es lleugerament diferent degut a que en aquest cas les mostres sén
marcades amb un unic fluorocrom, Cy3. El gens amb una p<0,05 i un fold-change superior a
1,5 o inferior a -1,5 es van considerar significativament regulats. Es va realitzar un analisi amb

GeneOntology tal com esta descrit a [120].

Per interpretar els canvis d’expressié es va utilitzar el programa de rutes metaboliques
MetaCore (GeneGo Inc.) Donat que aquests programes no reconeixen la totalitat dels gens que
tenen un canvi d’expressio, es va complementar utilitzant bases de dades i consultant el

Pubmed.
3.7. Determinacio de citocrom c a fetge

El kit de citocrom c és d’Invitrogen i es basa en la técnica de sandwich ELISA (Enzyme-Linked
Immuno-Sorbent Assay). Aquest assaig permet detectar i quantificar el citocrom c present en

mostres d’origen huma, de ratoli o de rata tant en lisats cel-lulars com en extractes tissulars.

Als pouets de la placa s’ha fixat un anticds monoclonal especific per citocrom c. Tant patrons
que contenen citocrom ¢, com mostres o controls es pipetegen directament sobre aquests
pouets. Durant la primera incubacid, I'antigen de citocrom c s’uneix o és capturat per I'anticds
immobilitzat. Després del primer rentat, un anticés secundari conjugat amb biotina i especific
per citocrom c s’afegeix a cada un dels pous. Durant la segona incubacid, aquest anticds
secundari serveix per detectar el citocrom c capturat per I'anticds primari mitjancant la seva
unié. Després d’'un segon rentat, s’afegeix Estreptavidina-Peroxidasa a cada un dels pous.
Aquest s’uneix a l'anticds conjugat amb biotina formant el quart membre del sandwich.
Després de la tercera incubacio i la eliminacié de I'excés d’Estreptavidina-Peroxidasa (enzim),
s’afegeix una solucié substrat que actua sobre I'enzim que s’ha unit produint una coloracié
blava, la intensitat de la qual és proporcional a la quantitat de citocrom c present. La reaccié
s’atura amb una solucié Stop que canvia el color de blau a groc. La intensitat d’aquesta
coloracié groga es mesura a 450 nm. La concentracid de citocrom c a les mostres es determina
interpolant les lectures d’absorbancia amb una recta patré obtinguda d’'un estandard de

citocrom c.
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Per la determinacid de citocrom c s’ha seguit el protocol proporcionat pel fabricant

(Cytochrome c Immunoassay kit, KHO1051; Invitrogen, USA).
Procediment

Preparacié de les mostres de fetge: per cada 0,2 g de teixit s’afegeixen 2 mL de tampé
d’homogeneitzacioé fred, que conté sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7,4 i
s’afegeix PMSF a concentracié final de 1 mM com a inhibidor de proteases. Es segueix el
procediment descrit pel fabricant amb alguna modificacid. El teixit s’Thomogeneitza amb
homogeneitzadors tipus Potter de vidre amb cul cilindric i amb mandril intern rotatori de
teflon. EI mandril esta acoblat a un motor eléctric giratori de taladradora Bosch. La
homogeneitzacié de les mostres es fa en fred. Una vegada obtinguts els homogenats, es
centrifuguen 10 min a 1000 g i 49C. Es descarta el pellet. El sobrenedant obtingut es centrifuga
15 min a 13.000 g a 49C. El sobrenedant obtingut correspon a la Fraccié Citosolica i el pellet
correspon a la Fracciéd Mitocondrial. Aquest pellet es ressuspen amb tampé de ressuspensié
fred, que conté sacarosa 70 mM, manitol 220 mM, HEPES 2 mM i EDTA 1 mM. S’aliquota cada
una de les fraccions i es guarden a -802C fins al moment de la seva analisi. Juntament amb la
determinacié de citocrom c de cada una de les fraccions també es quantificara la proteina de

cada una d’elles amb el métode de Bradford.

1. Es porten tots els reactius a temperatura ambient. Abans de la seva utilitzacié es
barregen suaument.

2. Es prepara el Cytochrome c Standard i les mostres amb Sample Diluent Buffer. A
les mostres de Fraccid citosolica se’ls ha aplicat una dilucié 1/10, i a les mostres de
Fraccié mitocondrial se’ls ha aplicat una dilucié 1/5.

3. S’afegeixen 100 ul tant dels patrons com de les mostres préviament preparades
als pouets de Cytochrome c Antibody Coated Wells. Als pous que faran de blanc
no se’ls afegeix res. Es colpeja la placa suaument per barrejar la mostra. Es cobreix
la placa amb un film adhesiu.

4. S’incuba la placa a temperatura ambient durant 2h.

5. Es renten els pouets 4 vegades amb 1x Wash Buffer que es prepara a partir de 25x

Wash Buffer amb aigua milli-Q.
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6. S’afegeixen 100 wl de Anti-Cytochrome c (Biotin Conjugate) a cada un dels pouets
exepte als blancs. Es colpeja la placa suaument per barrejar la mostra. Es cobreix la

placa amb un film adhesiu.

7. S’incuba la placa a temperatura ambient durant 1h.
8. Es renten els pouets 4 vegades amb 1x Wash Buffer.
9. S’afegeixen 100 ul de Streptavidin-HRP Working Solution a cada un dels pouets

excepte als blancs. Es cobreix la placa amb un film adhesiu. Streptavidin-HRP
Working Solution es prepara amb un concentrat de Streptavidin-HRP 100x

atemperat a temperatura ambient amb HRP Diluent, que sera Streptavidin-HRP

Ix.
10. S’incuba la placa a temperatura ambient durant 30 min.
11. Es renten els pouets 4 vegades amb 1x Wash Buffer.

12. S’afegeixen 100 ul de Stabilized Chromogen a cada un dels pouets.

13. S’incuba la placa a temperatura ambient durant 30 min i a la foscor.

14. S’afegeixen 100 ul de Stop Solution a tots els pous.

15. Es mesura I'absorbancia a 450 nm.

16. A partir de la recta patré amb les variables absorbancia i concentracié, es calcula la

concentracio de citocrom c de totes les mostres.

En tots els casos es corregeixen els resultats per la concentracio de proteina de cada una de les

mostres.
3.8. Determinacié de Hsp70 a fetge

El metode utilitzat ha estat un ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay). Aquest assaig
proporciona un metode per detectar i quantificar la Hsp70 induible en mostres d’origen huma,
de ratoli o de rata i permet una determinacié reproduible, acurada i precisa de Hsp70 induible

tant en lisats cel-lulars com en extractes tissulars.

Aquest assaig ELISA per la Hsp70 es basa en la técnica de sandwich. Els pouets de la placa
estan recoberts d’un anticds monoclonal de ratoli especific per la Hsp70 induible. Aquesta és
atrapada per l'anticés immobilitzat i posteriorment detectada per un anticds policlonal de
conill especific. Aquest anitcds policlonal s’uneix subseglientment amb I'anticés anti-IgG de
conill conjugat amb peroxidasa de rave picant. L’assaig té lloc amb tetrametilbenzidina (TMB)
com a substrat, donant lloc a una coloracid blava que és proporcional a la quantitat de Hsp70
capturada. La reaccidé s’atura amb una solucié acida que canvia el color de blau a groc. La

intensitat d’aquesta coloracié groga es mesura a 450 nm. La concentracié de Hsp70 a les
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mostres es

guantifica interpolant les lectures d’absorbancia amb una recta patré obtinguda

d’un estandard de Hsp70.

. Hsp70
i i i i i Anti-Hsp70
. . . . Y Anti-Hsp70

LYY 4 comonnon

Per la determinacio de la Hsp70 s’ha seguit el protocol proporcionat pel fabricant (Hsp70 ELISA

kit, EKS-700B; Assay Desings Inc, USA).

Procediment

Preparaci6 de les mostres de fetge: per cada 0,5 cm? de teixit (aprox. 0,15 - 0,2 g)
s’afegeix 1 ml de 1x Extraction Reagent, que es prepara a partir de 5x Extraction
Reagent amb aigua milli-Q. S’afegeix PMSF a concentracio final de 0,1 mM com a
inhibidor de proteases. Es segueix el procediment descrit pel fabricant amb alguna
modificacid. El teixit s"homogeneitza en el FastPrep FP120, utilitzant Lysing Matrix
D, MP Biomedicals, USA. Una vegada processat el teixit, es centrifuga 15 min a
20.000g a 49C, s’aliquota i es guarda la mostra a -802C fins al moment de la seva
analisi. Juntament amb la determinaciéo de la Hsp70, també es quantificara la
proteina total amb el metode de Bradford.

Es porten tots els reactius a temperatura ambient.

Es prepara el Recombinant Hsp70 Standard i les mostres amb Sample Diluent 2. A
totes les mostres se’ls ha aplicat una dilucié 1/5, que és la dilucié minima que
recomana el fabricant perque la matriu de 1x Extraction Reagent no interfereixi en
I'assaig.

S’afegeixen 100 ul tant dels patrons com de les mostres préviament preparades
als pouets del Anti-Hsp70 Immunoassay Plate. Es cobreix la placa amb un film
adhesiu.

S’incuba la placa a temperatura ambient durant 2h.

Es renten els pouets 4 vegades amb 1x Wash Buffer que es prepara a partir de 20x
Wash Buffer amb aigua milli-Q.

S’afegeixen 100 wl de Hsp70 Antibody a cada un dels pouets. Es cobreix la placa
amb un film adhesiu.

S’incuba la placa a temperatura ambient durant 1h.

Es renten els pouets 4 vegades amb 1x Wash Buffer.
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10. S’afegeixen 100 ul de Hsp70 Conjugate a cada un dels pouets. Es cobreix la placa
amb un film adhesiu.

11. S’incuba la placa a temperatura ambient durant 1h.

12. Es renten els pouets 4 vegades amb 1x Wash Buffer.

13. S’afegeixen 100 wl de TMB substrate a cada un dels pouets.

14. S’incuba la placa a temperatura ambient durant 30 min i a la foscor.

15. S’afegeixen 100 ul de Stop Solution 2 a tots els pous.

16. Es mesura I'absorbancia a 450 nm, amb correccié a 570 nm.

17. A partir de la recta patré amb les variables absorbancia i concentracid, es calcula la

concentracié de Hsp70 de totes les mostres.

En tots els casos es corregeixen els resultats per la concentracié de proteina de cada una de les

mostres.
3.9. Determinacio de I'activitat caspasa 3 a fetge

L’assaig de caspasa 3 proporcionat per Sigma, és un kit colorimeétric basat en la hidrolisi del
peptid acetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilina (Ac-DEVD-pNA) per la caspasa 3, del que resulta
I'alliberament de p-nitroanilina. (pNA). La p-nitroanilina té un maxima absorbancia a 405 nm
(emM = 10.5). La concentraci6 de pNA alliberada es calcula extrapolant els resultats

d’absorbancia de les mostres amb una recta patré preparada amb un estandard de pNA.

Per la determinacié de la caspasa 3 s’ha seguit el protocol proporcionat pel fabricant (Caspase

3 Assay Kit, colorimetric CASPC3; Sigma-Aldrich, USA).
Procediment

1. Preparacié de les mostres de fetge: per cada 0,05 g s’afegeixen 400 ul de 1x Lysis
Buffer, que es prepara a partir de 5x Lysis Buffer amb aigua 17 megohm inclosa al kit.
S’afegeix PMSF a concentracié final de 1 mM com a inhibidor de proteases. Es segueix
el procediment descrit pel fabricant amb alguna modificacid. El teixit s’"homogeneitza
en el FastPrep FP120, utilitzant Lysing Matrix D, MP Biomedicals, USA. Una vegada
processat el teixit es centrifuga 15 min a 20.000g a 42C, s’aliquota i es guarda la mostra
a -802C fins al moment de la seva analisi. Juntament amb la determinacié de la caspasa
3, també es quantificara la proteina total amb el metode de Bradford.

2. Es porten tots els reactius a temperatura ambient.

3. Es prepara el pNA Standard en 1x Assay Buffer. La concentracié maxima és de 200

uM, del que es van fent dilucions seriades 1/2, fins a un total de 6 patrons. Aquest s’ha
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preparat a partir de 10x Assay Buffer amb aigua 17 megohm. Les mostres no
requereixen dilucid.

S’afegeixen 10 ul de cada una de les mostres a cada un dels pouets de placa.

S’afegeix la quantitat corresponent de 1x Assay Buffer.

S’afegeixen 10 ul d’ inhibidor 200 wM als pous corresponents.

S’inicia la reaccié afegint 10 ul de substrat de caspasa 3 a 2 mM a tots els pous.

Es colpeja la placa suaument per barrejar tots els components.

© ©® N o v &

Es cobreix la placa amb un film adhesiu. S’incuba durant 6h a 372C.

10. Atemps 0ia 360 min es mesura lI'absorbancia a 405 nm.

11. A partir de la recta patré amb les variables absorbancia i nmols de pNA, es calculen els
nmols de pNA presents a cada un dels pous per calcular posteriorment I'activitat de

caspasa 3 de totes les mostres.

Caspasa 3 Inhibidor Substrat

Lisat tissular P 1x Assay Caspasa 3 Caspasa 3
5 ug/mL Buffer 200 um > M
Blanc - - 90 wl - 10 ul
Mostra 10 ul - 80 ul - 10 ul
Mostra + Inhibidor 10 ul - 70 wl 10 wl 10 ul
Control Positiu - 5ul 85 ul - 10 ul
Control Negatiu - 5ul 75 wl 10 wl 10 ul

Taula 8. Esquema de la reaccid per la determinacié de caspasa 3 a realitzar en placa de 96 pouets.

L’activitat de la caspasa 3 correspon als nmols pNA/min/ml; on el temps sén 360 min (6h) i el

volum de mostra sén 0,01 ml. Els nmols de pNA es calculen a partir de la recta patré.

En tots els casos es corregeixen els resultats per la concentracid de proteina de cada una de les

mostres. De manera que s’obté nmols pNA/min/mg prot.
3.10. Determinacio de la proteina C reactiva a plasma

El principi d’aquest assaig es basa en un sandwich ELISA, el qual ens permet detectar la
concentracié de proteina C reactiva (CRP) present al plasma dels animals d’estudi. La CRP és
una proteina de fase aguda. Aquestes proteines es troben al plasma i la seva concentracié
augmenta considerablement després d’una infeccio, inflamacié o trauma. La primera proteina
de fase aguda descoberta en humans va ser la CRP [121]. Es sintetitzada pel fetge i els seus
nivells al torrent sanguini augmenten rapidament, de I'ordre de 1000 vegades entre 24 i 48

hores després d’un dany al teixit, perdo que poden disminuir també molt rapid una vegada ha
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desaparegut l'estimul. S’ha proposat que la funcié de CRP pot ajudar en I'activacié del

complement i que també pot influenciar la funcié fagocitica dels macrofags [74].

La CRP present a les mostres reacciona amb els anti-CRP dels anticossos, els quals es troben
adherits a la superficie dels pous de la placa. Després de retirar les proteines que no s’han unit
mitjancant un rentat, els anticossos de anti-CRP es conjuguen amb peroxidasa de rave (HRP).
El pas seglient és afegir un substrat cromogénic 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB), que ddna
lloc a una coloracié blava. La quantitat d’enzim que s’ha unit varia directament amb la
concentracié de CRP present a la mostra. Un cop s’atura la reaccio i es llegeix I'absorbancia a
450 nm tant de les mostres com de la recta patré preparada. La concentracié de CRP a les
mostres es quantifica interpolant les lectures d’absorbancia amb una recta patré obtinguda

amb un estandard de CRP.

Per la determinacio de la CRP s’ha seguit el protocol proporcionat pel fabricant (Rat CRP ELISA,

E-25CRP; Immunology Consultants Laboratory, Inc. USA).

Procediment

1. Es porten tots els reactius a temperatura ambient.
2. Es preparara una recta patré d’acord amb el procediment descrit en el protocol.
3. Es preparen les mostres de plasma aplicant una dilucié 1/12.000 amb el diluent

present al kit.

4, S’afegeixen 100 ul tant dels patrons com de les mostres préviament preparades
als pouets. Es cobreix la placa amb un film adhesiu.

5. S’incuba la placa a temperatura ambient durant 10-12 minuts.

6. Passat aquest temps, es renten els pouets 4 vegades amb 1x Wash Solution que es
prepara a partir de 20x Wash Solution Concentrate amb aigua milli-Q.

7. S’afegeixen 100 ul de Enzyme-Antibody Conjugate amb la dilucié corresponent a
cada un dels pouets. Es cobreix la placa amb un film adhesiu.

8. S’incuba la placa a temperatura ambient durant 10-12 minuts.

9. Passat aquest temps, es renten els pouets 4 vegades amb 1x Wash Solution.

10. S’afegeixen 100 ul de TMB substrate a cada un dels pouets.

11. S’incuba la placa a temperatura ambient durant 5 min i a la foscor.

12. S’afegeixen 100 ul de Stop Solution a tots els pous.

13. Es mesura I'absorbancia a 450 nm.

14. A partir de la recta patré amb les variables absorbancia i concentracid, es calcula la

concentracié de CRP de totes les mostres.

71



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
GENS DIANA DE LES PROANTOCIANIDINES

Sabina Diaz MartlBeMATERIALS | METODES
ISBN:978-84-694-0330-3/DL:T-209-2

En tots els casos és corregeixen els resultats per la concentracid de proteina de cada una de les

mostres.
3.11. Activitats enzimatiques
3.11.1. Preparacié de mostres i homogeneitzacio

Un cop s’han extret les mostres dels teixits, i després de pesar-les, s’"homogeneitzen per tal
d’obtenir els homogenats crus, que s’utilitzaran per a la valoracié de les activitats

enzimatiques.

No tots els teixits es poden homogeneitzar directament, ja que la seva consisténcia ho fa molt
dificultds. Aixi, les mostres de fetge, ronyd i cervell, s’homogeneitzen sense cap mena de
dificultat, mentre que per a I'homogeneitzacié de les mostres de teixit muscular, intesti i
estémac, fa falta trinxar abans les mostres amb un bisturi per tal de facilitar la seva
homogeneitzacié. Un cas a part, sén les mostres de pell, que degut a la seva consisténcia,
s’han de tallar, primerament amb unes tisores, fent trossets molt petits, i a continuacié trinxar-

los amb el bisturi, abans d’homogeneitzar-los.
3.11.2. Medi d’homogeneitzacié

El medi utilitzat per a fer les homogeneitzacions consisteix, en esséncia, en el tampd de Krebs i
Ringer, al que se li afegeix: dextra, per augmentar la seva viscositat; 2-mercaptoetanol, com a
protector dels grups sulfhidril; EDTA-Na,, com a quelador dels ions metal-lics pesants;
albumina bovina, com a protector proteic generic, i finalment Triton X-100, com a detergent

disruptor dels organuls cel-lulars i subcel-lulars.

El medi d’homogeneitzacié es prepara de nou cada dia, quedant la seva composicié final de la

seglient manera:

Reactiu Reférencia Concentracié final

Albumina bovina Sigma A7888 0,05 %
Triton X-100 Sigma T8787 0,10 %
Dextra Sigma D1390 0,10 %
2-Mercaptoetanol Sigma M6250 2,5mM

NaCl Panreac 121659.1211 118,5 mM
KH,PO,4 Panreac 131509.1211 1,2 mM
MgS0,4.7H,0 Carlo Erba 459667 1,2 mM
NaHCO; Sigma S6014 24,9 mM

KCI Scharlau 21209 4,7 mM
CaCly.2H,0 Sigma C3306 2,5mM
EDTA-Na,.2H,0 Carlo Erba 405491 5mM

Taula 9. Composicio del medi d’homogeneitzacid.
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Abans de fer servir aquest medi d’homogeneitzacié s’ha d’ajustar el pH a 7,4.

Per homogeneitzar les mostres s’utilitzen homogeneitzadors tipus Potter-Elvehiem de vidre i
de cul cilindric de 15 ml de capacitat i amb el mandril intern rotatori de teflon. El mandril esta

acoblat a un motor eléctric giratori de taladradora Bosch.

L’'homogeneitzacié de les mostres es fa de la seglient manera: es posa la mostra (1g) dins de
I’'homogeneitzador i s’afegeixen 10 ml de medi d’homogeneitzacié fred, i s’homogeneitza fent
moure el recipient extern, de vidre, de ’homogeneitzador amunt i avall, aplicant successives
descompressions mentre el mandril intern gira, per tal d’aconseguir que es trenquin els
organuls subcel-lulars. En tot moment s’ha de tenir cura que el medi d’homogeneitzacié no
s’escalfi, si és necessari, es posa I’homogeneitzador dins d’un bany aigua-gel. Un cop enllestida
I’'homogeneitzacid, s’han de filtrar les mostres a través d’una gasa o malla de nylon, de porus
petit, per tal d’eliminar els fragments residuals grossos de teixit que puguin taponar les
micropipetes. A aquests homogenats filtrats se’ls anomena homogenats crus, i sén els que

s’utilitzen directament per fer les determinacions de les activitats enzimatiques.

Es poden guardar aliquotes d’aquests homogenats crus en eppendorf de 1,5 ml de capacitat

per fer posteriors valoracions de proteines.
3.11.3. Glutamat oxalacetat transaminasa (GOT)

Per la determinacié de GOT s’utilitza un kit enzimatic (QCA, Barcelona, Espafia), d’acord amb el
procediment descrit pel fabricant amb alguna petita modificacié per optimitzar el procés. Es fa
una dilucié 1/20 a ’'homogenat de fetge. Es mesura la disminucié d’absorbancia de NADH a la

reaccio.

L - Gor R . .
a. o-cetoglutaric + a. aspartic = — a. L-glutamic + a. oxalacetic

H
3. oxalacetic + NADH + H* — 3. L-malic + NAD*

3.11.4. Glutamat piruvat transaminasa (GPT)

Per la determinacio de GPT s’utilitza un kit enzimatic (QCA, Barcelona, Espaia), d’acord amb el
procediment descrit pel fabricant amb alguna petita modificacié per optimitzar el procés. Es fa

una dilucié 1/20 a ’'homogenat de fetge. Es mesura la disminucié d’absorbancia de NADH a la

reaccio.
\ b . . GPT b x . b . ’ .
a. a-cetoglutaric + L-alanina — a. L-glutamic + a. pirdvic
. ’ . LDH \ Y .
a. piravic + NADH + H* — a. L-lactic + NAD*
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3.11.5. Glutamat deshidrogenasa (GDH)

Aguest metode consisteix en la mesura espectrofotomeétrica dels canvis de concentracié de
NADH i NAD en condicions adequades, i son proporcionals a I'activitat de I'enzim present a la

mostra.

a-cetoglutarat + NADH + H* + NH; «— L-glutamat + NAD* + H,0

L'oxidacio del NADH es segueix espectrofotometricament a 340 nm i és directament
proporcional a I'activitat de I’enzim GDH. Les condicions optimes de pH 8.0, temperatura 252C
i concentracié dels substrats i coenzim corresponen a les descrites per Schmith (1975). Es fa

una dilucié 1/20 a ’'homogenat de fetge.

CUBETA ul CONCENTRACIO
Tampo6 TEA/EDTA (100 mM/6mN) pH 8 350 58,4 mM /3,5 mM

ADP 10 mM 50 0,42 mM
HNH,CO; 1M 50 83,33 mM
NADH 6 mM 25 0,25 mM

LDH 220 U/ml 25 55U

Mostra dil 1/20 50

Agitar per inversio i esperar DO estable
a-cetoglutarat 50 10 mM
Registrar DO durant 3 min a 340 nm

Taula 10. Esquema de la reaccid per la determinacié de glutamat deshidrogenasa.

3.11.6.  Glutamina sintetasa (GS)

La determinacid de I'’enzim Glutamina sintetasa es basa en la reaccié seglient:

AsO,
glutamina + NH,0OH + ADP ———— L-glutamil-hidroxamat + ADP

La GS catalitza la formacidé de y-glutamil-hidroxamat a partir d’hidroxilamina i glutamina, en

presencia d’ADP i de ions arsenat i manganes.

En les condicions de determinacid I'equilibri esta desplagat cap a la formaci6 de y-glutamil-
hidroxamat que es pot valorar colorimétricament per la formacié de complexos de coloracio

caracteristica amb les sals ferriques de maxima absorcié del complex ferric-hidroxamat.
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CUBETA ml CONCENTRACIO
Reactiu de la GS 2,05
Tampd Tris-HCI 0,56 M pH 7,4 266 mM
Hna,As0, 0,14 M 13,3 mM
MnCl, 0,14 M 0,6 mM
NaOH 2N 0,13 N
NH,OH.HCI 0,2 M 133,3 mM
ADP-Na,; 3,3 mM 2,22 mM
Glutamina 0,2 M 133,33 mM
Inici reaccié
Mostra | 1

A0, 10i 20 min es treuen aliquotes de la mostra d’1 ml, i es posen en tubs que contenen:

Reactiu feérric | 0,67
Tricloroacetic 20% 8%
(NO3)sFe.9H,0 120 mM

Centrifugar a 1500 rpm durant 30 min, separar els sobrenedants i filtrar les mostres a través d’un coté-
fluix. Llegir a DO 500 nm

Temperatura d’icubacié 379C

Taula 11. Esquema de la reaccié per la determinacié de glutamina sintetasa.

Es fa una recta patré per determinar la concentracié de y-glutamil-hidroxamat a les mostres i

poder fer posteriorment els calculs per la determinacié de I'activitat GS.

Tubs 1 2 3 4 5
Reactiu GS (ul) 650 650 650 650 650
Medi d’homogeneitzacio (ul) 350 350 350 350 350
Reactiu ferric (ul) 670 670 670 670 670
Patré y-GH 100 mM (wl) 0 1 2 5 7
nmols y-GH/tub 0 100 200 500 700

Taula 12. Composicié de la recta patré per la determinacié de glutamina sintetasa.

3.12. Determinacié de parametres plasmatics

3.12.1. Glucosa

La glucosa plasmatica ha estat mesurada amb un kit enzimatic colorimétric (QCA,

Barcelona, Espanya), d’acord amb el procediment descrit pel fabricant amb alguna petita

modificacidé per optimitzar el procés. La intensitat de la coloracié rosada que es forma és

proporcional a la concentracié de glucosa present a la mostra.
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3.12.2.  Triglicerids

Els triglicerids plasmatics han estat mesurats amb un kit enzimatic colorimetric (QCA,
Barcelona, Espanya), d’acord amb el procediment descrit pel fabricant amb alguna petita
modificacidé per optimitzar el procés. La intensitat de la coloracid rosada que es forma és

proporcional a la concentracid de triglicérids presents a la mostra.
3.12.3.  Colesterol

El colesterol total plasmatic ha estat mesurat amb un kit enzimatic colorimétric (QCA,
Barcelona, Espanya), d’acord amb el procediment descrit pel fabricant amb alguna petita
modificacié per optimitzar el procés. La intensitat de la coloracid rosada que es forma és

proporcional a la concentracié de colesterol present a la mostra.
3.12.4.  Acids grassos lliures

Els acids grassos lliures plasmatics han estat mesurats amb un kit enzimatic colorimetric (Wako
Chemicals GmbH, Madrid, Espanya), d’acord amb el procediment descrit pel fabricant amb
alguna petita modificacié per optimitzar el procés. La intensitat de la coloracié lila que es

forma és proporcional a la concentracié d’acids grassos presents a la mostra.
3.12.5. B-Hidroxibutirat

El B-hidroxibutirat plasmatic ha estat mesurat amb un kit enzimatic (Biotecnica 2000, Madrid,
Espanya), d’acord amb el procediment descrit pel fabricant amb alguna petita modificacié per
optimitzar el procés. L'increment d’absorbancia de NADH és directament proporcional a la

guantitat de B-hidroxibutirat present a la mostra.
3.12.6. Glicerol

El glicerol plasmatic ha estat mesurat amb un kit enzimatic (r-Biopharm, Madrid, Espanya),
d’acord amb el procediment descrit pel fabricant amb alguna petita modificacié per optimitzar
el procés. La disminucié d’absorbancia de NADH és directament proporcional a la quantitat de

glicerol present a la mostra.
3.12.7. Lactat

El lactat plasmatic ha estat mesurat amb un kit enzimatic (r-Biopharm, Madrid, Espanya),
d’acord amb el procediment descrit pel fabricant amb alguna petita modificacié per optimitzar
el procés. L'increment d’absorbancia de NADH és directament proporcional a la quantitat de

lactat present a la mostra.
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3.12.8. Urea

La urea plasmatica ha estat mesurada amb un kit enzimatic colorimetric (QCA, Barcelona,
Espanya), d’acord amb el procediment descrit pel fabricant amb alguna petita modificacié per
optimitzar el procés. La intensitat de la coloracié verda que es forma és proporcional a la

concentracié de urea a la mostra.
3.13. Citotoxicitat

Per determinar la citotoxicitat dels compostos utilitzats als experiments in vitro s’utilitza

I’assaig Lactat deshidrogenasa (LDH) amb un kit enzimatic (QCA, Barcelona, Espanya).

Aquest assaig es basa en la interconversié de L-Lactat i Piruvat per la Lactat deshidrogenasa, i
s’utilitza per evaluar els danys cel-lulars, ja que la LDH és un enzim exclusivament intracel-lular.
La disminucié de la seva activitat a I'interior de les cél-lules o la preséncia al medi indica lisi

cel-lular.

Per determinar la citotoxicitat, s’'incuben les cel-lules durant 24h amb cada un dels compostos

utilitzats.
3.13.1.  Preparacio de les mostres

Per determinar I'activitat LDH al medi, aquest s’aspira i es centrifuga a 3000 g, 5 minuts a 49C,
per eliminar possibles restes de cel-lules o altres residus. El sobrenedant obtingut es guarda a
la nevera a 42C fins al moment de la determinacié de LDH. Els pous on estan les cel-lules es
renten una vegada amb PBS 1x atemperat a 372C. A continuacio, s’afegeix solucié de lisat
freda, que és una solucié 25 mM d’HEPES a pH 7.0 i 0.1% de Tritd X-100 (p/v) en aigua. Una
vegada s’ha afegit a tots els pous la solucié de lisat, la placa s’incuba 20 minuts sobre gel.
Transcorregut aquest temps, es recullen les cél-lules rascant amb la punta de la micropipeta.
Aquest procediment s’ha de fer mantenint la placa sobre gel. Les mostres de cel-lules lisades
es guarden a 42C fins al moment de la determinacié de LDH. L’assaig de LDH es fara

immediatament després de recollir totes les mostres, tant de medi com de lisat cel-lular.
3.13.2.  Assaig Lactat deshidrogenasa

S’incuben 100 ul de mostra, medi o lisat de cel-lular (els ul de lisat cel-lular dependran de la
linia cel-lular amb la que s’estigui treballant, en el cas de les cél-lules hepatiques HepG2 o FAO
amb 10 ul, i en el cas de les cél-lules endotelials HUVEC 100 pl), durant 5 minuts en un bany a
379C. A continuacié s’afegeixen 500 wl de reactiu (Tampd Tris-HCI pH 7.2, 80 mM; piruvat
sodic, 1.6 mM; NaCl, 200 mM; NADH, 0.20 mM), i es llegeix I'absorbancia durant 5 minuts a

una longitud d’ona de 340 nm en un espectrofotometre Hitachi U-2000.
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3.13.3. Resultats

L'extracte de GSPE no presenta efectes toxics a baixes concentracions sobre les cel-lules
endotelials HUVEC d’acord amb els resultats de mesura de LDH tant al medi com a l'interior de
les cél-lules. Concentracions de 50 mg/l i superiors incrementen la mortalitat cel-lular, arribant
a un maxim d’un 35% a les concentracions més elevades que s’han testat. Conseqliientment, la

dosi utilitzada sera de 25 mg/l a un temps de tractament de 2h.

D’acord amb els resultats descrits als treballs [80, 85], I'extracte GSPE no presenta efectes
citotoxics sobre les cél-lules hepatiques HepG2 i FAO a concentracions no superiors a 350 mg/I
o 150 mg/l respectivament. D’acord amb aquests resultats, la dosi utilitzada per les cél-lules

HepG2 sera de 50 mg/l durant 9h, i per les cél-lules FAO sera de 50 mg/I durant 5h.

0 15 25 35 50 75 100 350

[GSPE] mg/L
Grafic 1. Viabilitat de les cel-lules endotelials HUVEC després d’un tractament a diferents dosis de GSPE durant 24 h.
Els resultats mostren la mitjana = SEM. Sén el resultat de 3 experiments independents i cada un d’ells per triplicat.

L’analisi estadistica es va fer amb el test de la t de Student per mostres independents comparant el grup tractat
respecte al control en tots els casos, *p<0,05.

3.14. Determinaciod de la quantitat de proteina
3.14.1. Fonament

El metode seguit per deteminar la quantitat de proteina és el descrit per Bradford [122] i es
basa en el canvi d’absorbancia del colorant Coomassie Brilliant Blue G-250 de 465 nm a 595
nm quan s’uneix a proteines. Produeix una resposta linial amb la concentracié en un ampli

rang de proteina. S’utilitza el reactiu comercial Bio-Rad (Sigma, Madrid, Espanya).
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3.14.2. Procediment

Es prepara una recta patré d’albimina bovina (Sigma) d’1 mg/ml.

ul patré (1 mg/ml) | ul aigua | Concentracié (mg/ml)
50 0 1
40 10 0,8
30 20 0,6
20 30 0,4
10 40 0,2
0 50 0

Taula 13. Composicié de la recta patré per la determinacié de proteina.

Tant de mostres com de patrons es pipetegen 10 ul en cada pou. A continuacié s’afegeixen
250 wl de reactiu Bio-Rad. S’agita suaument i s’incuba 15 min a temperatura ambient.

Finalment es llegeix I'absorbancia a 595 nm.
3.15. Analisi estadistic

Per analitzar les dades s’ha utilitzat el programa estadistic SPSS per Windows excepte en el cas
de l'analisi de microarrays. Aquest permet I'analisi de taules de contingéncia (m files * n
columnes) bidimensionals. S’ha aplicat un test t de Student de variables independents o un
analisi de la varianca (ANOVA) d’un factor segons correspongui en cada cas. En tots els casos
s’ha considerat un nivell de confianga del 95% (p<0.05). En els casos on s’ha aplicat ANOVA-1F
s’apliquen els test post hoc de LSD si les variances son iguals i el de Games-Howell si les

variances son diferents.
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4.1. Resposta a un tractament agut amb extracte de proantocianidines de pinyol de raim
4.1.1. Transcriptoma hepatic

En les rates Wistar sanes després del tractament de 3h amb 250 mg/kg de I'extracte de
proantocianidines de pinyol de raim, el transcriptoma hepatic canvia significativament. Aixi, de
les 41.012 sondes testades, 30.074 tenen una expressidé 2 vegades superior al seu valor basal.
D’aquestes, 2.891 canvien de forma significativa amb una p<0,05 després d’aplicar un test t de
Student. Hem fet servir el criteri de considerar només aquells gens pels quals el canvi és com a
minim un 50% de sobreexpressio o repressio; és un criteri com hom acostuma a aplicar per tal
de garantir la robustesa de les conclusions a les que es pugui arribar. Fent servir aquest criteri
s’identifiquen 134 gens dels que es pot afirmar amb seguretat que la seva expressié esta

modificada en condicions de tractament agut amb proantocianidines. Detallat a I’Annex 1.

Per tal de comprendre el significat metabolic dels canvis d’expressié detectats en primer lloc
s’han analitzat utilitzant un criteri propi de classificacié basat en la informacié que per a cada
gen doéna la base de dades Gene Ontology i la informacié bibliografica disponible en les bases
de dades del Pubmed, GeneCards o Biocarta, que permet corroborar o comprendre les seves

funcions a la cél-lula. La classificacié adoptada estableix els grups de gens indicats a la Figura 6.

Classificacié | Color
Metabolisme
Metabolisme lipidic [ |
Metabolisme glucidic B
Metabolisme de xenobiotics B
Metabolisme proteic
Metabolisme de nucleodtids B
Metabolisme energétic [ |
Renovacio cel-lular
Apoptosi/Desenvolupament/Proliferacié/Creixement B
Regulacid del cicle cel-lular B
Processat DNA B
Histones/Helicases/Remodelacié de la cromatina
Regulacid de la transcripcio [ |
Citoesquelet B
Processat RNA
mRNA [ |
tRNA B
rRNA [ |
Helicases RNA
Senyalitzacio
Transport [ |
Homeaostasi sanguinia [ |
Resposta immunitaria [ |
Altres B

Figura 6. Classificacid propia de gens i simbologia emprada.
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Addicionalment a l'analisi individual dels canvis d’expressié observats s’ha introduit la
informacié al programa MetaCore, un software ampliament utilitzat per a processar la
informacié derivada dels estudis de transcriptomica i que permet, no només visualitzar els
canvis individuals d’expressid, sind la seva integracid en el context de vies metaboliques i els
processos cel-lulars. El programa MetaCore utilitza un sistema de classificacié basat en els Go-
terms i en la classificacié de I'anotacié del GeneGo. L’anotacié GeneGo és una base de dades
de xarxes geniques basada en altres bades de dades com GO o KEGG aixi com en la literatura

cientifica existent (www.genego.com).

Dels 134 gens amb canvis robusts d’expressio, el programa MetaCore en reconeix 54 dins dels
seus mapes de vies metaboliques i 124 els identifica com a objectes d’'una xarxa que tenen un
nexe en comu, el qual no té perque ser un dels gens modificats significativament. Tant els
mapes de vies metaboliques com les xarxes de processos les classifica estadisticament aplicant
un test corregit amb false discovery rate de p<0,05 que permet rebutjar processos o objectes
amb una significativitat dubtosa, assegurant que els resultats obtinguts no contenen falsos
positius. D’altra banda, també déna informacié sobre com estan distribuides les dades. De tots
els gens carregats, només el 20% es troben reprimits. A més, d’aquests 134 gens, 54 tenen un

p-valor inferior o igual a 0,005, el que representa el 40% dels gens carregats.

Segons el criteri propi de classificacio, els processos cel-lulars que resulten afectats sén els
indicats a la Figura 7, on s’indiquen per a cada procés el conjunt de gens amb canvis

d’expressio.

Renovacié cel-lular N 06
Metabolisme I 03
Senyalitzaci¢ NN 00

Transport NN |3
Resposta immunitaria N 11
Citoesquelet NN 7
Homeostasi sanguinia N ©
Processat RNA W 1
Altres I, 0 7

0 5 10 15 20 25 30

Numero de gens

Figura 7. Classificacié de gens afectats per un tractament agut de 250 mg GSPE/kg pes corporal, i agrupats en
processos biologics segons la classificacié propia emprada.
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Tal com es pot veure a la Figura 7, el procés més afectat és el de renovacié cel-lular, en el qual
es troben gens involucrats en la proliferacio, creixement, diferenciacié i apoptosi, aixi com
gens involucrats en el cicle cel-lular. Segueixen en importancia els gens implicats en
metabolisme, senyalitzacié i transport. El detall dels gens que canvien d’expressio es
representa a I'’Annex 1. Tot seguit es fa una descripcié dels principals canvis observats en els

diferents grups.

Els canvis d’expressid dels gens implicats en el metabolisme es presenten al Grafic 2, indicant
en diferents colors la tipologia de metabolisme a la que pertanyen: metabolisme lipidic (verd),
metabolisme glucidic (taronja), metabolisme de xenobiotics (lila), metabolisme proteic (groc),

metabolisme de nucleotids (blau) i metabolisme energeétic (vermell).

Canvis d'expressié de gens que codifiquen per metabolisme

Slc16al —
Etfa ——
Cda_pred
Futll
Stk32a_pred
Gamt
Ndfipl
Aass_pred
Edem1
Akrlb7
Aadac
Nat13 ——
Cyp2el I
Cyp2c22 ——
Nat1 I
Gla
Manea
Tktl2_pred
Mboat2
Slc27a5
Srebpl
Lypla3 —
LOC500761 1

\
IN
\
w
!
N
\
N
o
[
N
w

Fold change

Grafic 2. Classificacid de gens segons el procés metabolic en el que estan implicats. B Metabolisme lipidic
B Metabolisme glucidic B Metabolisme de xenobiotics = Metabolisme proteic B Metabolisme de nucleotids
B Metabolisme energetic.

Del Grafic 2 es desprén que els principals canvis metabolics es donen en el metabolisme lipidic,
el metabolisme de xenobiodtics i el metabolisme proteic. Dins del metabolisme lipidic, els gens
sobreexpressats son el factor de transcripcié Srebpl (sterol regulatory element-binding protein
1), implicat en la regulacié del metabolisme dels lipids, els transportador d’acids grassos

Slc27a5 (solute carrier family 27, member 5), involucrat en I’elongacié dels acids grassos i en la
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sintesi de lipids complexos, i I'acetiltransferasa Mboat2 (membrane bound O-acyltransferase
domain containing 2), involucrada en la via de biosintesi de fosfolipids. Pel que fa als gens que
estan reprimits, cal destacar la forta repressié de LOC500761, que és una seqiiéncia similar a la
apolipoproteina F, amb un fold-change de -3,618. L’apoF esta relacionada amb el metabolisme
del colesterol HDL. També es troba reprimida la lisofosfolipasa 3 (Lypla3), la qual hidrolitza la

lisofosfatidilcolina a glicerofosforilcolina i un acid gras.

Pel que fa al metabolisme dels glucids, els 3 gens inclosos estan sobreexpressats. Gla
(galactosidase, alpha) és el que té I'expressid més elevada. Les galactosidases catalitzen la
hidrolisi dels galactosids als corresponents monosacarids. El seglient en ordre d’expressié és
Manea (mannosidase, endo-alpha). Aquest gen esta implicat en el procés de glicosilacio de les
proteines a I'aparell de Golgi. Finalment el gen Tktl2 (transketolase-like 2 (predicted)). Les
transquetolases sén enzims que en els mamifiers connecten la via de les pentoses amb la
glicolisi, introduint I'excés de sucres fosfatats en les principals vies metaboliques de

carbohidrats.

Dins del metabolisme de xenobiotics, els gens amb canvis estan majoritariament reprimits. Hi
ha dues N-acetiltransferases: Natl (N-acetyltransferase 1 (arylamine N-acetyltransferase)) i
Nat13 (N-acetyltransferase 13). Natl s’ha descrit com a enzim que ajuda en el metabolisme de
drogues i altres xenobiotics, i que participa en la destoxificacié de grans quantitats de drogues
d’hidrazina i arilamina. Els altres dos gens reprimits sén Cyp2c70 (cytochrome P450, family 2,
subfamily c, polypeptide 70) i Cyp2el (cytochrome P450, family 2, subfamily e, polypeptide 1)
dos monooxigenases implicades també en el metabolisme de drogues. Només hi ha dos gens
sobreexpressats, Aadac (arylacetamide deacetylase (esterase)) que competeix amb I'arilamina
N-acetiltransferasa citosolica per la biotransformacié d’arilamines i amines heterocicliques, i
Akrlb7 (aldo-keto reductase family 1, member B7), responsable de la destoxificacié d’aldheids

reactius del menjar digerit abans que arribin als diferents organs.

Pel que fa al grup del metabolisme proteic, hi ha 3 gens reprimits amb una repressié molt
similar. Aass (aminoadipate-semialdehyde synthase (predicted)), que catalitza els dos primers
passos en la degradacié de la lisina; Ndfipl (Nedd4 family interacting protein 1), implicat en la
ubiquitinacié; i Edem1 (ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 1), implicat en la
degradacié associada a reticle endoplasmaatic (ERAD) de proteines amb un plegament erroni.
Hi ha 3 gens sobreexpressats, Futll (fucosyltransferase 11) és el que experimenta una
sobreexpressid més forta i esta involucrat en la glicosilacido de proteines. Els altres dos sén

Stk32a (serine/threonine kinase 32A (predicted)) implicat en la fosforilacié de proteines i Gamt
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(guanidinoacetate methyltransferase). La proteina per la qual codifica Gamt, és una
metiltransferasa que converteix el guanidoacetat en creatina, la qual constitueix una font

immediata i directa per regenerar ATP i proveir d’energia a les cél-lules musculars.

Dins del metabolisme de nucleotids només hi ha un gen: Cda (cytidine deaminase (predicted)),

responsable de mantenir el pool cel-lular de pirimidina.

Pel que fa al metabolisme energetic, hi ha dos gens, tots dos reprimits i amb un nivell
d’expressié molt similar. Etfa (electron transferring flavoprotein, alpha polypeptide), que
participa en la catalitzacié del primer pas de la B-oxidacié dels acids grassos en la mitocondria;
i Slc16al (solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 1), que catalitza

el pas de diferents monocarboxilats, com piruvat i lactat, a través de la membrana plasmatica.

Els canvis d’expressié en els gens implicats en la renovacioé cel-lular es presenten al Grafic 3,
indicant en diferents colors la tipologia de metabolisme a la que pertanyen:
apoptosi/diferenciacid/proliferacid/creixement (verd), regulacié del cicle cel-lular (taronja),
processat de DNA (lila), histones/helicases/remodelacié de la cromatina (groc), regulacié de la

transcripcié (blau).

Canvis d'expressié de gens que codifiquen per la renovacié cel-lular

Tfb2m
RGD1564927
Med13
Nrbf2
Aridla
Cenyll
Tfdp2
Cinp
Bub3
Cgrrfl
Cdknla
Tpd52
Sema3g
Lrrn6a
Serpinb5
Invs
Hpsl
Sst
Hspa4l_pred
Bdnf
Gdnf
Prelidl
Csda
Hspca
Encl
Hspbl

-3,0

)
=)
|
\I—‘
=)

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
Fold change

Grafic 3. Classificacié de gens involucrats en la renovacié del cicle cel-lular. B Apoptosi/Desenvolupament/
Proliferacio/Creixement M Regulacié del cicle cel-lular B Processat DNA  Histones/Helicases/Remodelacié de la
cromatina M Regulacio de la transcripcio.
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Del Grafic 3 es desprén que els canvis més importants es troben en el primer grup, el
corresponent a I'apoptosi/desenvolupament/proliferacié/creixement. En aquest cas es troben
15 gens significativament regulats, els quals majoritariament es troben sobreexpressats.
S’hauria d’agafar aquesta subclassificacid i veure detalladament a quin subgrup pertanyen i
d’aquesta manera veure quin dels processos inclosos apoptosi/desenvolupament/proliferacié/

creixement és el que esta més alterat.

De tots els gens reprimits dins del grup apoptosi/desenvolupament/proliferacié/creixement,
cal destacar Hspbl (heat shock 27kDa protein 1). Aquest gen és el que experimenta la
repressid més forta. Hi ha diversos estudis que postulen que una sobreexpressié de Hspbl
protegeix la cel-lula de I'apoptosi induida per diferents estimuls com la hipertermia, I'estres
oxidatiu o I'exposicié a drogues citotoxiques. Amb el mateix ordre de repressidé hi ha Encl
(ectodermal-neural cortex 1), implicat en la regulacié de processos de formacié i diferenciacio
de les cél-lules neuronals; Hspca (heat shock protein 1, alpha), implicada també en I'apoptosi; i
Csda (cold shock domain protein A) que podria estar implicat en la proliferacio cel-lular. Pel que
fa als que es troben sobreexpressats, Tpd52 (tumor protein D52) és el que té la sobreexpressio
més elevada, podria estar implicat en la progressid de diferents tipus de tumors entre ells de
prostata i mama. Sema3g (sema domain, immunoglobulin domain (lg), short basic domain,
secreted, (semaphorin) 3G) és el que segueix en ordre de sobreexpressid. Les semaforines son
una classe de proteines que ajuden al creixement dels axons. A continuacié hi ha Lrrn6a
(leucine rich repeat neuronal 6a), que pot desenvolupar un paper decisiu en la reparacid i
regeneracié del sistema nervids. Els altres gens tenen una sobreexpressié molt similar, tots ells
superior al 50%. En ordre serien Serpinb5 (serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B,
member 5), relacionat amb la supressidé de tumors; Invs (inversin), implicat en el
desenvolupament i funcié dels tubuls renals; Hpsl (Hermansky-Pudlak syndrome 1 homolog
(human)), gen que codifica per una proteina que juga un paper important en la biogénesi dels
organuls associats amb els melanosomes o lisosomes; Sst (somatostatin) que inhibeix
I'alliberament de somatotropina (hormona del creixement); Hspa4l (heat shock 70kDa protein
4-like (predicted)) que respon a diferents tipus d’estres; dos factors neurotrofics: Bdnf (brain
derived neurotrophic factor) i Gdnf (glial cell line derived neurotrophic factor); i finalment
Prelidl (PRELI domain containing 1), important pel desenvolupament d’organs vitals i

immunocompetents.

Dins del grup de la regulacio del cicle cel-lular, hi ha 6 gens, majoritariament sobreexpressats.
Es troben reprimits Cdknla (cyclin-dependent kinase inhibitor 1a), que funciona com a

regulador de la progressié del cicle cel-lular a la fase G1, i Cgrrfl (cell growth regulator with
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ring finger domain 1) que pot estar implicat en la inhibicié del creixement de diferents tipus
cel-lulars. Pel que fa als gens que es troben sobreexpressats, el d’expressié més elevada és
Ccnyll (cyclin Y-like 1). Les ciclines son una familia de proteines involucrades en la regulacié del
cicle cel-lular. Tfdp2 (transcription factor Dp-2 (E2F dimerization partner 2)) esta implicat en el
control de la progressié del cicle cel-lular de la fase G1 a la S. Cinp (cyclin-dependent kinase 2-
interacting protein (predicted)), implicat en el procés de replicacid. Finalment, Bub3 (budding
uninhibited by benzimidazoles 3 homolog (S. cerevisiae)), amb la sobreexpressi6 menys

destacada.

Pel que fa al seglient grup, trobem Aridla (AT rich interactive domain 1A (SWI-like)) que es
troba sobreexpressat. Forma part d’un complex de remodelacié de la cromatina requerit per

I"activacié de la transcripcidé de gens normalment reprimits per la cromatina.

A I'Ultim grup, implicat en la regulacié de la transcripcid, només hi ha un gen reprimit: Nrbf2
(nuclear receptor binding factor 2) que pot modular I'activacio transcripcional via receptors
nuclears. Pel que fa als que estan sobreexpressats, el que experimenta uns sobreexpressié més
elevada de gairebé 3 vegades el control és Tfb2m (transcription factor B2, mitochondrial) que
activa la transcripcié del DNA mitocondrial. Els altres dos son Med13 (mediator complex

subunit 13) i RGD1564927 (similar to TGFB-induced factor 2).

Els canvis d’expressid dels gens implicats en el manteniment del citoesquelet i el processat de
RNA es presenten al Grafic 4, indicant en diferents colors la tipologia de la classificacié a la que

pertanyen: citoesquelet (rosa), mRNA (verd), tRNA (taronja), rRNA (lila) i helicases de RNA

(groc).

Canvis d'expressio de gens que codifiquen per citoesquelet i processat de RNA

Agr
Nefh
Myo1la
Myh10
Tmod1
Gsn
DynlI2
Actr2

o
[=)
o
[0
=
[=)

1,5

N
o

2,5
Fold change

Grafic 4. Classificacio de gens involucrats en el manteniment del citoesquelet i el processat del RNA. H Citoesquelet
H mRNA.
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Del Grafic 4 es desprén que els principals canvis es troben en el manteniment del citoesquelet

mentre que el processat de RNA no esta practicament afectat.

Dins de la subclassificacié de processat de RNA només es troba un gen, Aqr (aquarius homolog
(mouse)), gen que codifica per una proteina present al spliceosoma i que es requereix per la

eliminacié dels introns.

Pel que fa als gens implicats en el manteniment del citoesquelet, tots ells es troben
sobreexpressats. En ordre descendent d’expressid, trobem Nefh (neurofilament, heavy
polypeptide). Els neurofilaments es troben en grans concentracions als teixits neuronals,
principalment als axons de les neurones. La seva funcié és donar rigidesa al citoesquelet dels
axons. A continuacié hi ha dos gens de miosina: Myola (myosin IA) i Myol0 (myosin, heavy
chain 10, non-muscle). Estan implicats en el moviment dels organuls pels filaments d’actina.
Pel que fa a la organitzacié dels filaments d’actina hi ha Tmod1 (tropomodulin 1), el qual
s'uneix preferencialment a la tropomiosina. Gsn (gelsolin) és una proteina clau en
I’ensamblatge i desensamblatge dels filaments d’actina. Dynll2 (dynein light chain LC8-type 2),
implicada en el transport intracel-lular relacionat amb la dineina. La dineina és una proteina
motriu i és la proteina més important dels microtibuls. Finalment, Actr2 (ARP2 actin-related
protein 2 homolog (yeast)), involucrat en la regulacido de la polimeritzacié d’actina per la

formacié de les xarxes d’actina.

Els canvis d’expressié en els gens implicats en la senyalitzacié es presenten al Grafic 5. Es un
grup bastant heterogeni ja que inclou diferents tipus de senyalitzacid. Principalment inclou
quinases, implicades en la fosforilacié/desfosforilacio, encara que també es poden trobar gens

implicats en la transmissid de senyals per mitja de la sinapsi.
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Canvis d'expressioé de gens que codifiquen per la senyalitzacié

Hnmt
Arhgef3_pred
Tspan9_pred
Mpp4

lgfbp3

Dock8

Prir

Grm1l

Taar7b
Gtpbpl_pred
Csk

Marcksl1
Gpr85

Arl5b

Sytl

Ret

Akap9
Sh3kbpl
Srgap2
Snfllk
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Fold change

Grafic 5. Classificacid de gens involucrats en diferents processos de senyalitzacié. B Senyalitzacié.

Del Grafic 5 es despren que hi ha una sobreexpressié generalitzada. Només hi ha un gen
reprimit, Snfllk (SNF1-like kinase), el qual actua com a sensor de [Na'];, transformant aquest
event en una cascada de senyalitzacié. Amb la sobreexpressié més forta hi ha Hnmt (histamine
N-methyltransferase), aquest actua metabolitzant la histamina la qual té activitat com a
neurotransmissor. Hi ha diversos gens relacionats d’alguna manera amb les proteines G, que
son una familia de proteines transductores de senyals des d’un receptor fins a una o més
proteines efectores. Aquests sén Arhgef3 (Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 3
(predicted)); Dock8 (dedicator of cytokinesis 8) que interacciona amb les GTPases Rho; Grm1
(glutamate receptor, metabotropic 1), forma part de la familia dels receptors acoblats a
proteines G. El glutamat és un dels principals neurotransmissors del sistema nervids central;
Gtpbp1l (GTP binding protein 1 (predicted)); Gpr85 (G protein-coupled receptor 85); Arl5b (ADP-
ribosylation factor-like 5B), que forma part de la superfamilia de RAS de les GTPases
reguladores i Srgap2 (SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2). Altres gens dins de la
categoria de senyalitzacidé son Tspan9 (tetraspanin 9 (predicted)), implicat en la mediacié de
transduccié de senyals per la regulacié del desenvolupament, activacid, creixement i motilitat
cel-lular; Mpp4 (membrane protein, palmitoylated 4 (MAGUK p55 subfamily member 4)), es

creu que la proteina per la que codifica funciona com a fotorreceptor; Igfbp3 (insulin-like

9
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growth factor binding protein 3), pertany a la familia de les proteines d’unié al factor de
creixement insulinic (IGFBP); Prir (prolactin receptor), quan la prolactina s’uneix al seu
receptor, I'activa i desencadena I'activacié de les MAP quinases. La prolactina és una hormona
que estimula la produccié de llet per les glandules mamaries i la sintesi de progeterona al cos
luti. Els altres gens dins d’aquesta classificacié tenen una sobreexpressio similiar, en ordre
decreixent sén: Taar7b (trace-amine-associated receptor 7b); Csk (c-src tyrosine kinase);
Marcksll (MARCKS-like 1), implicat en I'acoblament del sistema de senyalitzacié proteina
quinasa c¢ i calmodulina; Sytl (synaptotagmin 1) que participa en [lalliberament de
neurotransmissors durant la sinapsi; Ret (ret proto-oncogene), forma part de la familia de les
cadherines i esta implicat en la transduccié de senyals per la diferenciacié i creixement
cel-lular; Akap9 (A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9) i Sh3kbpl (SH3-domain kinase
binding protein 1) que és una proteina adaptadora implicada en diferents vies de transduccio

de senyals.

Els canvis d’expressio que es presenten al Grafic 6 engloben el transport (verd), la homeostasi

sanguinia (grana) i la resposta immunitaria (blau).
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Canvis d'expressio de gens que codifiquen per transport, homeostasi
sanguinia i resposta immunitaria

Tcf4
Cd180_pred
RT1-Dbl
Aifl
Tremll_pred
Kirb1lb

Ctss

Slpi

Isg15

Cebpb

ll6ra

Alad

Fgg

Mmrnl
Hs2stl

Tfpi

Epo

Xpo5

Kensl
Slc35f2
Atpévicl
Gjb6

Mrs2
Slc12a2
Mcolnl_pred
Keng3
Clcnkb
RGD1564200_pred
Sfxnl

Nutf2
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Grafic 6. Classificacio de gens involucrats en el transport cel-lular, gens involucrats en la homeostasi sanguinia i gens
involucrats en la resposta immunitaria. B Transport B Homeostasi sanguinia M Resposta immunitaria.

Del Grafic 6 es desprén que el procés més altament regulat és el de transport. En aquest
apartat s’han incléds gens que estan implicats d’una manera o d’un altre en algun tipus de
transport, com per exemple transport de ions, transport de metalls, transport de metabdlits,

aixi com el transport intracel-lular de proteines o la secrecié de vacuols.

Practicament la totalitat del gens inclosos en aquesta cinquena subclassificacié a excepcié de 2
gens es troben sobreexpressats. Els dos gens reprimits son Nutf2 (nuclear transport factor 2),
que facilita el transport de proteines a I'interior del nucli i Sfxn1 (sideroflexin 1), es creu que
pot estar implicat en el transport d’algun component per la utilitzaci6 de ferro a Ia
mitocondria. Pel que fa als gens que estan sobreexpressats Xpo5 (exportin 5) és el que té una

expressido més elevada, pertany a la familia de les carioferines, un grup de proteines
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involucrades en el transport de molecules a través dels porus de I'embolcall nuclear. Hi ha
diferents canals de voltaltge com Kcnsl (K+ voltage-gated channel, subfamily S, 1); Kcng3
(potassium voltage-gated channel, subfamily Q, member 3) i Clcnkb (chloride channel Kb). En
ordre decreixent d’expressié hi ha Slc35f2 (solute carrier family 35, member F2); Atp6vicl
(ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit C1), implicat en el transport intracel-lular; Gjb6
(gap junction membrane channel protein beta 6), les unions Gap permeten el transport de ions
i metabolits entre el citoplasma de cel-lules adjacents; Mrs2 (MRS2 magnesium homeostasis
factor homolog (S. cerevisiae)), un transportador de magnesi que regula I'influx de magnesi a
la matriu mitocondrial; Slc12a2 (solute carrier family 12, member 2), és un cotransportador de
sodi, potassi i clor; Mcolnl (mucolipin 1 (predicted)), implicat en la regulacié de I'exocitosi als
lisosomes, i finalment RGD1564200 (similar to hypothetical protein MGC34646 (predicted))

que es requereix per una adequada morfologia dels endosomes i dels lisosomes.

Dins del grup d’homeostasi sanguinia, tots els gens estan sobreexpressats. Alad
(aminolevulinate, delta-, dehydratase), el d’expressido més elevada, catalitza el segon pas en la
via biosintética de la porfirina i el grup hemo. El seglient és Fgg (fibrinogen, gamma
polypeptide), codifica per una de les cadenes de fibrinogen, implicat en la formacié del coagul
sanguini. Mmrnl (multimerin 1) és una proteina soluble que es troba a les plaquetes i a
I’endoteli dels vasos sanguinis, a les plaquetes és I'encarregada d’emmagatzemar el factor V.
Els 3 ultims gens tenen una sobreexpressié similar, son: Hs2stl (heparan sulfate 2-O-
sulfotransferase 1); Epo (erythropoietin), encarregada de regular la produccié de globuls
vermells i per ultim Tfpi (tissue factor pathway inhibitor), el qual regula el factor tissular

depenent de la via de coagulacié sanguinia.

L'dltim grup d’aquesta classificacid pertany a la resposta immunitaria. S’observa una
sobreexpressid generalitzada, només hi ha dos gens reprimits, que son lléra (interleukin 6
receptor, alpha), una de les subunitats del receptor d’interleuquina 6 (lI-6) molt important en
la resposta inflamatoria; i Cebpb (CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta) que és un
factor de transcripcid que juga un paper important en la regulacié de gens implicats en la
resposta immunitaria i inflamatoria. Pel que fa als gens que es troben sobreexpressats,
destacar el dos gens amb una sobreexpressido de més del doble respecte al control. Aquests
son Tcf4 (transcription factor 4), expressat majoritariament a les cél-lules pre-B; i Cd180
(CD180 antigen (predicted)) implicat en la resposta immunitaria innata. En ordre decreixent
d’expressié hi ha Rtl-Dbl (RT1 class I, locus Db1); Aifl (allograft inflammatory factor 1),
aquest juga un paper en la inflamacid vascular; Tremll1 (similar to triggering receptor expressed

on myeloid cells-like 1 (predicted)), implicat tant en la resposta immunitaria innata com
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adaptativa; Kirblb (killer cell lectin-like receptor subfamily B member 1B), involucrat en la
regulacié de la funcid de les cél-lules NK (natural killer); Ctss (cathepsin S), que participa en la
degradacid de proteines antigéniques a péptids per la presentacié en molécules MCH clase I;
Slpi (secretory leukocyte peptidase inhibitor), el seu efecte inhibidor protegeix les cél-lules
epitelials d’enzims endogens proteolitics; i finalment Isgl5 (interferon, alpha-inducible protein

(clone IFI-15K) (predicted)), implicat en la resposta innata.

La utlima subclassificacid, mostrada al Grafic 7, son els gens que no han estat associats a cap
de les anteriors subclassificacions degut a que encara no es coneix la funcié que desenvolupa

cada un d’ell dins la cel-lula. Tots ells colorejats en gris.

Canvis d'expressio de gens que codifiquen per altres
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Grafic 7. Classificacid de gens que no han estat associats a cap de les classificacions anteriors. M Altres.

Per tal d’integrar la informacié dels canvis d’expressié que s’han descrit fins ara, com ja s’ha
dit, s’ha fet servir el programa MetaCore. Com a resultats ens indica en primer lloc que les 10
vies metaboliques i els 10 processos cel-lulars més afectats pel tractament agut son els indicats

a la Taula 14. Els simbols que apareixen a les figures del MetaCore estan detallats a I’Annex 3.
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Vies metaboliques

Processos cel-lulars

Regulation of lipid metabolism_Regulation of
fatty acid synthase activity in hepatocytes

Protein folding_Response to unfolded proteins

Development_MAG-dependent inhibition of
neurite outgrowth

Proliferation_Negative regulation of cell
proliferation

Regulation of lipid metabolism_Regulation of
lipid metabolism via LXR, NF-Y and SREBP
CFTR folding and maturation (norm and CF)

Signal transduction_ESR1-nuclear pathway

Cytoskeleton_Actin filaments

Signal transduction_Androgen receptor nuclear
signaling

Signal transduction_Leptin signalig
Inflammation_IL-6 signaling

Thiamine metabolism

Development_Role of IL-8 in angiogenesis
Development_Glucocorticoid receptor signaling
Development_SSTR1 in regulation of cell
proliferation and migration

Immune_Antigen presentation

Neurophysiological process_Adrenergic and
melatonin receptors participation
Reproduction_Feeding and Neurohormones
signaling

Immune response_IL-6 signaling pathway

Transcription_Ligand-dependent activation of the
ESR1/SP pathway

Taula 14. Vies metaboliques i processos cel-lulars més afectats pel tractament agut de 250 mg GSPE/kg pes corporal

Pel que fa a les vies metaboliques, interpretant els resultats del MetaCore, hom pot concloure
que les vies més afectades sén les que tenen relacié amb el metabolisme dels lipids. En la
Figura 8, obtinguda també amb el programa MetaCore, es visualitzen els principals canvis en el
metabolisme dels lipids. En aquesta figura s’observa la sobreexpressié de SREBP1 (sterol
regulatory element binding protein 1) i ACACA (acetyl-CoA carboxylase alpha). SREBP1 és un
factor de transcripcid de la familia SREBPs que controla la homeostasi lipidica, un dels
principals reguladors de la biogénesi de triglicérids i colesterol. Quan es troba inactiu, esta
associat a les membranes del reticle endoplamatic i del nucli. Uns nivells baixos d’esterols
provoquen l'alliberament proteolitic d’aquest factor de transcripciod i la seva mobilitzacié des

del citoplamsa al nucli.

Al nucli, SREBP1 s’uneix a sequéncies especifiques del DNA (SREs) trobades a regions
controladores de gens que codifiquen per enzims que es necessiten per la sintesi de lipids.
Aquesta unid al DNA porta a I'increment de la transcripcié d’aquests gens [123]. Una vegada

s’han recuperat els nivells 0Optims d’esterols, aquest procés s’atura inactivant SREBPs.
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Figura 8. Canvis en el metabolisme dels lipids segons el programa MetaCore en rates tractades amb dosi aguda de

proantocianidines.

Pel que fa al metabolisme dels lipids, els canvis d’expressid ens indiquen que les

proantocianidines podrien induir una situacié d’increment de la lipogénesi. La Taula 16 mostra

com les rates que han estat tractades amb GSPE tenen uns nivells de triglicerids inferiors a les

rates que no han rebut tractament al llarg del temps, mentre que el colesterol es manté

inalterat. Resultats previs del grup de recerca, coincidents amb |la major part de la informacié

bibliografica [49], indiquen clarament que el tractament agut de proantocianidines produeix

una situacié de repressio de la lipogenesi que es tradueix en uns menors nivells de triglicerids

circulants, tal com passa amb els animals tractats en el present estudi en resultats que es

mostren a lI'apartat marcadors plasmatics. Per una banda, els resultats d’expressido génica

indicarien un augment de la lipogénesi, fet que no es veu reflectit en els nivells de lipids
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circulants. Cal remarcar que les rates han estat sota un dejuni de 14h i en aquest punt totes
han rebut una carrega oral lipidica. Aquest fet podria explicar la necessitat d’activar la
lipogénesi mitjancant I'activacié del factor de transcripcié SREPB1, encarregat de manternir la
homeostasi lipidica. Hi ha diferents treballs en ratolins que mostren una sobreexpressié de

SREBP1a i SREBP1c, fet que incrementa la sintesi de triglicérids a fetge [124-129].

Dins d’aquest mapa, és interessant destacar com el receptor nuclear FXR (farnesoid X receptor)
pot modular processos lipogenics [130] via el factor nuclear orfe SHP (small heterodimer
partner), que a la seva vegada previndria que LXRA (liver X receptor alpha) activés la
transcripcicé de SREBP1. Una vegada activat, SREBP1 modula diferents gens del programa de
sintesi de triglicerids com FASN (fatty acid synthase), ACACA (acetyl-CoA carboxylase alpha),

ACACB (acetyl-CoA carboxylase beta), SCD (stearoyl-CoA desaturase) entre altres [131].

Els autors que han revisat els canvis d’expressié en tractaments aguts suggereixen que el
conjunt de canvis poden explicar-se per la interaccié de les proantocianidines amb FXR [51] un
receptor nuclear sensible a acids biliars com I'acid colic o I'acid quenodeoxicolic, i que podria
regular el conjunt del metabolisme dels lipids. En el present estudi no es detecta una variacié
significativa en I'expressié de FXR. No obstant si es produeix una sobreexpressié de SREBP1
com s’ha comentat anteriorment. Es cert que els canvis de I'actual estudi no sén, en general,
els mateixos que els obtinguts per altres autors, tot i que les conseqiiéncies dels canvis, des de
la perspectiva de la regulacié del metabolisme, sén coincidents: les proantocianidines modulen

la lipogénesi, reprimint els nivells de triglicérids circulants.

Les condicions experimentals son determinants a I'hora de detectar canvis d’expressio,
especialment el temps d’estudi després del tractament. En el present estudi el temps de
tractament sén 3 hores, altres autors fan el tractament durant 5h [52] la qual cosa pot explicar

la diferéncia en els canvis observats.

El que és important a destacar és el rol que exerceixen les proantocianidines. Quan sén
proantocianidines de pinyol de raim, sempre indueixen una repressid de la lipogénesi, tot i que
segons el moment d’estudi es detectin uns canvis o altres que no sén més que el reflex del
moment en que s’obté la informacié de la seqiiéncia d’esdeveniments que tenen lloc a la

cel-lula.

Altres processos destacats pel programa MetaCore sén diferents vies de senyalitzacié. La
Figura 9 mostra la via de senyalitzacid depenent de glucocorticoides. En ells s’observa la

repressio de HSP90 (heat shock protein 90), CBP (CREB binding protein) i C/EBPbeta
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(CCAAT/enhancer binding protein beta), conjutament amb la sobreexpressié de HSP70 (heat

shock protein 70).

Els glucocorticoides constribueixen tant al manteniment de I’homedstasi basal com en un estat
d’estres. Les seves funcions principals sén mantenir la glucémia i evitar la hipotensio arterial,
aixi com modular la resposta immune i inflamatoria, i els mecanismes d’adaptacié a I'estres
[132]. Els glucocorticoides i els seus derivats sintetics actuen a través del seu receptor nuclear
GRC (glucocorticoid receptor). GRC forma part de la superfamilia de factors transcripcionals
activats per un lligand, alterant d’aquesta manera per diversos mecanismes la transcripcié
génica [133, 134]. Aquesta activacié de gens diana es produeix per la unié a elements de
resposta a glucocorticoides (GRE) a la regié promotora dels gens. GRC es troba al citoplasma
formant complexos heteromeérics com per expemple amb proteines de xoc térmic (HSP) o
immunofilines com FKBP4 (FK506 binding protein 4), que actuen impedint el seu transport al
nucli i la interaccié amb altres factors transcripcionals [135]. Quan el receptor s’uneix a la
hormona, pateix un canvi anomenat activacio, fet que li provoca un canvi conformacional i una
hiperfosforilacid, es separen les proteines i d’aquesta manera el receptor queda lliure. Tal com
mostra la Figura 9, tant HSP90 com HSP70 podrien regular el transport de GCR des del

citoplasma al nucli [136].
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proantocianidines.
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Si GCR esta activat pot incrementar la capacitat d’'unié de C/EBPbeta al DNA [137]. La proteina
codificada per aquest gen és important en la regulacid de gens implicats en la resposta
inflamatoria i immunitaria. Estudis fets amb rates hiperinsulinéemiques mostren com un
increment de C/EBPbeta pot induir I'expressié de MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-
1), proteina relacionada amb la inflamacio, fet que podria iniciar el procés d’aterosclerosi
[138]. Finalment, GCR interacciona amb CBP i p300 (E1A binding protein p300) de manera que
pot competir amb els seus factors de transcripcié [139]. Tots dos gens tenen activitat histona
acetiltransferasa i poden regular la transcripcié mitjancant la remodelacié de la cromatina,
actuant d’aquesta manera en processos importants com la proliferacio i el desenvolupament

cel-lular.

Estudis amb flavonoides [140] mostren com aquests poden actuar com a potents agonistes
dels receptors de glucocorticoides. En aquest treball es mostra com els glucocorticoides
s’uneixen al receptor nuclear i acceleren la transcripcié de gens que codifiquen per proteines
com la lipocortina-1, la qual inhibeix fortament la fosfolipasa-2, proteina que s’encarrega de
proveir I'acid araquidonic, substrat de les ciclooxigenases. Aquest fet és un efecte indirecte

que pot ser esperat de la interaccio dels flavonoides amb el receptor de glucocorticoides.

4.1.2. Marcadors hepatics
4.1.2.1. Heat shock protein 70 kDa (Hsp70)

La proteina induible heat shock protein 70 (Hsp70) és una proteina d’estres, I'expressié de la
qual es troba sobreexpressada quan la cel-lula o l'organisme es troben sota condicions
d’estrés. Donat que a l'array (tractament de 3 hores amb 250 mg GSPE/kg pes corporal)
I'expressid del gen que codifica per aquesta proteina es troba sobreexpressat gairebé un 50% i
amb una p=0,022, es procedeix a la deteccié d’aquesta proteina a fetge després del

tractament agut de 250 mg GSPE/kg pes corporal durant 1, 3 i 5 hores.

El Grafic 8 mostra els resultats obtinguts mitjancant un kit ELISA detallat a I'apartat de
materials i metodes. S'observa com I'expressid de la proteina és diferent al llarg del temps.
Mentre que a 1i 5 hores es troba més quantitat de Hsp70, a les 3 hores, temps en el que s’ha
realitzat I'array, hi ha menys quantitat d’aquesta proteina respecte al control. S’ha de destacar

pero que en cap dels 3 casos els resultats sén significatius amb una p<0,05.
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Grafic 8. Efecte del tractament agut amb GSPE (250 mg/kg) sobre la concentracié de Hsp70 a fetge. A. 1 hora de
tractament. B. 3 hores de tractament. C. 5 hores de tractament. Els resultats mostren la mitjana = SEM (n=5).
L’analisi estadistica es va fer amb el test de la t de Student per mostres independents, *p<0,05.

Es interessant destacar I"Taugment, practicament significatiu a les 5 hores, coincident amb la
logica de la seqliencia, primer activacido de I'expressio, tal com mostra I'array, i després
augment de la proteina, tal com mostren els resultats del kit ELISA. Els ajustaments dels temps
donen els resultats actuals perd sembla clar que GSPE provoca un augment de la proteina via
augment de I'expressid del gen. Aquest resultat indica que GSPE pot provocar una situacio

d’estrés cel:-lular.

Altrament, aquesta proteina té com a funcié primaria actuar de xaperona. L'augment de la
seva concentracié podria indicar una activacié dels processos de remodelatge de I'estructura
tridimensional de les proteines cel-lulars, potencialment afectats per la presencia de
proantocianidines a les cél-lules, és només una hipotesi perd més coherent amb el conjunt de
resultats obtinguts ja que un augment d’estrés com apunta I'explicacié convencional no es

detecta amb el conjunt de parametres estudiats que ens donen idea de I'estres cel-lular.
4.1.2.2, Citocrom c (Cyt ¢)

La mort cel-lular per apoptosi és fonamental i indispensable pel correcte funcionament
cel-lular. La mitocondria juga un paper molt important en I'execucié de I'apoptosi per la via
intrinseca. El citocrom c ha estat identificat com un dels components requerits pels passos
crucials en l'apoptosi, I'activacié de la caspasa 3 i la fragmentacié del DNA. Aquest, es
redistribueix des de la mitocondria al citosol durant I'apoptosi, de manera que la seva

quantificacid és un indicador dels primers passos en |'inici de I'apoptosi.
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Diferents autors [141] relacionen una induccié de Hsp70 amb una supressié de I'alliberament
de citrocrom c al citosol per part de la mitocondria. El fet que sén processos que ocorren en
forma de cascada de senyals, es va quantificar el citocrom c a les 5 hores. En tots dos casos es

va mirar a fetge.

El Grafic 8 mostra els nivells de citrocom c citosolic d’'un homogenat de fetge. El resultat
obtingut és I'esperable, un augment del citocrom c citosolic, indicador d’una induccié de

I"apoptosi. El resultat té un nivell de significativitat de p=0,024.
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ng Citocrom c/mg proteina
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Grafic 9. Efecte del tractament agut durant 5h amb GSPE (250 mg/kg) sobre la concentracié de citocrom c a la
fraccid citosolica d’'un homogenat de fetge. Els resultats mostren la mitjana = SEM (n=7). L’analisi estadistica es va
fer amb el test de la t de Student per mostres independents, *p<0,05.

4.1.2.3. Comprovacié mitjancant expressio geénica de la via d’apoptosi

intrinseca a la mitocondria

Els resultats anteriors podrien ser indicadors d’una induccié de I'apoptosi per la via intrinseca a
la mitocondria. Es per aixd que es va comprovar per PCR quantitativa a temps real I’expressié
génica d’alguns dels gens que codifiquen per les proteines implicades. Aquests gens sén Apafl
(apoptosis protease-activating factor-1), Casp3 (caspase 3), Bcl2 (B-cell leukemia/lymphoma 2)
i Bax (Bcl2-associated X protein). La Taula 15 mostra els resultats d’expressio genica a fetge

d’aquests gens.

A 1 hora, es troben reprimits Apafl, necessari per portar la procaspasa 9 a I'apoptosoma i
d’aquesta manera ser activada, Bcl2, una proteina antiapoptotica i Bax, una proteina
proapoptotica, aquests dos ultims de manera significativa. Casp 3 no esta alterada la seva
expressio. Que Bcl2 i Bax és trobin tots dos reprimits a la vegada és un resultat una mica

estrany, donat que tenen funcions oposades.

A les 3 hores, només hi ha un canvi significatiu, una lleugera sobreexpressié d’Apafl.
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Finalment, a les 5 hores I'Gnic canvi significatiu és la repressié de Bcl2. Hi ha una
sobreexpressio de Casp3 pero té una p=0,138. Aquest dos resultats podrien ser indicatius d’un
increment de 'apoptosi. Aquest resultat concorda amb l'obtingut a I'apartat anterior on es
s’observava un augment de la quantitat de citocrom c citosélic, marcador de les primeres fases
de I'apoptosi. Esta descrit que un augment de Bcl2 bloquejaria I’alliberament de citocrom c al
citosol. Els resultats obtinguts indiquen una possible accidé proapoptotica de les

proantocianidies de pinyol de raim que seria depenent del temps.

1h 3h 5h
Gens

Control Tractat Control Tractat Control Tractat
Apafl 1,001 £ 0,877 + 1,001 £ 1,125 + 1,007 £ 0,869 +
P 0,021 0,060 0,027 0,041* 0,054 0,096
Casp3 1,003 £ 1,096 + 1,019 £ 1,063 £ 1,004 £ 1,222 +

P 0,040 0,065 0,098 0,027 0,040 0,121
Bcl2 1,004 £ 0,864 1,011 £ 1,046 £ 1,002 £ 0,772
0,042 0,031* 0,077 0,063 0,025 0,076*
Bax 1,002 £ 0,725 1,004 £ 0,965 + 1,002 £ 0,989 +
0,039 0,018* 0,045 0,028 0,031 0,090

Taula 15. Efecte del tractament agut durant 1h, 3h i 5h amb GSPE (250 mg/kg) sobre els nivells de mRNA a fetge de
diferents gens. Els resultats mostren la mitjana + SEM (n=5). L’analisi estadistica es va fer amb el test de la t de
Student per mostres independents, *p<0,05.

4.1.2.4, Activitats enzimatiques

Dins dels diferents parametres a tenir en compte quan s’esta estudiant I'efecte de les
proantocianidines de pinyol de raim sobre el fetge, esta el metabolisme nitrogenat, clarament
afectat segons els resultats descrits pels arrays. Per aix0, s’Tha mesurat I'activitat de 4 enzims
clau d’aguest metabolisme. Aquests sén la glutamat oxalacetat transaminasa (GOT), la
glutamat piruvat transaminasa (GPT), la glutamat deshidrogenasa (GDH) i la glutamina

sintetasa (GS).
La determinacié de I'activitat enzimatica es va fer a les 5 hores de tractament.

Tal com mostra el Grafic 10, en cap de les activitats mesurades s’observen canvis significatius,
indicant que aquests enzims no sén sensibles a I'administracié de GSPE, si més no a les 5 hores

després del tractament.
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Grafic 10. Efecte del tractament agut durant 5h amb GSPE (250 mg/kg) sobre diferents activitats enzimatiques. A.
Glutamat oxalacetat transaminasa (GOT). B. Glutamat piruvat transaminasa (GPT). C. Glutamat deshidrogenasa
(GDH). D. Glutamina sintetasa (GS). Els resultats mostren la mitjana = SEM (n=10). L’analisi estadistica es va fer amb
el test de la t de Student per mostres independents, *p<0,05.

4.1.3. Marcadors plasmatics

L’dltim apartat correspon a marcadors plasmatics, Utils en la caracteritzacié dels animals

utilitzats en els diferents experiments. La Taula 16 mostra els resultats obtinguts.

El grup on hi ha més canvis significatius és el que ha estat tractat durant 5 hores amb I'extracte
de proantocianidines de pinyol de raim. Encara que els resultats dels altres dos grups, 1 i 3
hores, és interessant remarcar que el comportament segueix la mateixa tendéncia amb alguna

excepcid.

El resultat potser més interessant és la disminucidé dels triglicérids en tots 3 grups, sent
realment important a les 3 i 5 hores de tractament. Aquest resultat estaria indicant 'efecte de
les proantocianidines sobre el metabolisme lipidic de la mateixa manera com quedava

remarcat a I'analisi dels arrays.

La glucosa no es veu alterada significativament en cap dels 3 casos. Potser s’hauria de destacar
que a les 5 hores els nivells del grup tractat sén superiors als altres dos grups, 1 i 3 hores,

encara que no siguin significatius.

Pel que fa al colesterol, sembla que les proantocianidines no afecten als nivell plasmatics

d’aquest.
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Els acids grassos es troben en els tres casos per sota dels nivells del control, encara que només

de forma significativa a les 5 hores de tractament.

El nivells de B-hidroxibutirat no es troben alterats significativament en cap dels 3 casos, si que
s’observa pero un suau augment a les 5 hores de tractament. Degut a la elevada variabilitat del

grup tractat, no s’arriba a resultats significatius.

Els nivells de glicerol plasmatics sén inferiors de manera significativa després de 1i 5 hores de

tractament.

Pel que fa al lactat plasmatic, hi ha una disminucié generalitzada, només significativa a les 5

hores de tractament.

Finalment, hi ha una disminucié d’urea en plasma deprés del tractament durant 3 i 5 hores,

només significativa a les 5 hores.

Parametres 1h 3h sh
plasmatics Control Tractat Control Tractat Control Tractat
Glucosa 92,81+ 86,78 + 102,33 + 87,69 + 76,45 86,78 +
(mg/dl) 5,56 3,95 9,38 5,49 +6,19 7,08
Triglicerids 99,40 + 80,98 + 122,38 + 84,42 + 84,26 + 60,23 +
(mg/dl) 5,38 9,37 11,21 10,11* 8,95 7,10*
Colesterol 15,25 + 16,62 + 32,93 + 26,02 + 30,76 + 30,22 +
(mg/dl) 0,88 2,44 5,08 2,64 4,89 6,20
Acids Grassos 22,20 + 20,04 + 27,44 + 25,18 + 22,71+ 15,17 +
Lliures (mg/dl) 1,62 1,35 0,95 1,60 1,31 1,36*
B-Hidroxibutirat 21,67 + 21,62 + 25,30 + 2448 + 26,83 + 34,45 +
(mg/dl) 3,25 0,36 5,59 1,53 3,97 10,76
Glicerol 12,95 + 6,33 ¢ 8204038 | 1051% 21,96 + 12,79 +
(mg/l) 1,75 1,52* e 1,73 3,97 0,40*
Lactat 3,28+ 1,77 + 1,47 + 1,25 + 2,38 + 1,27 +
(mM) 0,82 0,11 0,26 0,11 0,40 0,10*
Urea 28,48 + 28,42 + 28,62 + 23,61+ 31,94 + 24,11 +
(mg/dl) 0,57 1,31 2,21 1,18 1,99 1,38*

Taula 16. Efecte del tractament agut amb GSPE (250 mg/kg) sobre parametres plasmatics. Els resultats mostren la
mitjana + SEM (n=5). L’analisi estadistica es va fer amb el test de la t de Student per mostres independents,
*

p<0,05.
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4.1.4. Proteina C reactiva a plasma

La proteina C reactiva (CRP) és una proteina de fase aguda que augmenta rapidament la seva
expressio després d’'un procés d’inflamacié o infeccié. Donat que a l'array (tractament de 3
hores amb 250 mg GSPE/kg pes corporal) sembla haver un efecte de les proantocianidines
sobre la inflamacid i resultats previs al nostre grup [142] mostren com GSPE inhibeix tant
I'expressid a fetge i teixit adipds mesenteric, com la concentacidé a plasma, es procedeix a la
determinacié d’aquesta proteina a plasma després del tractament agut de 250 mg/kg de GSPE

durant 5 hores.

El Grafic 11 mostra els resultats obtinguts mitjancant un kit ELISA detallat a I'apartat de
materials i meétodes. S’observa com la concentracié de CRP és inferior de forma significativa a

les rates que han rebut el tractament.
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Grafic 11. Efecte del tractament agut durant 5h amb GSPE (250 mg/kg) sobre la concentracié plasmatica de CRP. Els
resultats mostren la mitjana = SEM (n=7). L’analisi estadistica es va fer amb el test de la t de Student per mostres
independents, *p<0,05.

L'increment de la proteina de fase aguda CRP és indicatiu d’una resposta inflamatoria cronica,
per tant és un marcador optim d’inflamacié tant en humans com en rates. Estudis previs
indiquen que una inflamacié cronica esta implicada en la patogenesi de I'aterosclerosi i que
uns nivells elevats de CRP sén un factor de risc de les malaties cardiovasculars [143]. A més,
nivells de CRP elevats a plasma estan associats fortament amb la obesitat i malalties
relacionades com la resisténcia a insulina, la diabetis mellitus o la hiperlipidemia [144]. El que
s’observa en aquest estudi és que GSPE disminueix els nivells plasmatics de CRP en rates

sanes, posant de manifest el poder antiinflamatori de les proantocianidines de pinyol de raim

com agent preventiu del processos inflamatoris.
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4.2. Resposta a un tractament cronic amb extracte de proantocianidines de pinyol de
raim
4.2.1. Transcriptoma hepatic

4.2.1.1. Tractament cronic amb 5 mg/kg de GSPE

En les rates Wistar sanes després del tractament cronic durant 21 dies amb 5 mg/kg de
I’extracte de proantocianidines de pinyol de raim, el transcriptoma hepatic canvia
significativament. Aixi, de les 41.012 sondes testades, 19.884 tenen una expressié 2 vegades
superior al seu valor basal. D’aquestes, 3.537 canvien de forma significativa amb una p<0,05 i
1.350 canvien de forma significativa amb una p<0,01 després d’aplicar un test de la t de
Student. En aquest cas el criteri seguit per assegurar els canvis realment signficatius és aplicar
un test de false discovery rate de Benjamin-Hochberg amb una p<0,05. D’aquesta manera, 233
seqlieéncies reuneixen aquestes condicions, i ens garanteix la robustesa de les conclusions a les

que es pugui arribar. D’aquestes, 165 corresponen a gens coneguts. Detallat a ’Annex 1.

Per tal de comprendre el significat metabolic dels canvis d’expressié detectats, s’analitza com
anteriorment segons el criteri propi de classificacié (Figura 6). Addicionalment a I'analisi
individual dels canvis d’expressid observats s’ha introduit la informacié al programa MetaCore
per poder integrar els canvis individuals d’expressié en el context de vies metaboliques i

processos cel-lulars.

Dels 165 gens amb canvis robusts d’expressid, el programa MetaCore reconeix 59 dins dels
seus mapes de vies metaboliques i 154 els reconeix com a objectes d’'una xarxa que tenen un
nexe en comu, el qual no té perque ser un dels gens modificats significativament. Tant els
mapes de vies metaboliques com les xarxes de processos les classifica estadisticament aplicant
un test corregit amb false discovery rate p<0,05 que permet rebutjar processos o objectes amb
una significativitat dubtosa, assegurant que els resultats obtinguts no contenen falsos positius.
D’aquests, el 62% es troben sobreexpressats, i la distribucié envers el p-valor és bastant

homogenia entre 0 0,05.

Segons el criteri propi de classificacio, els processos cel-lulars que resulten afectats sén els
indicats a la Figura 10, on s’indiquen per a cada procés el conjunt de gens amb canvis

d’expressio.
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Figura 10. Classificacido de gens afectats per un tractament cronic de 5 mg GSPE/kg pes corporal, i agrupats en
processos biologics segons la classificacié propia emprada.

Tal com es pot veure a la Figura 10, el procés més afectat és el de metabolisme cel-lular. S’ha
de destacar que la majoria de gens afectats estan inclosos en la subclassificacié de
metabolisme proteic que inclou la sintesi i degradacié d’aminoacids, processos de traduccid,
aixi com la sintesi i degradacié de proteines. Segueixen en importancia els gens involucrats en
la renovacié cel-lular i la senyalitzacid. El detall dels gens que canvien d’expressid es presenta a

I’Annex 1. Tot seguit es fa una descripcié dels principals canvis observats en els diferents grups.

Els canvis d’expressid en els gens involucrats en el metabolisme es presenten al Grafic 12,
indicant en diferents colors la tipologia de metabolisme a la que pertanyen: metabolisme
lipidic (verd), metabolisme glucidic (taronja), metabolisme de xenobiotics (lila), metabolisme

proteic (groc), metabolisme de nucleotids (blau) i metabolisme energetic (vermell).
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Canvis d'expressié de gens que codifiquen per metabolisme
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Grafic 12. Classificacio de gens segons el metabolisme cel-lular en el qual estan implicats. B Metabolisme lipidic
B Metabolisme glucidic B Metabolisme de xenobiotics

B Metabolisme energetic.

Metabolisme proteic B Metabolisme de nucleotids

Del Grafic 12 es despren que els principals canvis metabolics es donen en el metabolisme

lipidic, el metabolisme energétic i el metabolisme proteic. Donat que sén els 3 més afectats,

son els que s’explicaran amb més detall a continuacid.
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Dins del metabolisme lipidic, els gens sobreexpressats sén la serina palmitoiltransferasa
(Sptlcl), enzim clau en la biosintesi d’esfingolipids, I'estradiol 17-beta-dehidrogenasa 8
(Hsd17b8), regulador de les les concentracions d’estrogens i androgens, la fosfolipasa 3 (Pld3),
la diacilglicerol O-aciltransferasa 1 (Dgatl), que codifica per I'enzim catalitzador del pas final en
la sintesi de triglicerids, la peroxirredoxina 3 (Prdx3) implicada en la proteccié del dany
oxidatiu i per ultim I'albimina (Alb), que desenvolupa una funcié important en el transport de
lipids. Només hi ha tres gens reprimits. El primer d’ells i el que experimenta una repressié més
forta és I'acil-Coenzim A oxidasa 2 (Acox2), involucrat en la degradacié dels acids grassos de
cadena llarga i dels intermediaris dels acids biliars als peroxisomes. Els altres dos sén la
peroxirredoxina 6 (Prdx6) que actua en la regulacié de la produccié de fosfolipids aixi com en
la proteccié envers el dany oxidatiu, i finalment el receptor nuclear d’acid retinoic (Rxra),

involucrat en el metabolisme lipidic.

Dins del metabolisme energetic, cal destacar la marcada sobreexpressié de I’'ATP sintasa
Atp5al, involucrat en la sintesi d’ATP, sent gairebé un 50% respecte al control. Els altres gens
sobreexpressats en ordre d’intensitat d’expressio sén el citocrom b-561 (Cyb561), implicat en
la generacio de metabolits a partir dels quals obtenir energia, RGD1562079 predit per un dels
factors d’ensamblatge de la succinat deshidrogenasa (Sdhafl) i finalment dihidrolipoamida S-
acetiltransferasa (Dlat), que forma part del complex piruvat deshidrogenasa que catalitza la
conversié de piruvat a acetil-Coa i CO,. Per ordre de repressié hi ha la subunitat ¢ de la
succinat deshidrogenasa (Sdhc), que es troba a la cadena de transport d’electrons de la
mitocondria, I’Atp sintasa Atp5b, i la piruvat deshidrongenasa beta (Pdhb), que també forma
part del complex piruvat deshidrogenasa igual que Dlat, aquest complex és el nexe entre la

glicolisi i el cicle dels acids tricarboxilics (TCA).

Finalment, dins del metabolisme proteic, només es comentaran els gens que tenen com a
minim un 30% de repressid o sobreexpressio, donat que dins d’aquest grup hi ha molts gens
modificats. El gen que es troba més altament reprimit és F-bxo 7 (Fbxo7), involucrat en la
desgradacié de proteines mitjangant la ubiquitinacié. També destacar dins dels gens que es
troben reprimits, encara que inferior al 30%, les proteines ribosomals Rps11, Rpl37, Rpl23 i
Mrps16, que és una proteina ribosomal mitocondrial, totes elles implicades en la sintesi de
proteines. Dins dels gens que es troben sobreexpressats, majoritariament sén gens involucrats
en la traduccié de proteines, son els factors d’elongacié Eeflal, Eifde2, LOC315661 i
LOC499224, aquests dos ultims similars a Eefla2. També es troben sobreexpressats la
glutamat oxalacetat transaminasa 2, mitocondrial (Got2) que juga un paper important dins del

metabolisme dels aminoacids, la distonia 1 (Dytl) que ajuda al correcte plegament de les
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proteines, i per ultim la 3-hidroxi-isobutirat deshidrogenasa (Hibadh), implicada en el

catabolisme de la valina.

Els canvis d’expressio dels gens implicats en la renovacié cel-lular es presenten al Grafic 13,
indicant en diferents colors la tipologia de Ila classificacidé a la que pertanyen:
apoptosi/desenvolupament/proliferacié/creixement (verd), regulacié del cicle cel-lular
(taronja), processat del DNA (lila), histones/helicases/remodelacié de la cromatina (groc) i

regulacié de la transcripcio (blau).

Canvis d'expressié de gens que codifiquen per la renovacio cel-lular
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Grafic 13. Classificacio de gens involucrats en la renovacié del cicle cel-lular. B Apoptosi/Desenvolupament/
Proliferacid/Creixement M Regulacié del cicle cel-lular B Processat DNA  Histones/Helicases/Remodelacié de la
cromatina M Regulacio de la transcripcio.
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Del Grafic 13 es desprén que els principals canvis es troben en la regulacid de
I’'apoptosi/desenvolupament/proliferacid/creixement, seguit per la regulacié de la transcripcié

i el processat de DNA, que sén basicament els que es detallaran a continuacié.

Dins de I'apoptosi/desenvolupament/proliferacié/creixement, hi ha una distribucié equitativa
dels gens que es troben sobreexpressats i els que es troben reprimits. Els que es troben
sobreexpressats en ordre d’expressid sén la proteina fosfatasa 2, subunitat reguladora A
(Ppp2rilb), aquest gen codifica per la subunitat reguladora de la proteina fosfatasa 2 que és
una de les principals serina/treonina fosfatases, i esta implicat en el control negatiu del
creixement i divisid6 cel-lular. La caspasa 3 (Casp3) experimenta més d'un 40% de
sobreexpressio, la qual juga un paper clau en I'execucié de la mort cel-lular programada i
relacionat amb ella esta el domini efector de mort Dedd encara que amb una sobreexpressié
més suau. MGC94600 o scotin, pot induir I'apoptosi de manera depenent a I'activacié de les
caspases i també esta implicada en I'apoptosi de forma dependent a p53. Dins dels gens que
es troben sobreexpressats, destacar Trapl, inclosa en la familia de les heat shock proteins
Hsp90, i en aquest cas correspon a una proteina mitocondrial i Hifla, el factor induible
d’hipoxia 1, que juga un paper essencial en respostes homeostatiques cel-lulars i sistemiques a

la hipoxia.

Pel que fa a la regulacié de la transcripcid, els gens inclosos majoritariament es troben
sobreexpressats. Només hi ha un gen reprimit, Sub1, un coactivador transcripcional. Respecte
als gens que es troben sobreexpressats, hi ha dos TATA box, Taflc i Taf9, implicades en el
procés de transcripcio per la RNA polimerasa. Els dos gens més altament sobreexpressats sén
I’element regulador de prolactina (Preb), que és un factor de transcripcid, i un factor de

transcripcié general Gtf3a.

Els canvis d’expressid en els gens implicats en el manteniment del citoesquelet i el processat
de RNA es presenten al Grafic 14, indicant en diferents colors la tipologia de la classificacié a la

que pertanyen: citoesquelet (rosa), mRNA (verd), tRNA (taronja), rRNA (lila) i helicases de RNA

(groc).
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Canvis d'expressio de gens que codifiquen per citoesquelet i processat de RNA
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Grafic 14. Classificacié de gens involucrats en el manteniment del citoesquelet i el processat del RNA.
H Citoesquelet @ mRNA ®tRNA B rRNA Helicases RNA.

Del Grafic 14 es desprén que els principals canvis es troben en el processat de RNA missatger
(mRNA), mentre que pel processat de tRNA i rRNA gairebé no hi ha cap gen afectat. Dins del
processat de mRNA és interessant que els gens sobreexpressats ho fan de manera més
marcada que els que es troben reprimits. Els més sobreexpressats son Ppmlg (protein
phosphatase 1G (formerly 2C), magnesium-dependent, gamma isoforma), Cpsf3 (cleavage and
polyadenylation specificity factor 3) i Parn (poly(A)-specific ribonuclease (deadenylation

nuclease) predicted), amb més d’un 30%.

Els gens involucrats en el manteniment del citoesquelet tampoc es troben gaire afectats.
Destacar que hi ha una sobreexpressié generalitzada, encara que en general el canvis no sén
gaire importants. El gen més afectat és la proteina associada adenilat-ciclasa 1 (Capl) que
experimenta un 35% de sobreexpressid. Aquesta regula la organitzacié del citoesquelet a

través dels filaments d’actina i proteines associades.

Els canvis d’expressié dels gens implicats en la senyalitzacié es presenten al Grafic 15. Es un
grup bastant heterogeni ja que inclou diferents tipus de senyalitzacid. Principalment inclou
quinases, implicades en la fosforilacié/desfosforilacio, encara que també es poden trobar gens

implicats en la transmissid de senyals per mitja de la sinapsi.
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Canvis d'expressio que codifiquen per senyalitzacio

Gnb1l |
Prkcz |
Rafl I
Ick |
Ccm2 |
Smad4 |
Csnk2a2_predicted I
Asb6 |
Pidka I
Csnkl1g2 |
Asapl_predicted I
Mfap4 |
Arf3 |
Rhoa |
Prkaca |

-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Fold change

Grafic 15. Classificacié de gens involucrats en diferents processos de senyalitzacié. B Senyalitzacid.

Del Grafic 15 es pot concloure que hi ha una sobreexpressié generalitzada, encara que només
un dels gens inclosos en aquesta subclassificacio supera el 50% de sobreexpressid. Aquest gen
és Gnb1 (guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1), és una proteina
G. Les proteines G, conegudes amb aquest nom degut a la seva interaccié amb GTP, sén
transductores de senyals que porten la informaciéd des d’un receptor fins a una o més
proteines efectores. Gnbl pertany a les proteines G heterotrimériques o grans i es situa
anclada a la membrana tant en repds com quan transmet la senyal. Hi ha dues proteines G
reprimides, Rhoa (Ras homolog gene family, member A) i Arf3 (ADP-ribosylation factor 3),
totes dues lleugerament reprimides. En aquest cas sén proteines G monomériques o petites. A
diferéncia de I’anterior, les monomeriques es troben lliures al citosol i al nucleoplasma.
Destacar la sobreexpressié de Rafl (v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1), un
oncogen, implicat en la transduccié de senyals mitogeniques des de la membrana al nucli.
Forma part de la via de senyalitzacié depenent de Ras des dels receptors al nucli. Dins d’aquest
grup es troben dues proteines quinases, Prkaca (protein kinase, cAMP-dependent, catalytic,
alpha) i Prkcz (protein kinase C, zeta). Prkaca, gen que experimenta la maxima repressio dins
d’aquest grup, és la subunitat catalitica de la proteina quinasa A (Pka) i fosforila i activa factors
de transcripcié en resposta a nivells elevats de AMP ciclic. D’altra banda, Prkcz, el segon gen

més sobreexpressat, pertany a la familia de les proteines quinasa C amb la diferéncia que no
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requereix ni Ca>* ni diacilglicerols per activar-se com les demés pertayents a aquest grup. Dos
gens que també es troben sobreexpressats son dues caseina quinases, Csnklg2 i Csnk2a2,
responsables de la fosforilacid de la caseina. Aquestes estan implicades en gran varietat de
processos de senyalitzacié com la proliferacié i diferenciaicié cel-lular, a més de participar en la
via se senyalitzacié de Wnt. Finalment, cal destacar dins d’aquest grup SMAD4 (SMAD family
member 4), que es troba clarament sobreexpressat. Pertany a la familia de les proteines
transductores de senyal SMAD, les quals sén fosforilades i activades pels receptors
transmembrana serina-treonina quinases en resposta a la senyalitzacié del factor de
creixement transformant beta (Tgf3). SMAD4 esta implicat en gran varietat de processos, tals

com la diferenciacié, apoptosi o el cicle cel-lular.

Els canvis d’expressié que es presenten al Grafic 16 engloben el transport (verd), la homeostasi

sanguinia (grana) i la resposta immunitaria (blau).

Canvis d'expressio de gens que codifiquen per transport, homeostasi
sanguinia i resposta immunitaria
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Grafic 16. Classificacio de gens involucrats en el transport cel-lular, gens involucrats en la homeostasi sanguinia i
gens involucrats en la resposta immunitaria. B Transport M Homeostasi sanguinia M Resposta immunitaria.
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Dins del transport, es troben inclosos gens implicats en el transport de ions, transport de
proteines aixi com el transport entre nucli i citoplasma. Hi ha una clara activacié del transport,
encara que els canvis no sén molt marcats. Dels que estan reprimits, destacar Pex26
(peroxisome biogenesis factor 26), que es requereix per I'import de proteines als peroxisomes.
Dels gens que es troben sobreexpressats, es destaquen els que ho fan amb més d’'un 30%
d’expressio. En ordre ascendent es troba Ipol3 (importin 13), implicat en el transport de
proteines del citoplasma al nucli, Bspry (B-box and SPRY domain containing), implicat en el
transport de calci, Vps4a (vacuolar protein sorting 4 homolog A (S. cerevisiae)), involucrat en el
trafic intracel-lular de proteines i finalment Excoc6 (exocyst complex component 6),

imprescindible pel trafic vesicular des de I'aparell de Golgi fins a la superficie cel-lular.

Pel que fa a I'homeodstasi sanguinia, només hi ha dos gens alterats i tots dos estan reprimits.
Sén Fgb (fibrinogen beta) i Fgll (fibrinogen like-1). Fgh, és el component beta del fibrinogen,
precursor de la fibrina que és el component més abundant dels coaguls. Fgl1, no conté la regio

sensible a la trombina i per tant no hi hauria formacié del coagul.

Finalment, es troben els gens relacionats amb la resposta immunitaria. Hi ha una repressié
generalitzada. El més interessant a destacar, és la repressid de 3 gens implicats en I'activacié
de la via del complement: Cls, C3 i C4. També es troba reprimit Pecam (platelet/endothelial
cell adhesion molecule 1), molécula d’adhesié cel-lular que es requereix per la migracio
transendotelial dels leucocits sota condicions d’inflamacié. Només hi ha un gen
sobreexpressat, Abcfl (ATP-binding cassette, sub-family F (GCN20), member 1) que podria

estar regulat pel factor de necrosi tumoral alfa (Tnfa).

L’Gtlima subclassificacido es mostra al Grafic 17, sén els gens que no han estat associats a cap
de les anteriors subclassificacions degut a que encara no es coneix la funcié que desenvolupa

cada un d’ell dins la cel-lula. Tots ells colorejats en gris.
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Canvis d'expressio de gens que codifiquen per altres
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Grafic 17. Classificacié de gens que no han estat associats a cap de les classificacions anteriors. ® Altres.

Per tal d’integrar la informacié dels canvis d’expressié que s’ha descrit fins ara, com ja s’ha dit

anteriorment, s’ha fet servir el programa MetaCore. Com a resultats ens indica en primer lloc

que les 10 vies metaboliques i els 10 processos cel-lulars més afectats pel tractament cronic

amb 5 mg/kg de GSPE son els indicats a la Taula 17. Els simbols que apareixen a les figures del

MetaCore estan detallats a I’Annex 3.

117



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
GENS DIANA DE LES PROANTOCIANIDINES

Sabina Diaz MartlaeRESULTATs i DISCUSSIO
ISBN:978-84-694-0330-3/DL:T-209-

Vies metaboliques

Processos cel-lulars

Immune response_Classical complement
pathway

Inflammation_Complement system

Immune response_Lectin induced complement
pathway

Translation_Translation initiation

Immune response_Alternative complement
pathway

Transcription_Nuclear receptors transcriptional
regulation

Immune response_MIF - the neuroendocrine-
macrophage connector

Signal transduction_WNT signaling

Apoptosis and survival_HTR1A signaling

Protein folding_ER and cytoplasm

Regulation of CFTR activity (norm and CF)

DNA damage_DBS repair

Development_Activation of ERK by Kappa-type
opioid receptor

G-protein signaling_G-Protein alpha-12 signaling
pathway

Apoptosis and survival_Ceramides signaling
pathway

Signal transduction_cAMP signaling

Cell adhesion_Cell junctions

Response to hypoxia and oxidative stress

Signal transduction_ESR1-nuclear pathway

Inflammation_MIF signaling

Taula 17. Vies metaboliques i processos cel-lulars més afectats pel tractament cronic de 5 mg GSPE/kg pes corporal.

Pel que fa a les vies metaboliques, interpretant els resultats del MetaCore, hom pot concloure

que les vies més afectades sén les que tenen relacié amb la resposta immunitaria.

La Figura 11 mostra la via classica del complement. El sistema del complement és el major
efector de la resposta immunitaria innata humoral, protegint a I’'hoste de microorganismes tals
com les bacteries. Els components de la via del complement estan designats numéricament:
C1 — C9. Els peptids formats durant I'activacié es designen mitjangant lletres en minudscula

[145, 146]. Normalment, el fragment petit resultant del tall o escisi6 s"anomena “a”, i el

fragment més gran s’anomena “b”, ex. C3a C3b.

L'activacié de la via classica del complement comenga comunment amb la formacié de
complexos solubles antigen-anticés, anomenats immunocomplexos, o amb la unié dels

anticossos (immunoglobulines tals com IgG1 i IgM) a antigens diana com cél-lules bacterianes.

El pas inicial implica els components del complement C1, C2, C3 i C4, els quals es troben
presents al plasma de forma inactiva. La formacié dels complexos antigen-anticds indueix
canvis conformacionals en els dominis Fc de les immunoglobulines, fet que permet la unié de
C1 [147]. C1 plasmatic esta composat de tres subunitats proteiques: Clg, Clr i Cls, i esta

estabilitzat per ions de Ca**

L’activacié de C1 esta regulada per I'inhibidor de C1, que inhibeix la seva activacié mitjangant
la unié a les subunitats Clr i Clsb [148]. L’activacié de C1 acaba amb la formacié de la
convertasa C3, que talla C3. En la via classica també esta implicada la convertasa C5. Com

s’explica posteriorment a la Figura 6, la seqliencia d’activacio del sistema del complement
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acaba amb la lisi cel-lular del patogen després de la formacié del complex d’atac a la

membrana que media la lisi de la seva membrana cel-lular.

s 201 inhibitor 1 i \Q e"
E %R ‘cacl
\‘ l B __ '. l
?961_@7:(:1(1 <:| v# ﬁl o c3dg |§a o
@ - caal _
CS)
Cs} ®

TQ;I

C2 Factor| C4BP

e /
TR e 2

/DAF

1

Cgheta

‘/,v’"“ G @ C8gamma

S Clml i1 SRR @‘9@@ 2
v. '_V R @ @

& " ~ o S ® ! o (®23 [cs} ‘@/tﬁﬁsterin

oy -

Lysis of target cell

Figura 11. Canvis en la resposta immunitaria segons el programa MetaCore en rates tractades amb la dosi cronica
de 5 mg GSPE/kg pes corporal. Aquesta figura correspon a la via classica del complement.

La dosi de 5 mg/kg sembla tenir un efecte manifest sobre "apoptosi. Dues de les 10 vies
metaboliques més afectadas estan relacionadades amb la supervivencia i I'apoptosi. La
primera és mitjangant la via de senyalitzacié a través del receptor de serotonina (HTR1A).
L'altra via és mitjangant la via de senyalitzacié de les ceramides. A continuacié es detallara la

primera d’elles (Figura 12).

El receptor de serotonina (HTR1A) pertany a la familia de receptors acoblats a proteines G
(GPRCs). La unio del lligand, serotonina, crea la dissociacio del complex trimeéric de proteina G
associada a aquest receptor. Aquesta dissociacié de la proteina G trimérica desemboca amb

I’activacid de les subunitats proteina G alfa i proteina G beta/gamma [149].

La familia de proteines G alfa-i, al seu torn, estimula I'activitat de JAK2 (Janus kinase 2) per un
mecanisme encara desconegut. Una vegada activat JAK2, fosforila la calmodulina i STAT3

(signal transducer and activator of transcription 3). La calmodulina fosforilada s’uneix a SLC9A1
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(solute carrier family 9 member 1) i estimula la seva activitat. SLC9A1 media I'intercanvi 1:1 de

Na® extracel-lular per H" intracel-lular, mantenint d’aquesta manera el pH [150].

L'alliberament de la proteina G beta/gamma pot estimular PI3K cat class IB (p110-gamma) a
través de la seva subunitat reguladora. PI3K cat class IB (p110-gamma) és un enzim que
converteix  PtdIns(4,5)P2  (phosphatidylinositol  4,5-bisphosphate) a  PtdIns(3,4,5)P3
(phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate). Aquest Utlim interacciona amb Akt (v-akt murine
thymoma viral oncogene homolog 1) i incrementa la seva activitat reclutant PDK
(phosphoinositide dependent protein kinase) perqué el fosforili. A continuacié Akt pot fosforilar
IKK alfa, subunitat del complex Ik-B kinase complex (IKK-cat), activant-lo. Les proteines IKK-cat
tenen la capacitat de fosforilar 1B (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells inhibitor). La fosforilacid de Ik-B porta a la seva ubiquitinacid i degradacié dins del
proteasoma 26S. Ik-B inactiva NFKB segrestant-lo al citoplasma, per tant, la degradacié de Ix-
B, permet I'activacio del complex NFKB. Aquest complex activat es transloca al nucli, on s’uneix
al DNA i promou la transcripcié de XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis), un membre de la
familia d’inhibidors d’apoptosi (IAP). XIAP té la capacitat d’unir-se i inhibir la caspasa 3 amb la
conseqlient prevencio del tall de PARP-1 (poly (ADP-ribose) polymerase 1) [151]. Per tots
aquests processos, la senyalitzacié de HTRA1 a través de la via PI3K/NFKB proporciona una

accié antiapoptotica i porta a la cel-lula a la supervivéncia [152, 153].

A banda de l'activacié PI3K cat class IB (p110-gamma), la subunitat de proteina G lliure
beta/gamma també és capac d’activar la senyalitzacié a través de la tirosina quinasa c-Scr (v-
src sarcoma viral oncogene homolog). Aquesta cascada de senyals acaba amb I'activacié de c-
Raf-1 (v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1), que inicia la cascada de fosforilacio i
activa MEK1/ERK1 (mitogen-activated protein kinase kinase 1/mitogen-activated protein
kinase 3) i MEK2/ERK2 (mitogen-activated protein kinase kinase 2/mitogen-activated protein

kinase 1)[154].
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Figura 12. Canvis en la via apoptotica segons el programa MetaCore en rates tractades amb la dosi cronica de 5 mg
GSPE/kg pes corporal. Aquesta figura correspon a la via d’apoptosi i supervivéncia mitjangant la senyalitzacio per
serotonia (HTR1A).

HTRA addicionalment controla les vies de NFkB i ERK a través de la familia de proteines G alfa-
i, mediant la inhibicié de I'activitat de I'adenilat ciclasa. L’adenilat ciclasa és un enzim que
catalitza la formacié de cAMP. cAMP es requereix per I'activacié de la proteina quinasa
depenent de cAMP (PKA). Al seu torn, PKA estimula I'activitat de la subunitat catalitica de
PP2A (protein phosphatase 2A catalytic subunit) a través de la fosforilacio de la subunitat
reguladora de PP2A (PP2A regulatory). Una vegada fosforilada, pot inactivar AKT mitjangant la
seva desfosforilacié. També pot activar c-Raf-1 unint-se i estimulant la translocacié de Bax
(BCL2-associated X protein) a la mitocondria per mitja de la desfosforilacié [155]. Bax
interacciona amb Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) a la membrana mitocondrial. Aquesta
interaccio, al seu torn, resulta en la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial externa i
promou l'alliberament de la proteina proapoptotica citocrom c. Quan hi ha activacié de
HTR1A, la concentracié del cAMP citosolic disminueix, fet que porta a la inactivacié de la

subunitat catalitica de PP2A i la supressié de totes les seves activitats pro-apoptotiques [155].
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4.2.1.2. Tractament cronic amb 25 mg/kg de GSPE

En les rates Wistar sanes després del tractament cronic durant 21 dies amb 25 mg/kg de
I’extracte de proantocianidines de pinyol de raim, el transcriptoma hepatic canvia
significativament. Aixi, de les 41.012 sondes testades, 19.884 tenen una expressié 2 vegades
superior al seu valor basal. D’aquestes, 3.354 canvien de forma significativa amb una p<0,05 i
1.406 canvien de forma significativa amb una p<0,01 després d’aplicar un test de la t de
Student. En aquest cas el criteri seguit per assegurar els canvis realment signficatius és aplicar
un test de false discovery rate de Benjamin-Hochberg amb una p<0,05. D’aquesta manera, 483
seqlieéncies reuneixen aquestes condicions, i ens garanteix la robustesa de les conclusions a les

que es pugui arribar. D’aquestes, 317 corresponen a gens coneguts. Detallat a 'Annex 1.

Per tal de comprendre el significat metabolic dels canvis d’expressié detectats, s’analitza com
anteriorment segons el criteri propi de classificacié (Figura 6). Addicionalment a I'analisi
individual dels canvis d’expressié observats s’ha introduit la informacié al programa MetaCore
per poder integrar els canvis individuals d’expressié en el context de vies metaboliques i

processos cel-lulars.

Dels 317 gens amb canvis robusts d’expressid, el programa MetaCore reconeix 119 dins dels
seus mapes de vies metaboliques i 291 els reconeix com a objectes d’'una xarxa que tenen un
nexe en comu, el qual no té perque ser un dels gens modificats significativament. Tant els
mapes de vies metaboliques com les xarxes de processos les classifica estadisticament aplicant
un test corregit amb false discovery rate p<0,05 que permet rebutjar processos o objectes amb
una significativitat dubtosa, assegurant que els resultats obtinguts no contenen falsos positius.
D’aquests, 144 es troben sobreexpressats i 173 reprimits, i la distribucié envers el p-valor és

del 21% p=<0,01.

Segons el criteri propi de classificacio, els processos cel-lulars que resulten afectats sén els
indicats a la Figura 13, on s’indiquen per a cada procés el conjunt de gens amb canvis

d’expressio.
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Figura 13. Classificacié de gens afectats per un tractament cronic de 25 mg GSPE/kg pes corporal, i agrupats en
processos biologics.

Tal com es pot veure a la Figura 13, el procés més afectat és el de metabolisme cel-lular. S’ha
de tenir en compte pero que la majoria estan inclosos en la subclassificacié de metabolisme
proteic que inclou la sintesi i degradacié d’aminoacids, processos de traduccid, aixi com la
sintesi i degradacié de proteines. Segueixen en importancia els gens involucrats en la
renovacié cel-lular, el transport i la senyalitzacié. El detall dels gens que canvien d’expressié es
presenta a ’Annex 1. Tot seguit es fa una descripcid dels principals canvis observats en els
diferents grups, comentant aquells canvis amb un minim d’'un 25% de sobreexpressiéo o

repressid i d’aquells gens que estiguin relacionats entre ells.

Els canvis d’expressidé dels gens involucrats en el metabolisme es presenten al Grafic 18,
indicant en diferents colors la tipologia de metabolisme a la que pertanyen: metabolisme
lipidic (verd), metabolisme glucidic (taronja), metabolisme de xenobiotics (lila), metabolisme
de nucleotids (blau) i metabolisme energétic (vermell). Al Grafic 19 esta representat

exclusivament el metabolisme proteic (groc).
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Canvis d'expressié de gens que codifiquen per metabolisme
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Grafic 18. Classificacio de gens segons el metabolisme cel-lular en el qual estan implicats. B Metabolisme lipidic
B Metabolisme glucidic B Metabolisme de xenobiotics B Metabolisme de nucleotids B Metabolisme energeétic.

Del Grafic 18 i Grafic 19 es desprén que els principals canvis metabolics es donen en el
metabolisme lipidic, el metabolisme energétic i el metabolisme proteic. El metabolime proteic
s’explicara a continuacié del grafic corresponent, donat que en aquesta categoria hi ha molts

gens implicats.
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Dins del metabolisme lipidic, el gen amb la sobreexpressido més forta és lah1 (isoamyl! acetate-
hydrolyzing esterase 1 homolog (S. cerevisiae)), una probable fosfolipasa, i esta acompanyat de
la sobreexpressié de dues fosfolipases: PId1 i Pld3, les quals catalitzen la hidrolisi de
fosfatidilcolina a acid fosfatidic i colina. Un altre gen destacat és Ceptl (choline/ethanolamine
phosphotransferase 1), gen que catalitza la sintesi dels fosfolipids fosfatidilcolina i
fosfatidiletanolamina. Aquests gens farien funcions oposades, ja que catalitzen la hidrolisi i
sintesi de fofatililcolina. Pel que fa als gens que es troben reprimits en ordre decreixent hi ha
Hsd17b11 (hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 11), implicat en el metabolisme dels
androgens, on produeix androstan; Gpd1 (glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 (soluble))
juga un paper important en la sintesi de triglicérids; Fadsl (fatty acid desaturase 1) regula la
insaturacié d’acids grassos, sent important en la produccidé d’acids grassos altament saturats a
partir de poliinsaturats, podent generar acid araquidonic i acid eicosapentanoic; Mcee
(methylmalonyl CoA epimerase), implicat en la degradacié d’acids grassos amb un nombre de
carbonis imparell; Acox1 (acyl-Coenzyme A oxidase 1, palmitoyl) és el primer enzim en la via de
[B-oxidacid, catalitzant la desaturacio dels acil-CoAs a 2-trans-enoil-CoAs; Prdx6 (peroxiredoxin
6) té dos papers, com a regulador de la renovacié de fosfolipids aixi com la proteccid contra el
dany oxidatiu; finalment, Lcat (lecithin cholesterol acyltransferase), esta implicat en

I’esterificacié del colesterol, important pel seu transport.

Dins del metabolisme glucidic, els gens majoritariament estan reprimits. Destacar la repressié
de Slc37a4 (solute carrier family 37 (glucose-6-phosphate transporter), member 4), el qual
transporta la glucosa-6-fosfat des del citoplasma al reticle endoplasmatic. Slc37al juntament
amb la glucsa-6-fosfatasa formen el complex encarregat de produir glucosa a partir de les vies
de gluconeogénesi i glicogenolisi. Esta acompanyat de la repressié de H6pd (hexose-6-
phosphate dehydrogenase (glucose 1-dehydrogenase)), implicat en I'oxidacié de glucosa-6-
fosfat i glucosa, també oxida altres hexoses-6-fosfat. Finalment, Insl (insulin 1), també esta
reprimit, encarregat de disminuir els nivells de glucosa a la sang, accelera a glicolisi, el cicle de

les pentoses fosfat i la sintesi de glicogen a fetge.

Pel que fa al metabolisme de xenobiotics només hi ha dos gens, tots dos sobreexpressats:
Cyp4b1 (cytochrome P450, family 4, subfamily b, polypeptide 1), el qual metabolitza una série
de carcinogens; i Adh5 (alcohol dehydrogenase 5), encarregat de metabolitzar per la seva

eliminacié formaldheid.

Dins del metabolisme energétic, hi ha bastants canvis a destacar. El primer d’ells, és la

repressié de dues subunitats, Sdhc i Sdhd, que conformen el complex de la succinat
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deshidrogenasa, conegut com Complex Il mitocondrial, implicat en la transferéncia d’electrons
del succinat a la ubiquinona. També hi ha una repressié de 3 subunitats de NADH:ubiquinona
oxidoreductasa, anomenada Complex | mitocondrial. Aquest funciona en la transferencia
d’electrons de NADH a la cadena respiratoria mitocondrial, sent la ubiquinona I'acceptor
d’aquests. Per altra banda, hi ha dos gens Uqcrq (ubiquinol-cytochrome c reductase, complex Il
subunit VII) reprimit i Ugqcrfsl (ubiquinol-cytochrome c¢ reductase, Rieske iron-sulfur
polypeptide 1), dins del Complex Ill o complex ubiquinol citocrom c reductasa, el qual catalitza
la transferéncia d’electrons des de I'ubiquinol al citocrom c i utilitza I'energia per translocar
protons de l'interior de la membrana interna mitocondrial a I'exterior. Finalment, hi ha dos
gens Atp5b (ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, beta polypeptide)
reprimit, i Atp5al (ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, alpha subunit 1,
cardiac muscle) sobreexpessat, que son dos components de I’ATP sintasa mitocondrial que
catalitza la sintesi d’ATP utilitzant el gradient electroquimic de protons a través de la
membrana mitocondrial interna durant la fosforilacié oxidativa. Tots dos gens formen part del

cor catalitic F1.

Per ultim, dins del metabolisme de nucleotids hi ha dos gens: Uckll_predicted (uridine-cytidine
kinase 1-like 1_predicted), el qual esta sobreexpressat i esta implicat en 'acumulacié de UTPs; i
Upbl (ureidopropionase, beta), reprimit i que esta implicat en I'Gltim pas de la via de

degradacié de pirimidina.

Al Grafic 19 es mostren els canvis del metabolisme proteic (groc).

126



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
GENS DIANA DE LES PROANTOCIANIDINES

Sabina Diaz Martinez 4. RESULTATS i DISCUSSIO
ISBN:978-84-694-0330-3/DL:T-209-2011

Canvis d'expressié de gens que codifiquen per metabolisme proteic
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Grafic 19. Classificacié de gens segons el metabolisme cel-lular en el qual estan implicats. = Metabolisme proteic.
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Finalment, dins del metabolisme proteic, Grafic 19, només es comentaran els gens que tenen
com a minim un 25% de repressié o sobreexpressid, o que estiguin relacionats entre ells i per

tant aquest fet expliqui la seva modulacid.

La sintesi de noves proteines és un procés altament regulat i que permet respostes cel-lulars
rapides a diferents tipus d’estimuls en absencia de transcripcid. El ritme de traduccié es
controla a 3 nivells diferents: iniciacid, elongacié i terminacié. Encara que la regulacié de la
traduccié principalment es fa a la iniciacid. La iniciacié de la traduccid consisteix en diferents
passos i és catalitzada per unes proteines conegudes com factors d’iniciacié eucariotica o eiFs.
En aquesta categoria de regulacié de la traduccié hi ha una serie de gens reprimits: Eif3g
(eukaryotic translation initiation factor 3, subunit G), Eif3i (eukaryotic translation initiation
factor 3, subunit 1), Eif3c (eukaryotic translation initiation factor 3, subunit C) i Eeflg
(eukaryotic translation elongation factor 1 gamma); i uns altres sobreexpressats: Eif4al
(eukaryotic translation initiation factor 4A1), Eif3s6ip (eukaryotic translation initiation factor 3,
subunit 6 interacting protein), LOC315661 (similar to eukaryotic translation elongation factor 1
alpha 2), Eifde2_pred (eukaryotic translation initiation factor 4E member 2_predicted),
LOC364713 (similar to eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2), LOC499224 (similar
to eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2) i Eeflal (eukaryotic translation
elongation factor 1 alpha 1). Els ribosomes sdn els organuls encarregats de catalitzar la sintesi
de proteines i estan composats de dues subunitats, 40S i 60S. Aquestes dues subunitats estan
fetes de diferents proteines ribosomals. En aquest sentit, hi ha una serie d’elles que es troben
reprimides: Rpl37 (ribosomal protein L37), Rpl32 (ribosomal protein L32), Rps4x (ribosomal
protein S4, X-linked), Rpl23 (ribosomal protein L23), Rps7 (ribosomal protein S7), Mrps24
(mitochondrial ribosomal protein 524); mentre que només hi ha una sobreexpressada: Rps2
(ribosomal protein S2) i RGD1565509_pred, LOC689668, RGD1562399_pred, LOC688473 i
RGD1560400_pred que sén similars a Rps2.

Dins del metabolisme proteic pren especial rellevancia la degradacio proteica via proteasoma,
que s’encarrega de degradar les proteines que ja no siguin necessaries o que estiguin
danyades. Les proteines per ser degradades han de ser marcades per una proteina petita
anomenada ubiquitina, procés que rep el nom d’ubitquitinacié i que permet al proteasoma
identificar-les i aixi poder degradar-les. La ubiquitinacié es déna mitjancant I’'enzim ubiquitina
ligasa. El gens reprimits relacionats amb el procés de degadacid proteica mitjancant el
proteasoma son: Fbxo7 (F-box protein 7), Ubxn4 (UBX domain protein 4), Rbx1 (ring-box 1),
Amfr (autocrine motility factor receptor), Skpl (S-phase kinase-associated protein 1),

Usp9x_pred (ubiquitin specific peptidase 9, X-linked_predicted), Psmc6 (proteasome (prosome,
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macropain) 26S subunit, ATPase, 6), Psma4 (proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha
type 4), Uba52 (ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion product 1) i RGD1306148
(similar to KIAA0368). Hi ha quatre gens sobreexpressats: RGD1564425 pred (similar to
Proteasome subunit beta type 3_predicted), Ube2d3 (ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3
(UBC4/5 homolog, yeast)), Wsb2 (WD repeat and SOCS box-containing 2) i Spsb2
(SplA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 2). Dins de la degradacid proteica
també i hi ha Lonp1l (lon peptidase 1, mitochondrial), que es troba sobreexpressat. Aquest es

requereix per la proteolisi intramitocondrial.

Un altre grup de gens sén els que estan relacionats amb la sintesi i degradacié d’aminoacids.
Entre ells es troben reprimits Prodh2 (proline dehydrogenase (oxidase) 2), Anpep (alanyl
(membrane) aminopeptidase), Bhmt2 (betaine-homocysteine methyltransferase 2), Dnpep
(aspartyl aminopeptidase), LOC641316 (similar to aldehyde dehydrogenase 4 family, member
Al). Els que es troben sobreexpressats sén: Lap3 (leucine aminopeptidase 3), Gatm (glycine
amidinotransferase (L-arginine:glycine amidinotransferase)), Got2 (glutamic-oxaloacetic
transaminase 2, mitochondrial) i LOC314123 (similar to Aspartate aminotransferase,

mitochondrial precursor).

Per acabar, Nags (N-acetylglutamate synthase), el qual es troba reprimit. Codifica per I'enzim
encarregat de catalitzar la formacié de N-acetilglutamat (NAG) a partir de glutamat i acetil-

CoA. Aquest gen pot regular la ureagenesi mitjangant I'alteracio de la disponibilitat de NAG.

Els canvis d’expressié en els gens implicats en la renovacioé cel-lular esta dividit en dos grafics:
Grafic 20 i 21. El Grafic 20 mostra els gens implicats en |'apoptosi/desenvolupament/

proliferacid/creixement (verd).
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Canvis d'expressié de gens que codifiquen per apoptosi/
diferenciacié/proliferacié/creixement
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Grafic 20. Classificacio de gens involucrats en la renovacié del cicle cel-lular. B Apoptosi/Desenvolupament/
Proliferacié/Creixement.

Aquest grup mostra una distribucié for¢a equitativa dels gens que es troben sobreexpressats i
els que es troben reprimits. Donat que hi ha un gran nombre de gens en aquest grup només es
comentaran aquells que puguin ser rellevants segons el criteri propi. Alguns d’ells, al estar en
coml amb la dosi cronica de 5 mg/kg ja han estat explicats anteriorment. El gen amb la

sobreexpressié més forta és Ppp2rlb (protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit
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A (PR 65), beta isoform), aquest gen també esta significativament alterat per la dosi cronica de
5 mg/kg. En ordre decreixent hi ha Dnajbl_pred (dnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member
1), pertanyent a la familia de les heat shock proteins (HSP). Aquesta en concret estimula
I"activitat ATPasa de Hsp70. Hi ha dues Hsps més, en aquest cas es troben reprimides, sén:
Trapl (TNF receptor-associated protein 1), una Hsp90 mitocondrial; i Hspb8 (heat shock
protein B8), la seva expressid esta induida per estrogens i esta implicada en la regulacio de la
proliferacié cel-lular, I'apoptosi i la carcinogenesi. Un altre gen implicat en I'apoptosi és Fem1b
(fem-1 homolog b (C. elegans)), aquest actua com a receptor de mort. Un altre gen
sobreexpessat destacable és Tp53bpl (tumor protein p53 binding protein 1), que incrementa
I"activacié transcripcional de Tp53 i indueix I'expressié de Ckdnla, un inhibidor de ciclines
depenents de quinasa, funcionant com a regulador de la progressié del cicle cel-lular a la fase
G1. Per finalitzar amb els gens sobreexpressats, Atg4dc (ATG4 autophagy related 4 homolog C
(S. cerevisiae)), és un gen implicat en I'autofagia. Aquest procés és essencial per ’homeostasi i
remodelacié cel-lular durant la diferenciacid, s’encarrega de la destruccid intracel-lular de

proteines i organuls danyats.

Pel que fa als gens reprimits, el de major repressié és Txnip (thioredoxin interacting protein).
Aqguest és un mediador d’estrés oxidatiu mitjancant la inhibicié de I'activitat tiorredoxina o
limitant la seva biodisponibilitat, proteina que funciona com antioxidant. També s’observa la
repressio de Txnrd1 (thioredoxin reductase 1), encarregat de mantenir la tiorredoxina en estat
reduit. Hi ha una serie de gens implicats en I'apoptosi com Cideb (cell death-inducing DNA
fragmentation factor, alpha subunit-like effector B), Clu (clusterin), RGD1311605_pred (similar
to apoptosis related protein APR-3; pl8 protein_predicted). Altres estan implicats en la
diferenciacié i proliferacié cel-lular com Col18al (collagen, type XVIII, alpha 1), Pphinl
(periphilin 1), Ggnbp2 (gametogenetin binding protein 2) i Edfl (endothelial differentiation-

related factor 1).

El Grafic 21 mostra els gens implicats en la regulacid del cicle cel-lular (taronja), el processat
del DNA (lila), histones/helicases/remodelacié de la cromatina (groc) i la regulacié de la

transcripcié (blau).
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Canvis d'expressié de gens que codifiquen per renovacio cel-lular
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Grafic 21. Classificacio de gens involucrats en la renovacid del cicle cel-lular. ®mRegulacié del cicle cel-lular
M Processat DNA  Histones/Helicases/Remodelacié de la cromatina M Regulacio de la transcripcio.

El cicle cel-lular és un conjunt ordenat de processos que condueixen al creixement de la cel-lula
i la seva posterior divisidé en dues cel-lules filles. Compta de diferents parts. La fase G1, on Ila

cel-lula duplica el seu tamany i augmenta el nombre d’organuls, enzims i altres molecules; la
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fase S, on es duplica el DNA i les proteines associades; la fase G2, procés on apareixen noves
estructures necessaries per la divisié i s’inicia la condensacié de la cromatina; la fase M agrupa
la mitosi (repartiment del material geneic) i la citoquinesi (divisié del citoplasma). Si la cél-lula

no es troba en cicle cel-lular, vol dir que es troba en fase GO o quiescent.

Pel que fa als gens inclosos en la regulacié del cicle cel-lular, majoritariament es troben
sobreexpressats. Només hi ha un gen reprimit Anapcll1 (anaphase promoting complex subunit
11), forma part del complex promotor de I'anafase, el qual controla la finalitzacié de la mitosi i
I'inici una altra vegada de la fase G1. Per contra, un altra gen d’aquest complex, Anapc4
(anaphase promoting complex subunit 4), és troba sobreexpressat. El gen amb la
sobreexpressié més elevada és Spinl (spindlin 1), esta implicat en la regulacié del cicle cel-lular
durant la transicié de gamet a embrié. Un altre gen implicat en la regulacié de la progressié del
cicle cel-lular és Ccndbp1 (cyclin D-type binding-protein 1), en aquest cas un regulador negatiu,
actuant en la inhibicié del complex ciclina-D1/CDK4. Per utlim, Cenpb_pred (centromere
protein B_predicted), esta relacionat amb facilitacié de la formacié del centromer, responsable

de realitzar i regular els moviments cromatics durant la mitosi o la meiosi.

Dins del grup de processat de DNA, cal destacar la forta sobreexpressiéo de Smarcel (SWI/SNF
related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily e, member 1),
esta relacionat amb el complex SWI/SNF, capag¢ d’alterar la posicidé dels nucleosomes al llarg
del DNA. Hi ha dos gens relacionats amb la reparacié del DNA, Msh5 (mutS homolog 5 (E. coli)),
el qual esta reprimit i MGC94542 (similar to RIKEN cDNA 5430437P03), que es troba
sobreexpressat. Finalment, Topl (topoisomerase (DNA) 1), gen que es troba sobreexpressat i

actua sobre la topologia del DNA durant la transcripcid.

Pel que fa als gens de la seglient agrupacid, destacar que no hi ha canvis excessivament forts.
Destacar la sobreexpressié de Hatl (histone acetyltransferase 1) i Hdac3 (histone deacetylase
3), capacos de modificar les histones, proteines que juntament amb el DNA formen la
cromatina. També hi ha dos gens sobreexpressats responsables de la regulacié de la
cromatina: Rbbp7 (retinoblastoma binding protein 7) i Msl3 (male-specific lethal 3 homolog
(Drosophila)). Pel que fa als gens que es troben reprimits, hi ha dos que codifiquen per
histones de la familia H2A: Hist1h2ac (histone cluster 1, H2ac) i Hist1h2an (histone cluster 1,

H2an).

L'Gltim grup el conformen els gens que estan relacionats amb la regulacié de la transcripcio.
Donat que hi ha un gran nombre de gens i practicament tots ells sén factors de transcripcid o

proteines reguladores de la transcripcid, només es comentaran aquells amb una expressié més
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marcada o que tinguin algun tipus de relacié entre ells, argumentant d’aquesta manera els
seus canvis d’expressid. La transcripcid del DNA és el primer pas de I'expressid genica,
mitjancant el qual es transfereix la informacié continguda en la seqiiéncia de DNA cap a la
seqliéncia de proteina, utilitzant diversos tipus de RNA com a intermediaris. Es divideix
principalment en 3 etapes: iniciacié, elongacié i terminacié. El gen més fortament
sobreexpressat és Gtf3a (general transcription factor Ill A), el qual funciona com a factor de
transcripcié de RNA polimerasa lll, induint la transcripcio dels rRNA 5s. Hi ha una serie de gens
que codifiquen per components del complex mediador. Aquest complex és un gran complex
proteic que actua com a coactivador transcripcional. Hi ha dos gens que es troben
sobreexpressats: Med20 (mediator complex subunit 20) i Med4 (mediator complex subunit 4); i
dos que es troben reprimits: Med19_pred (mediator complex subunit 19 predicted)

Med1_pred (mediator complex subunit 1_predicted). Un altre gen sobreexpressat és Polr2g
(polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide G), que és la subunitat més gran de la RNA
polimerasa I, responsable de la sintesi RNA en eucariotes. La proteina codificada funciona en
la iniciacié de la transcripcio. Ttf2_pred (transcription termination factor, RNA polymerase

Il_predicted) actua com a factor de terminacio de la transcripcid.

El gen més fortament reprimit és Nfia (nuclear factor I/A), un factor de transcripcio. Esta seguit
de Gmeb2 (glucocorticoid modulatory element binding protein 2), factor que s’uneix als
elements moduladors de glucocorticoides (GME) i incrementa la sensibilitat a baixes

concentracions de glucocorticoides.

Els canvis d’expressid dels gens implicats en el manteniment del citoesquelet i el processat de
RNA es presenten al Grafic 22, indicant en diferents colors la tipologia de classificacié a la que

pertanyen: citoesquelet (rosa), mRNA (verd), tRNA (taronja), rRNA (lila) i helicases de RNA

(groc).
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Canvis d'expressié que codifiquen per citoesquelet i processat de RNA

Ddx17

Gnl3l |
Cpsf3
Hnrpll_pred
Ppmilg
Parn_pred
Ints4_pred

Cpsf6 ]

Raly |

Sfrs3 |

Hnrnpull |
Capl
Mprip
Kif16b_pred

Cnn3 |

Pls3 |

-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Fold change

Grafic 22. Classificacié de gens involucrats en el manteniment del citoesquelet i el processat del RNA.
H Citoesquelet @ mRNA B rRNA  Helicases RNA.

Del Grafic 22 es desprén que els principals canvis es troben en el processat de RNA missatger
(mRNA). Dins del processat de mRNA hi ha tants gens sobreexpressats com reprimits. Hi ha
dos gens implicats en el processat de pre-mRNA, encarregats de la poliadenilacié. Tenen
expressions oposades, Cpsf6 (cleavage and polyadenylation specific factor 6) esta reprimit,
mentre que Cpsf3 (cleavage and polyadenylation specificity factor 3) esta fortament
sobreexpressat. Un gen que també es troba sobreexpressat és Parn_pred (poly(A)-specific
ribonuclease (deadenylation nuclease) predicted) i esta implicat en la degradacié de les cues
de poli(A) dels mRNAs. Hi ha un grup de gens que codifiquen per ribonucleoproteines i que
estan implicades en el processat i transport del mRNA: Hnrpll_pred (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein L-like), que esta sobreexpressada; i Hnrnpull (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein U-like 1) i Raly (RNA binding protein, autoantigenic (hnRNP-associated with
lethal yellow homolog (mouse))) que estan reprimits. Després de la transcripcid, els precursors
eucariotics del mRNA contenen introns i exons, la forma d’escindir els introns és mitjangant el
spliceosoma. Relacionat amb aix0 hi ha sobreexpressats el gens Sfrs3 (splicing factor,
arginine/serine-rich 3) i Ppm1g (protein phosphatase 1G (formerly 2C), magnesium-dependent,
gamma isoform), un factor de splicing que desfosforila substrats especifics requerits per la

formacio del spliceosoma.
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Pel que fa al processat de rRNA hi ha un Unic gen, Gnl3l (guanine nucleotide binding protein-

like 3 (nucleolar)-like) i es requereix pel processat de pre-rRNA.

Finalment, només hi ha una helicasa de RNA afectada, Ddx17 (DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box

polypeptide 17).

Hi ha cinc gens involucrats en el manteniment del citoesquelet. El canvi més contundent és la
sobreexpressié de Capl (CAP, adenylate cyclase-associated protein 1 (yeast)). La proteina
codificada regula I'organitzacié del citoesquelet a través dels filaments d’actina i proteines
associades. Els altres gens sobreexpressats son Kifl6b_pred (kinesin family member 16B) i

Mprip (myosin phosphatase Rho interacting protein), regulador del citoesquelet d’actina.

Els dos gens reprimits son Pls3 (plastin 3 (T-isoform)), implicat en la regulacié dels filaments
d’actina durant processos dinamics com la citoquinesi; i Cnn3 (calponin 3, acidic). La calponina
és una proteina tipus calmodulina que uneix la tropomiosina i la F-actina, i estaria implicada en

la regulacid de la contraccio del muscul llis.

Els canvis d’expressié dels gens implicats en la senyalitzacié es presenten al Grafic 23. Es un
grup bastant heterogeni ja que inclou diferents tipus de senyalitzacid. Principalment inclou
quinases, implicades en la fosforilacié/desfosforilacio, encara que també es poden trobar gens

implicats en la transmissid de senyals per mitja de la sinapsi.
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Canvis d'expressié que codifiquen per senyalitzacié
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Grafic 23. Classificacié de gens involucrats en diferents processos de senyalitzacié. ® Senyalitzacid.

Del Grafic 23 es despren que hi ha tants gens reprimits com sobreexpressats. No hi ha cap gen

que superi el 50% de sobreexpressid o repressio.

Les proteines G sén una familia de proteines implicades en la transduccié de senyals, portant
la informacié des d’un receptor fins a una o més proteines efectores. Aquesta familia de
proteines es caracteritza per la seva interacci6 amb GTP/GDP. Els receptors acoblats a
proteines G (GPCR) sén receptors transmembrana. Les molécules senyalitzadores d’uneixen al
seu domini extracel-lular i el domini intracel-lular activa les proteines G, les quals activen la
cascada de senyalitzacid. Hi ha una série de gens relacionats amb les proteines G. El gen més
sobreexpressat és Gnbl (guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1)
una proteina G heterotrimerica o gran i es situa anclada a la membrana tant en repds com

guan transmet la senyal. Hi ha també sobreexpressades dues proteines G petites o

137



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
GENS DIANA DE LES PROANTOCIANIDINES

Sabina Diaz MartipeRpgUITATS i DISCUSSIO
ISBN:978-84-694-0330-3/DL:T-209-2

monomeriques: Rhoc (Ras homolog gene family, member C), inactiva quan esta unida a GDP i
activa quan s’uneix a GTP; i Arfl (ADP-ribosylation factor 1), també forma part de la familia de
les proteines Ras i és un activador de les fosfolipases D. El gen Asapl_pred (ArfGAP with SH3
domain, ankyrin repeat and PH domain) és un activador de Arfl, Arf5 i amb menor activitat de
Arf6. Un altre membre de la familia Ras és Rasgrp3 (RAS guanyl! releasing protein 3 (calcium
and DAG-regulated)), és un activador de proteines Ras donat que promou I'adquisicio de GTP
per mantenir activa la seva unié. En sentit oposat, s’observa la repressié de dues proteines G
monomeriques: Rhoa (Ras homolog gene family, member A) i Arf3 (ADP-ribosylation factor 3).
També es troba reprimit Rassf3 (Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 3),
proteina d’unié a GTP per modular la transduccié intracel-lular de vies de senyalitzacié. Un
altre gen reprimit és Arhgdia (Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha), de la familia de
proteines Rho. Aquest inhibeix la dissociacié de GDP, amb la qual cosa no és pot unir a GTP.
Finalment, Git2 (G protein-coupled receptor kinase interacting ArfGAP 2), capag d’interaccionar
amb les quinases dels receptors acoblats a proteines G (GRKs), importants per la fosforilacio i

internalitzacié del receptor.

Les proteines quinasa sén quinases amb la capacitat de modificar altres proteines mitjancant
I’addicié de grups fosfat, és a dir, fosforilant-les, fet que modifica la funcionalitat de la proteina
fosforilada. Aquest fet els confereix la capacitat de regular la majoria de vies cel-lulars,
especialment les que impliquen la transduccié de senyals. Hi ha 3 proteines quinasa amb
I’expressid dels gens que les codifiquen modificada, dues es troben sobreexpressades, Prkd3
(protein kinase D3) i Prkch (protein kinase C, eta); i una reprimida, Prkaca (protein kinase,
cAMP-dependent, catalytic, alpha). Les proteines quinasa D (PKD) inicien la via de senyalitzacié
per mitja de diacilglicerols (DAG) i la proteina quinasa C (PKC), esta implicada en gran diversitat
de vies de senyalitzacié cel-lular. L'activitat de Prkch és independent de calci i depenent de
fosfolipids. Prkaca és una quinasa depenent de cAMP, i esta implicada en la regulacié del

metabolisme de lipids i glucosa.

Hi ha dos gens que codifiquen per quinases que incrementen I'eficiencia de la cascada de les
MAP quinases i faciliten I'activacié de MAPK2, un d’ells es troba sobreexpressat, Map2klipl
(mitogen-activated protein kinase kinase 1 interacting protein 1) i |‘altre es troba reprimit,

Robld3 (roadblock domain containing 3).

En aquesta mateixa situacio es troben els gens Csnk2b (casein kinase 2, beta subunit), reprimit
i Csnklg2 (casein kinase 1, gamma 2), sobreexpressat. SOn proteines que utilitzen

preferentment la caseina com a substrat. Participen en la regulacié de la via de senyalitzacié
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de Wnt. Implicat en aqueta via hi ha Axinl (axin 1); sembla ser que les axines sén els
components limitants de la via de senyalitzacié de Wnt. Es important destacar la repressié de
Gsk3a (glycogen synthase kinase 3 alpha). Gsk3 és capa¢ de fosforilar gran diversitat de
substrats, fet que li confereix gran importancia en la regulacié de la cascada de transduccié de
senyals. Gsk3 inactiva la glicogen sintasa mitjangant la seva fosforilacid, i esta implicat en el
control de la resposta cel-lular després d’un dany en el DNA, esta també implicat en la via de

senyalitzacié de Wnt.

Entre altres mecanismes de regulacié de la senyal hi ha la desfosforilacié. Ptpra (protein
tyrosine phosphatase, receptor type, A) es troba sobreexpressat i esta implicat en diferents
processos com la regulacié de I'adhesié cel-lular, la proliferacié o la senyalitzacié per mitja de
les integrines. Una altre fosfatasa és Inpp5b (inositol polyphosphate-5-phosphatase B), es
troba reprimit, i catalitza la conversio de inositol-1,4,5- trifosfat (IP3) a inositol-1,2-bisfosfat
(IP2). IP3 és un segon missatger encarregat de la transduccié de senyals i es produeix
conjuntament amb DAG per la hidrolisi de fosfatilitlinositol 4,5-bisfosfat (PIP2), un fosfolipid de
membrana. La seva principal funcio és la mobilitzacié de calci i que aquest pugui desenvolupar

les seves funcions.

S’observa la sobreexpressié tant de Smad2 (SMAD family member 2) com de Smad4 (SMAD
family member 4). Les proteines codificades per aquests gens promouen la senyal del factor de
creixement transformant TGFf, fet que regula diferents processos cel-lulars com la proliferacié

i diferenciacié cel-lular, aixi com I'apoptosi.

Finalment, s’observa la repressio de Igfals (insulin-like growth factor binding protein, acid labile
subunit) i Igfbp4 (insulin-like growth factor binding protein 4). Les proteines codificades per
aquests gens s’uneixen a factors de creixement d’insulina (IGFs) incrementant la seva vida

mitja, els quals estan implicats en el creixement i desenvolupament cel-lular.

Els canvis d’expressid que es presenten al Grafic 24 engloben el transport (verd), la homeostasi

sanguinia (grana) i la resposta immunitaria (blau).
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Canvis d'expressié que codifiquen per transport, homeostasi sanguinia i
resposta immunitaria
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Grafic 24. Classificacio de gens involucrats en el transport cel-lular, gens involucrats en la homeostasi sanguinia i
gens involucrats en la resposta immunitaria. B Transport M Homeostasi sanguinia M Resposta immunitaria.
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Dins del transport, es troben inclosos gens implicats en el transport de ions, transport de
proteines aixi com el transport de metabdlits entre nucli i citoplasma. Hi ha una distribucié
forga uniforme entre gens reprimits i gens sobreexpressats. Pel que fa als gens que es troben
reprimits, hi ha tres amb una repressidé superior al 30%, aquests sén en ordre decreixent:
Tmem37 (transmembrane protein 37), un estabilitzador de canals de calci; Slc22a18 (solute
carrier family 22, member 18), capag de transportar cations organics acoblat a un eflux de
protons mitjangant un mecanisme antiport; i Tcn2 (transcobalamin 2), codifica per una
proteina capag¢ d’unir-se a la cobalamina i mediar el seu transport fins a les cel-lules. Altres
gens amb una repressid més suau pero superior al 20% son Slc20a2 (solute carrier family 20
(phosphate transporter), member 2), implicat en el transport de fosfat necessari per realitzar
diferents funcions cel-lulars; Lman2 (lectin, mannose-binding 2), implicat en el transport de
glicoproteines entre el reticle endoplasmatic, I'aparell de Golgi i la membrana plasmatica;
Timm13 (translocase of inner mitochondrial membrane 13 homolog (yeast)), involucrat en
I'import i insercié de proteines transmembrana a la membrana mitocondrial interna; i Dnm1
(dynamin 1), implicat en I'endocitosi mediada per clatrines, a més d’estar implicat en altres

processos de trafic vesicular.

Pel que fa als gens sobreexpressats, hi ha dos components del complex exocist, implicat en
I’acoblament de vesicules amb la membrana plasmatica, Exoc6 (exocyst complex component 6)
i Exoc2 (exocyst complex component 2). També implicat en I'ancoratge i ensamblatge de
vesicules a la membrana hi ha Snap23 (synaptosomal-associated protein 23). Un altre gen
forga reprimit és M6pr (mannose-6-phosphate receptor, cation dependent), implicat en el
transport lisosomal. Hi ha dos gens implicats en el transport entre endosoma i aparell de Golgi:
Snx4_pred (sorting nexin 4_predicted) i Vps54 (vacuolar protein sorting 54 homolog (S.
cerevisiae)). Per acabar aquest grup, hi ha una serie de gens que codifiquen per transportadors
de proteines com Ipo13 (importin 13), implicada en I'import de proteines des del citoplasma al
nucli de forma depenent al sistema GTPasa; Dnajcl4 (dnal (Hsp40) homolog, subfamily C,
member 14), involucrada en el transport de proteines des del reticle endoplasmatic a la
superficie cel-lular; Ggal (Golgi associated, gamma adaptin ear containing, ARF binding
protein 1), que permet el transport de proteines entre |'aparell de Golgi i els lisosomes; Gosr2
(Golgi SNAP receptor complex member 2), el qual permet el transport entre els diferents

compartiments de I'aparell de Golgi.

Pel que fa a I’'homeostasi sanguinea, el gen que pateix la sobreexpressio més marcada és Emcn
(endomucin). Aquest gen interfereix amb I'ensamblatge de complexos d’adhesié focal de

manera que inhibeix la interaccié entre cel-lules i la matriu extracel-lular. L'altre gen
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sobreexpressat és Hbsll (Hbs1-like (S. cerevisiae)) i podria estar implicat en el control dels
nivells d’hemoglobina. Pel que fa als gens que es troben reprimits, Fgll (fibrinogen-like 1) és el
que experimenta la repressié més forta. Forma part de la familia del fibrinogen, encara que no
posseix la capacitat de la formacié del coagul de fibrina. Sembla ser que té capacitat
mitogenica i podria estar implicat en el desenvolupament d’hepatocarcinomes. Un altre gen
reprimit és Fgb (fibrinogen beta chain), component del fibrinogen, en aquest cas si que té
capacitat per la formacié del coagul. Relacionat amb la formacié del coagul sanguini hi ha
Vkorcl (vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1), implicat en el metabolisme de la
vitamina K, essencial per la coagulacié. L'altre gen forga reprimit és Alad (aminolevulinate,
delta-, dehydratase), implicat en la catalisi de porfobilinogen, precursor del grup hemo,
citocroms i altres hemoproteines. Finalment, Cdh2 (cadherin 2), involucrat en I'adhesio

cel-lular, fet important a I’hora de la formacié dels vasos sanguinis.

L’'dltim grup d’aquesta categoria sén els gens relacionats amb la resposta immunitaria. També
aqui s’observa una repressio generalitzada dels gens relacionats amb la via del complement:
C4b (complement component 4B (Childo blood group)), Cls (complement component 1, s
subcomponent), C3 (complement component 3) i C5 (complement component 5). També és
important en l'activacié de la via del complement Masp2 (mannan-binding lectin serine
peptidase 2), el qual déna lloc a la formacio de la convertasa C3. Per utlim, la repressié de Pelil
(pellino 1), el qual seria requerit per I'activacié de NfkB i I'expressié genica de IL-8 en resposta
a IL-1. Pel que fa als gens que es troben sobreexpressats, Fcgr3 (Fc receptor, IgG, low affinity
Ill), és el que experimenta una sobreexpressio més elevada. Pertany a la familia de receptors
de les immunoglobulines gamma (IgG). La seva funcid és eliminar complexos immunes de la
circulacio sense I'activacié dels neutrofils. Un gen amb funcié similar és LOC498276 (Fc gamma
receptor Il beta), implicat en la fagocitosi de complexos immunes per modular la produccio
d’anticossos per les cél-lules immunologiques. Un alte gen implicat en la fagocitosi és Vsig4 (v-
set and immunoglobulin domain containing 4). Aquest regula negativament la proliferacié de

cel-lules TilL-2, a més d’inhibir la via alternativa del complement.

L'dtlima subclassificacio, mostrada al Grafic 25, sén els gens que no han estat associats a cap
de les anteriors subclassificacions degut a que encara no es coneix la funcié que desenvolupa

cada un d’ell dins la cel-lula. Tots ells colorejats en gris.
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Canvis d'expressio de gens que codifiquen per altres
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Grafic 25. Classificacid de gens que no han estat associats a cap de les classificacions anteriors. H Altres.
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Per tal d’integrar la informacié dels canvis d’expressié que s’ha descrit fins ara, com ja s’ha dit
anteriorment, s’ha fet servir el programa MetaCore. Com a resultats ens indica en primer lloc
que les 10 vies metaboliques i els 10 processos cel-lulars més afectats pel tractament cronic
amb 25 mg/kg de GSPE soén els indicats a la Taula 18. Els simbols que apareixen a les figures del

MetaCore estan detallats a I’Annex 3.

Vies metaboliques Processos cel-lulars
Immune response_Lectin induced complement .
Inflammation_Complement system
pathway
Immune response_Classical complement . T
P - P Translation_Translation initiation
pathway
Immune response_Alternative complement . . . .
P - P Signal transduction_WNT signaling
pathway

Regulation of lipid metabolism_Stimulation of
Arachidonic acid production by ACM receptors
Oxidative phosphorylation Translation_Regulation of initiation
Transcription_Ligand-Dependent Transcription of
Retinoid-Target genes

Normal and pathological TGF-beta-mediated
regulation of cell proliferation

Signal transduction_Activin A signaling regulation | Protein folding_Folding in normal condition
G-protein signaling_RhoA regulation pathway Cell adhesion_Cadherins

Signal Transduction_TGF-beta, GDF and Activin
signaling

Protein folding_Response to unfolded proteins

Inflammation_Kallikrein-kinin system

Translation_Elongation-Termination

Regulation of CFTR activity (norm and CF)

Taula 18. Vies metaboliques i processos cel-lulars més afectats pel tractament agut de 25 mg GSPE/kg pes corporal.

Cal destacar que les 3 primeres vies metaboliques coincideixen amb les 3 primeres vies del

tractament cronic amb 5 mg/kg de GSPE.

La Figura 14 mostra la via del complement induida per lectines. Com s’ha comentat
anteriorment, el sistema del complement és el major efector de la resposta immunitaria innata
humoral, protegint a I’hoste de microorganismes tals com les bactéries. Els components de la
via del complement estan designats numericament: C1 — C9. Els peptids formats durant
I'activacié es designen mitjancant lletres en minuscula [145, 146]. Normalment, el fragment

ll ”

petit resultant del tall o escisié s"anomena “a”, i el fragment més gran s"anomena “b”, ex. C3a

C3b.

Les lectines, tals com la ficolina 3 (H-Ficolin), la ficolina 2 (L-Ficolin) o la proteina d’unid a
manosa (MBL) sén proteines que reconeixen i s’uneixen a carbohidrats diana presents a la

superficie dels patogens [156].
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Figura 14. Canvis en la resposta immunitaria segons el programa MetaCore en rates tractades amb la dosi cronica
de 25 mg GSPE/kg pes corporal. Aquesta figura correspon a la via del complement induida per lectina.

La via de les lectines, de la mateixa manera que la via alternativa del complement s’activa
sense la necessitat de la preséncia d’anticossos. La via de les lectines s’activa mitjangant una
proteina d’'unid a mannosa que detecta residus d’aquest sucre a la superficie dels
microorganismes [157]. MBL és una proteina de fase aguda produida durant la resposta
inflamatoria. Una vegada s’ha unit a la superficie de la cel-lula o patogen, hi ha una interaccié
fisica amb les esterases MASP1 i MASP2 (mannan-binding lectin serine peptidase 1 and 2)
[158]. Aquest complex inicia el tall i I'activacié de C4 i C2, donant lloc a la convertasa C3.
Aquesta talla C3, el qual juga un paper central en I'activacié del sistema del complement. El
seu processat per la convertasa C3 és la reaccid central tant en la via classica com en la via
alternativa. Aquest fet representa un mecanisme de defensa innata molt important

comparable a la via alternativa del complement [159, 160].

Les diferents vies del complement, classica, alternativa o de les lectines, porta a la produccié
de la convertasa C5 activa [161]. La seqliencia d’aquesta convertasa acaba amb la formacié de
I’estructura macromolecular anomenada Complex d’atac a la membrana. Aquest complex crea

porus a la membrana que permeten el pas de ions i aigua, aix0 crea un desbalang osmotic que
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causa la lisi cel-lular [162]. L’ultim pas de I’activacié del complement esta controlat per CD59
(membrane-associated complement regulatory protein). Aquest no permet la formacié del
complex d’atac a la membrana en I'Gltim pas de la via [163, 164]. Un altre punt que interfereix

en la formacio d’aquest complex és la proteina plasmatica reguladora Clusterina (CLU) [165].

Existeixen una serie de treballs on s’ha demostrat I'efecte de diferents flavonoides sobre el
sistema del complement, basicament en la via classica i en la via alternativa, perd cap d’ells en
la via del complement induida per les lectines [166-168]. Aquest treball podria ser uns dels
primers a tractar sobre aquest fet, posant de manifest el poder d’un extracte de
proantocianidines de pinyol de raim sobre la inhibicié de la via del complement induida per les

lectines.

L'acid araquidonic és un acid gras poliinsaturat que es troba present en els fosfolipids
(principalment en la fosfatililetanolamina i fosfatidilcolina) de les membranes cel-lulars, i es
troba de forma abundant als musculs i al cervell. L’acid araquidonic a més, esta implicat en la
senyalitzacido cel-lular com a segon missatger, involucrat en la regulacié d’enzims
senyalitzadors com diferents isoformes de la fosfolipasa C (PLC), diferents isoformes de la

proteina quinasa C (PKC), aixi com també és un intermediari en el procés d’inflamacié.

L'estimulacio de la produccié d’acid araquidonic (Figura 15) es pot fer via els receptors
colinérgics muscarinics (ACM). Els receptors muscarinics tenen gran diversitat d’efectes
mitjancant la unié d’acetilcolina, influenciant d’aquesta manera el sistema nervids central i

periféric.

Aquests receptors ACM participen en la via de senyalitzacié de I'acid araquidonic mitjangant la

fosfolipasa A2 (PLA2) [169] i la fosfolipasa D (PLD) [170].

Una de les vies d’activacié de I'acid araquidonic és mitjancant ACM2, que iniciaria la cascada
de senyalitzacio a través del complex de la proteina G beta/gamma, subunitat de la proteina G
heterotrimérica que consisteix en aquest complex més la subunitat alfa [171]. Els recpetors
ACM3 i probablement ACM1 podrien induir la sintesi d’acid araquidonic mitjancant I'activacié
de cPLA2. ACM3 pren part en l'activacié de PLD1 per dues vies, interaccionant directa o
indirectament amb RhoA i incrementant d’aquesta manera la seva activitat [172]; o mitjancant
la unié a ARF1 [173]. PLD1 actua sobre la fosfatililcolina produint acid fosfatidic i colina que
acabara sent convertit a diacilglicerol (DAG). Al seu torn, DAG activa PKC que un cop activada

és capac de fosforilar cPLA2, amb la conseqlient produccié d’acid araquidonic [169].
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Figura 15. Canvis en el metabolisme lipidic segons el programa MetaCore en rates tractades amb la dosi cronica de
25 mg GSPE/kg pes corporal. Aquesta figura correspon a la regulacié del metabolisme lipidic estimulada per la

produccié d’acid araquidonic.

L’acid araquidonic pot influenciar la secrecié del precursor de la proteina amiloide beta [174].

La proteina amiloide beta és el principal component de les plaques senils al teixit cerebral i per

tant pren especial rellevancia en la modulacié de la malaltia d’Alzheimer [175]. La produccié de

proteina amiloide beta necessita el tall d’APP per desencadenar la cascada d’events d’aquesta

malaltia. En aquest cas pero, no s’observa cap canvi de les proteases responsables d’aquest

fet.
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4.2.2, Marcadors hepatics
4.2.2.1. Hsp70

Tenint en compte els efectes observats sobre la quantitat de Hsp70 a fetge després del
tractament agut de 250 mg/kg de proantocianidines de pinyol de raim, es procedeix a la seva
determinacid als fetges de les rates que han estat sotmeses a un tractament cronic de 5 o 25

mg/kg d’aquestes mateixes proantocianidines.

Al Grafic 26, s’observa una repressié depenent de la dosi, encara que en cap dels dos casos és
significativa. Per la dosi de 5 mg/kg aplicant un test de la t de Student el p-valor és 0,154 i per
la dosi moderada de 25 mg/kg el p-valor és 0,096. Si pel contrari s’aplica una ANOVA d’un
factor i aplicant una comparacié post hoc LSD, comparant els 3 grups entre ells, control, 5i 25

mg/kg, el p-valor del grup de 25 mg/kg respecte al control és de 0,057.

0,5
0,4
03
0,2

0,1

ng Hsp70/mg proteina

0
Control 5 mg/kg 25 mg/kg

Grafic 26. Efecte del tractament cronic amb GSPE (5 i 25 mg/kg) sobre la concentracié de Hsp70 a fetge. Els
resultats mostren la mitjana = SEM (n=10). L’analisi estadistica es va fer amb el test de la t de Student per mostres
independents comparant el grup tractat respecte al control en tots dos casos, *p<0,05.

A diferéncia d’altres parametres estudiats, sembla haver-hi un efecte depenent de la dosi. En
aquest cas, la dosi moderada de 25 mg/kg fa que els nivells de Hsp70 a fetge siguin menors

que per la dosi baixa de 5 mg/kg.
4.2.2.2. Caspasa 3

Continuant en la mateixa linia d’estudi de la capacitat proapoptotica de les proantocianidines,
en aquest experiment cronic es va determinar I'activitat de la caspasa 3 a fetge. En aquest cas
no es pot determinar la quantiat de citocrom c degut a que s’ha de fer amb teixit fresc i
actualment no es disposa d’aquestes mostres. No obstant, la quantificacié de I'activitat

caspasa 3 és un indicador valid d’apoptosi.

El Grafic 27 mostra els efectes de les proantociandines sobre I’activitat caspasa 3 a fetge.

S’observa un efecte contrari amb les dues dosis. Mentre que la dosi baixa, 5 mg/kg provoca un
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augment de I'activitat caspasa 3, resultat en principi esperable donat que tots els resultats
estan apuntant a una induccié de I'apoptosi, la dosi moderada, 25 mg/kg, no causa el mateix
efecte provocant la inhibicié de I'activitat caspasa 3. Cal destacar pero, que en cap dels dos
casos, els valos sén signficatius. Per la dosi baixa té un p-valor de 0,378, i per la dosi moderada
el p-valor és 0,098. Si s’aplica una ANOVA d’un factor amb LSD com a comparacié post hoc, el

p-valor de la dosi moderada baixa fins a 0,074, que esta per sobre de p<0,05.

0,1
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Control 5 mg/Kg 25 mg/Kg

Grafic 27. Efecte del tractament cronic amb GSPE (5 i 25 mg/kg) sobre la concentracié de caspasa 3 a fetge. Els
resultats mostren la mitjana = SEM (n=10). L’analisi estadistica es va fer amb el test de la t de Student per mostres
independents comparant el grup tractat respecte al control en tots dos casos, *p<0,05.

D’aquests resultats es pot concloure que les proantocianidines afecten de manera diferent en
funcidé de la dosi de proantocianidines que s’utilitza, no observant-se un efecte dosi-depenent.
En aquest cas, la dosi baixa de 5 mg/kg augmenta 'activitat de la caspasa 3 respecte al control,

mentre que la dosi moderada de 25 mg/kg disminueix aquesta activitat.

4.2.2.3. Comprovacié mitjancant expressio génica de la via d’apoptosi

intrinseca a la mitocondria

D’igual manera al tractament agut, es va comprovar per PCR a temps real I'expressié génica
d’alguns dels gens que codifiquen per algunes proteines implicades en la via de I'apoptosi.
Aquests gens son Apafl (apoptosis protease-activating factor-1), Casp3 (caspase 3), Bcl2 (B-cell

leukemia/lymphoma 2) i Bax (Bcl2-associated X protein). Els resultats es mostren a la Taula 19.
A diferencia del tractament agut, no hi ha cap efecte sobre I'expressié génica.

Es interessant destacar que I'expressié génica de la caspasa 3, extreta de I'array de la dosi
baixa, té un valor de sobreexpressié de 1,434, més d’un 40% i amb un p-valor de 0,037,
resultat que concorda amb els nivells d’activitat. La dosi de 5 mg/kg provocava un augment de

I'activitat caspasa 3 a fetge. En el moment de confirmar aquests valors mitjangant una PCR

149



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
GENS DIANA DE LES PROANTOCIANIDINES

Sabina Diaz MartlaeRESULTATs i DISCUSSIO
ISBN:978-84-694-0330-3/DL:T-209-

quantitativa, el resultat no és significatiu, encara que s’observa una lleugera sobreexpressio

d’aquest gen.

Es pot concloure que l'efecte de les proantocianides de pinyol de raim sobre I'expressid

d’aquests gens implicats en la via intrinseca a la mitocondria, depén de la dosi emprada.

Gens Control 5 mg/kg 25 mg/kg

Apafl 1,007 £ 0,040 1,033+ 0,044 1,114 + 0,138

Casp3 1,007 £ 0,040 1,117 £ 0,033 1,038 £ 0,039
Bcl2 1,009 + 0,045 0,982 £ 0,035 0,973 £ 0,064
Bax 1,006 + 0,036 1,103 £ 0,058 1,001 + 0,053

Taula 19. Efecte del tractament cronic GSPE (5 i 25 mg/kg) sobre els nivells de mRNA a fetge de diferents gens. Els
resultats mostren la mitjana = SEM (n=10). L’analisi estadistica es va fer amb el test de la t de Student per mostres
independents comparant el grup tractat respecte al control en ambdos casos, *p<0,05.

4.2.2.4, Activitats enzimatiques

En aquest experiment cronic també es determinaran les activitats enzimatiques glutamat
oxalacetat transaminasa (GOT), glutamat piruvat transaminasa (GPT), glutamat
deshidrogenasa (GDH) i glutamina sintetasa (GS) per determinar si l'efecte de les

proantocianidines de pinyol de raim és depenent de la dosi i del temps de tractament.

Tal com mostra el Grafic 28, en cap de les activitats mesurades s’observen canvis significatius,
el mateix que succeia amb el tractament agut. De totes maneres, destacar que hi ha una
tendéncia a 'augment de I'activitat GOT depenent de la dosi. La dosi de 25 mg/kg té un p-valor
de 0,099. També sembla haver un efecte dosi depenent sobre I'activitat glutamina sintetasa,
en aquest cas també va en augment. El p-valor per la dosi de 25 mg/kg és de 0,056, al limit de

la significativitat.

Hom pot concloure que I'efecte sobre les activitats enzimatiques estudiades varia en funcié de
la dosi emprada i el temps de tractament, encara que els canvis no sén significatius a les dosis i

temps utilitzats.
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Grafic 28. Efecte del tractament cronic amb GSPE (5 i 25 mg/kg) sobre diferents activitats enzimatiques. A.
Glutamat oxalacetat transaminasa (GOT). B. Glutamat piruvat transaminasa GPT. C. Glutamat deshidrogenasa
(GDH). D. Glutamina sintetasa (GS). Els resultats mostren la mitjana = SEM (n=10). L’analisi estadistica es va fer amb
el test de la t de Student per mostres independents comparant el grup tractat respecte al control en tots els casos,
*p<0,05.

4.2.3. Marcadors plasmatics

Pel que fa als parametres plasmatics, s’han quantificat els mateixos que en I'experiment agut
per poder comparar si els efectes sobre aquests varien en funcié de la dosi i el temps de

tractament. La Taula 20 mostra els resulats obtinguts.

Pel que fa als nivells plasmatics de glucosa, de la mateixa manera que passava amb

I’experiment agut, no es veu afectada pel tractament amb proantocianidines.

El triglicérids plasmatics si que es troben afectats pel tractament amb proantocianidines. Amb
el tractament de 25 mg/kg estan afectats en el mateix sentit que el tractament agut,
experimentant una marcada repressid dels nivells circulants. En canvi, amb la dosi baixa,

sembla passar tot el contrari, s’observa un augment, encara que no és significatiu.

Els nivells de colesterol tampoc es veuen modificats, encara que s’observa una lleu repressio

amb la dosi de 25 mg/kg (p=0,110).

Pel que fa als acids grassos lliures, no s’observa cap efecte. Per contra, amb la dosi aguda hi

havia una augment de la seva concentracié després de 5 hores de tractament agut.

El B-hidroxibutirat agumenta amb les dues dosis, sent significativa amb el tractament de 25
mg/kg, té una p=0,049. Encara que la dosi de 5 mg/kg no afecta de forma significativa, té una
p=0,087. L'efecte en aquest cas seria depenent de la dosi. En el tractament agut es podia
apreciar un lleu augment de la seva concentracié després de 5 hores de tractament encara que

no de forma significativa.
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Pel que fa al glicerol plasmatic, el tractament cronic no afecta als nivells circulants amb cap de
les dues dosis. Per contra, el tractament agut si que afectava de forma significativa a 1i 5

hores de tractament.

En aquest cas el lactat es troba clarament afectat pel tractament de proantocianidines, tenint

el mateix efecte les dues dosis. El tractament agut no induia cap efecte.

Finalment, no s’observa cap efecte sobre els nivells plasmatics d’urea. El tractament agut tenia

efecte a les 5 hores.

Parametres plasmatics

Control

5 mg/kg

25 mg/kg

Glucosa (mg/dl)

111,68 +7,75

102,54 + 3,58

106,50 + 3,00

Triglicerids (mg/dl)

189,74 £ 15,11

222,35 + 35,60

136,31+17,17*

Colesterol (mg/dl) 29,58 + 2,45 27,18+ 1,80 23,78 £2,30
Acids Grassos Lliures (mg/dl) 27,53 +2,09 27,39 +1,65 24,64 + 2,61
B-Hidroxibutirat (mg/dl) 16,43 £ 3,22 24,77 £ 3,25 28,23 + 4,59*
Glicerol (mg/) 14,42 £ 0,96 12,28 £1,49 11,59 +1,12

Lactat (mM) 1,41 +0,04 1,23 £ 0,05* 1,24 + 0,06*

Urea (mg/dl) 27,09+ 1,21 26,45+ 1,41 29,36+ 2,08

Taula 20. Efecte del tractament cronic amb GSPE (5 i 25 mg/kg) sobre parametres plasmatics. Els resultats mostren
la mitjana + SEM (n=10). L’analisi estadistica es va fer amb el test de la t de Student per mostres independents
comparant el grup tractat respecte al control en ambdos casos, *p<0,05.

Es pot concloure que el nivell d’efecte sobre els parametres plasmatics estudiats, depén en
gran mesura de la dosi i els temps de tractament. Es interessant destacar que encara que
I’efecte sigui significatiu en I'experiment agut i no en el cronic, o a la inversa, la tendéncia és la
mateixa. D’aqui és pot extreure que les proantocianidines de pinyol de raim exerceixen el

mateix efecte, encara que la intensitat d’aquest varia en funcié de la dosi i el temps de

tractament.

4.3. Identificacid de gens diana de proantocianidines a partir dels estudis in vivo

Els diagrames de Venn s'utilitzen per comparar llistes de gens que s’expressen
diferencialment. En aquest cas, I'objectiu de la utilitzacié d’aquests diagrames és veure dels
gens que estan alterats de forma significativa, quins estan afectats per més d’'un dels
tractaments utilitzats. En aquest apartat, pel tractament agut de 250 mg/kg es tenen en
compte tots els gens modificats significativament i no només els que tenien un 50% de

sobreexpressio o repressio.
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La Figura 16 mostra el nombre de gens modificats significativament després de cada un dels
tractaments. En negre hi ha la totalitat de gens modificats. En vermell els que estan

sobreexpressats i en verd els que estan reprimits.

A: 5 gens
1M als 3
3A al cronici WV a l'agut
1\ al cronic i A a 'agut

B: 5gens
1W¥ en comd
AN al cronici W a l'agut

C: 11 gens

17\ en comu

9 al cronici W a l'agut
1\ al cronic i A a 'agut

1446

7504\ 696\

250 mg/kg

Figura 16. Diagrama de Venn dels experiments in vivo amb fetge de rates Wistar sanes amb diferents tractaments
de GSPE: agut 3h 250 mg/kg, cronic 21 dies 5 mg/kg i cronic 21 dies 25 mg/kg.

El tractament agut amb 250 mg/kg de GSPE afecta a I'expressié de 1467 gens (1446+5+11+5),
dels quals 753 es troben sobreexpressats i 714 reprimits. De la globalitat de gens, 1446 estan
afectats exclusivament pel tractament agut; 5 pel tractament agut i pel tractament cronic de 5
mg/kg; 11 pel tractament agut i pel tractament cronic de 25 mg/kg; i 5 pels tres tractaments,

només un d’ells ho fa en el mateix sentit.

Dels 5 gens (A) que estan alterats pels tres tractaments només un va en el mateix sentit en els
3 casos: Fam40A (family with sequence similarity 40, member A). Els altres 4 gens, 3 d’ells
estan sobreexpressats amb les dues dosis del tractament cronic i reprimits amb el tractament,

i el que queda ho fa en el sentit contrari.

Dels 6 gens (B) que estan afectats pel tractament agut i pel tractament cronic de 5 mg/kg,
només un ho fa en el mateix sentit i esta reprimit, és Hifla (hypoxia-inducible factor 1, alpha
subunit). Els altres 5 s’alteren en sentit contrari. Amb el tractament cronic estan

sobreexpressats i amb tractament agut estan reprimits.

Dels 11 gens (C) que estan afectats pel tractament agut i pel tractament cronic de 25 mg/kg,

només un ho fa en el mateix sentit i esta reprimit, és Rbx1 (ring-box 1). Els altres 10 s’alteren
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en sentit contrari. Dels quals 9 en el tractament cronic estan sobreexpressats i amb el

tractament agut estan reprimits, i el gen restant ho fa a la inversa.

Pel que fa a I'efecte del tractament cronic de 5 mg/kg, hi ha 165 gens (77+78+5+5) alterats,

dels quals 63 estan reprimits i 102 sobrexpressats.

Pel que fa a I'efecte del tractament cronic de 25 mg/kg, hi ha 317 gens (224+78+5+11) alterats,

dels quals 137 estan reprimits i 87 sobrexpressats.

Finalment, si es compara 'efecte d’aquests dos tractaments cronics, hi ha 78 gens afectats per
tots dos, dels quals 35 estan reprimits i 43 sobrexpressats. No només ho fan en el mateix sentit

sind que també ho fan amb la mateixa intensitat.

Hom conclou que I'efecte de les proantocianidines de pinyol de raim depéen en gran mesura
del temps de tractament, ja que els resultats obtinguts del tractament agut i del tractament
cronic no son els mateixos. Pel que fa a la dosi, sembla ser que afecten a un gran nombre de
gens en comu, perd també poden afectar a altres gens segons quina sigui la dosi emprada, per
tant, d’aqui es despren que l'efecte de les proantocianidines de pinyol de raim també

dependra en gran part de la dosi emprada.
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4.4. Identificacié de les molécules responsables dels efectes de les proantocianidines en

un model cel-lular
4.4.1. Epicatequina

En les cél-lules FAO després del tractament de 5h amb 50 mg/l d’epicatequina, el
transcriptoma canvia significativament. Aixi, de les 41.012 sondes testades, 14.996 tenen una
expressio 2 vegades superior al seu valor basal. D’aquestes, 167 canvien de forma significativa
amb una p<0,05 després d’aplicar un test de la t de Student. Hem fet servir el criteri de
considerar només aquells gens pels quals el canvi és com a minim un 40% de sobreexpressié o
repressid; és un criteri que hom acostuma a aplicar per tal de garantir la robustesa de les
conclusions a les que es pugui arribar. Fent servir aquest criteri s’identifiquen 13 gens dels que
es pot afirmar amb seguretat que la seva expressié esta modificada en condicions de

tractament agut amb proantocianidines. Detallat a ’Annex 1.

Per tal de comprendre el significat metabolic dels canvis d’expressié detectats, s’analitza com
anteriorment segons el criteri propi de classificacio (Figura 6). Addicionalment a I'analisi
individual dels canvis d’expressid observats s’ha introduit la informacid al programa MetaCore
per poder integrar els canvis individuals d’expressié en el context de vies metaboliques i

processos cel-lulars.

Dels 13 gens amb canvis robusts d’expressid, el programa MetaCore reconeix 3 dins dels seus
mapes de vies metaboliques i 11 els reconeix com a objectes d’'una xarxa que tenen un nexe
en comu, el qual no té perque ser un dels gens modificats significativament. Tant els mapes de
vies metaboliques com les xarxes de processos les classifica estadisticament aplicant un test
corregit amb false discovery rate p<0,05 que permet rebutjar processos o objectes amb una
significativitat dubtosa, assegurant que els resultats obtinguts no contenen falsos positius.
D’aquests, 7 es troben sobreexpressats i 6 reprimits, i la distribucié envers el p-valor és del

62% amb p=<0,01.

Segons el criteri propi de classificacio, els processos cel-lulars que resulten afectats sén els
indicats a la Figura 17, on s’indiquen per a cada procés el conjunt de gens amb canvis

d’expressio.
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Renovacié cel-lular NN 5
Metabolisme NN 4
Transport NN
Processat RNA IS
Resposta immunitaria

Senyalitzacio

0

0

Homeostasi sanguinia 0
Citoesquelet 0

0

Altres

0 1 2 3 4 5 6

Numero de gens

Figura 17. Classificacié de gens afectats per un tractament de 50 mg/l d’epicatequina durant 5h i agrupats en
processos biologics segons la classificacié propia emprada.

Tal com es pot veure a la Figura 17, el procés més afectat és el de renovacié cel-lular. S’ha de
tenir en compte pero que el tractament amb epicatequina no té un efecte molt marcat sobre
el transcriptoma de les cél-lules hepatiques FAO. El detall dels gens que canvien d’expressid es
presenta a I’Annex 1. Tot seguit es fa una descripcid de tots els canvis observats en els

diferents grups, ja que només hi ha 13 gens afectats.

Els canvis d’expressio es presenten al Grafic 29, indicant en diferents colors la tipologia a la
que pertanyen: metabolisme proteic (groc), apoptosi/diferenciacié/proliferacié/creixement

(verd), regulacio del cicle cel-lular (taronja), mRNA (rosa), tRNA (lila), transport (verd clar).
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Canvis d'expressié de gens afectats per epicatequina

Atp6v0al
Aqgp2
Popl_pred |
Rbm19_pred |
Cdkn1lb
GO0s2
Trib3
Mtusl |
Fath |
Mat2a
Ubd
RGD1561841 pred
RGD1560523_pred

-2 -1 0 1 2 3 4

Fold change

Grafic 29. Classificacio de gens involucrats en els processos metabolics. ~ Metabolisme proteic W Apoptosi/
Desenvolupament/Proliferacié/Creixement M Regulacio del cicle cel-lular @ mRNA BtRNA ® Transport.
Del Grafic 29 es despren que els principals canvis metabolics es donen en la renovacié cel-lular,

amb 5 gens alteralts, seguit del metabolisme proteic amb 4 gens alterats.

Dins del metabolisme proteic, tots 4 gens es troben sobreexpressats, sent Mat2a (methionine
adenosyltransferase Il, alpha), el que experiment una sobreexpressié més forta, de gairebé 3,5
vegades respecte al control. S-adenosilmetionina (SAMe), és el principal donant biologic de
grups metil, i és sintetitzat a partir de metionina i ATP en una reaccid catalitzada per la
metionina adenosiltransferasa (MAT). Amb una sobreexpressié prou important dins del
metabolisme proteic es troben predits RGD1561841 (similar to ribosomal protein L31), implicat
en la sintesi de proteines i RGD1560523 (similar to S-adenosylmethionine synthetase gamma
form (methionine adenosyltransferase). Per ultim, Ubd (ubiquitin D), dins de la familia de les

ubiquitines, encarregades de marcar les proteines per la seva destruccié al proteasoma.

El seglent grup correspon a la renovacié cel-lular, amb dos subgrups. El primer és el
d’apoptosi/diferenciacid/proliferacié/creixement i el segon implicat en la regulacié del cicle
cel-lular. En el primer d’ells, hi ha 2 gens reprimits, Fath (fat tumor suppressor homolog
(Drosophila)), que codifica per un supressor tumoral essencial pel control de la proliferacié
cel-lular durant el desenvolupament de la Drosophila, i Mtus1 (mitochondrial tumor suppressor
1), que coopera amb Agtr2 (angiotensin Il receptor, type 2) per inhibir Erk2 (mitogen activated

protein kinase 1) en la proliferacid cel-lular. El gen sobreexpressat és Trib3 (tribbles homolog 3
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(Drosophila)), un regulador negatiu de NfkB. A més, també pot regular a les cel-lules d’entrar

en apoptosi induida per TNF i TRAIL.

Dins de la regulacié del cicle cel-lular hi ha 2 gens, tots dos sobreexpressats. Cdknlb (cyclin-
dependent kinase inhibitor 1B), que pertany a la familia de les proteines inhibidores de
quinases depenents de ciclines. Es parla d’aquesta proteina com inhibidora del cicle cel-lular
degut a que la seva funcid principal és frenar o ralentir el cicle de divisié cel-lular. GOs2 (G0/G1

switch gene 2) es podria requerir per fer entrar les cél-lules en fase G1.

Pel que fa al processat de RNA, els dos sén seqliéncies predites i es troben reprimits. Rbm19
(RNA binding motif protein 19 (predicted)) codifica per una proteina implicada en la biogénesi
del ribosoma, i Popl (processing of precursor 1, ribonuclease P/MRP family, (S. cerevisiae)) és
un component de la ribonucleasa P, un complex proteic que genera les molécules madures de

tRNA.

Dins del grup de gens implicats en el transport, destacar que tots dos estan reprimits. El primer
d’ells es Agp2 (aquaporin 2), proteina de membrana capag de transportar I'aigua a través dels
compartiments cel-lulars, en aquest cas mitjancant un canal. L’altre gen correspon a Atp6v0al

(ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit A1), important en el transport intracel-lular.

Per tal d’integrar la informacié dels canvis d’expressié que s’ha descrit fins ara, com ja s’ha dit
anteriorment, s’ha fet servir el programa MetaCore. Com a resultats ens indica en primer lloc
que les 10 vies metaboliques i els 10 processos cel-lulars més afectats pel tractament amb 50
mg/| d’epicatequina son els indicats a la Taula 21. Els simbols que apareixen a les figures del

MetaCore estan detallats a I’Annex 3.

Vies metaboliques Processos cel-lulars
Development_Alpha-1 adrenergic receptors
signaling via cAMP
Development_FGF2-dependent induction of EMT | Signal Transduction_BMP and GDF signaling
Development_Thrombopoietin signaling via JAK-
STAT pathway
Development_Delta- and kappa-type opioid
receptors signaling via beta-arrestin

Cell cycle_G0-G1

Apoptosis_Endoplasmic reticulum stress pathway

Translation_Selenium pathway

Immune response_MIF-JAB1 signaling Inflammation_Interferon signaling

Cell cyc.le_RoIe of SCF complex in cell cycle Cell cycle_Core

regulation

DNA damage_Brcal as a transcription regulator Cell cycle_G1-S Interleukin regulation

Cell cycle_ESR1 regulation of G1/S transition Proteolysis_Proteolysis in cell cycle and apoptosis
Development_Hemopoiesis, Erythropoietin

Methionine metabolism
pathway

Development_SSTR2 in regulation of cell

proliferation Inflammation_MIF signaling

Taula 21. Vies metaboliques i processos cel-lulars més afectats pel tractament amb 50 mg/ d’epicatquina.
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Pel que fa a les vies metaboliques, interpretant els resultats del MetaCore i la classificacid
propia, hom pot concloure que les vies més afectades sén les que tenen relacié amb la

regulacié del cicle cel-lular (Figures 18 i 19) i el metabolisme de la metionina (Figura 20).

De les 10 vies representades a la Taula 21, 9 d’elles giren al voltant de I'expressié del gen
Cdkn1b (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B) o p27Kip1l. Cdknlb [176, 177] forma part de la
familia dels inhibidors de CDK (ciclines depenents de quinases), anomenats CDIs. Aquests
s’uneixen als complexos ciclina/CDK i detenen el cicle cel-lular. Les CDKs juntament amb les
ciclines, les seves subunitats reguladores, governen la progressidé del cicle cel-lular a les
cel-lules eucariotes. La proteina codificada per Cdknlb [178] s’uneix i frena I'activacié dels
complexos ciclina E/CDK2 o ciclina D/CDK4, de manera que controla la progressio del cicle
cel-lular a la fase G1. La degradacido d’aquesta proteina, la qual és accionada per la seva
fosforilacié depenent de CDK i la seva subseglient ubiquitinacié pels complexos SCF (Skp,
Cullin, F-box containing complex), es requereix per la transicié d’un estat de quiescéncia a un
estat proliferatiu. A continuacié es mostren dues figures (Figura 18 i 19) que representen la

dependencia del cicle cel-luar de Cdknlb. La Figura 18 representa la inhibicié de la proliferacio

cel-lular depenent de la sobreexpressié de Cknnlb.

B} W'QZ —_— e :>'I\Tt)radrenaline 0

extracellular region - 6 — extracellular region

B G-protein alpha-s PKA-r2g PKA-cat
(cAMP-dependent) (cAMP-dependent)
cAMP
A« e —u ® o0 3 o -<&
Adenylate cyclase 4611 \
CBP @

4
- < 2 A
ATP. ° 124 ° 124 CREB1
Sirtuin1
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roxoaA*,‘_, Y FKHR/I*/ —@ Aﬁ*
o
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I o 2 ———— Inhibition of cell proliferation

transition (part1)

Figura 18. Canvis en la via de desenvolupament segons el programa MetaCore en cél-lules FAO tractades amb una
dosi de 50 mg/| d’epicatequina. Aquesta figura correspon a la via de senyalitzacié via AMP ciclic dels receptors alfa-
1 adrenergics.

Els receptors adrenérgics alfa-1A i alfa-1B poden inhibir la proliferacié cel-lular via la proteina

G alfa-s depenent de la sobreexpressid de l'inhibidor de ciclina depenent de quinasa 1B

(p27KIP1 o Cdknlb) [179, 180]. La proteina G alfa-s estimula I'adenilat ciclasa per produir
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cAMP, utilitzant ATP com a substrat, que al seu torn activa PKA (protein kinase cAMP-
dependent) [179, 180]. cAMP es un potent inhibidor de la proliferacié cel-lular en gran varietat
de linies cel-lulars [181]. La repressid de la ciclina D1 o la sobreexpressiéo p27KIP1 sén dos
mecanismes pels quals cAMP pot induir I'arrest de G1. PKA activa a CREB1 (cAMP responsive
element binding protein) fosforilant-lo [182] i a continuacié CREB1 interacciona amb CBP (CREB
binding protein) incrementant la seva activitat. CREB1/CBP s’uneix a la proteina p300. El
complex CBP/p300 té activitat acetilasa. L’acetilacié dels factors de transcripcié FoxO
(Forkhead box, class O) podria ser una via de la seva regulacié [183]. Els activadors
transcripcionals FKHR (Forkhead box 0O1A), FOXO3A (Forkhead box 03A), AFX1
(Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia translocated to 7) [181] activen la transcripcid
de p27KIP1. Problablement la interaccié del complex CBP/p300 amb els factors de transcripcié
FoxO i la seva deacetilacié per part de la Sirtuina 1 sigui necessaria per la transcripcio de

p27KIP1 [183].

La Figura 19 representa la regulacié de la fase G1/S del cicle cel-lular cel-lular depenent de la

sobreexpressio de Cdkn1b.

Els punts de verificacié dels danys del DNA sén llocs on es frena o retrassa la progressié del
cicle cel-lular en resposta als danys en el DNA. El cicle cel-lular té 4 fases a totes les céel-lules
somatiques eucariotes: G1, S, G2 i M, i una fora del cicle per si mateix anomenada GO [184]. El
receptor del factor de creixement transformant | (TGF receptor I) mitjangant fosforilacio activa
els membres 2 i 3 de la familia SMAD [185], els quals formen un complex amb SMAD 4.
Aquests complexos s’acumulen al nucli i regulen la transcripcid de gens diana [186]. Les SMADs
estimulen la transcripcié de proteines com p16INK, p15, p21 o p27KIP1 que actuen directa o
indirectament com a inhibidors quinasa del cicle cel-lular. SMAD2 actua via el factor de
transcripcié SP1. Aquests inhibidors interfereixen amb les interaccions entre CDKs i les
corresponents ciclines. El dany al DNA [184] estimularia I'arrest al punt de verificaciéo G1/S a

través de p27KIP1, p21 o p15.
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Figura 19. Canvis en la via del cicle cel-lular segons el programa MetaCore en cél-lules FAO tractades amb una dosi
de 50 mg/I d’epicatequina. Aquesta figura correspon a la via de la regulacié de la transicié de la fase G1 a la fase S.

Actualment no hi ha cap treball que relacioni I'efecte de I'epicatequina sobre I'expressié de
p27KIP1, d’altra banda si que existeix un gran ventall d’estudis on s’ha vist que
I’epigal-locatequina gal-lat (EGCG) exerceix el mateix efecte sobre aquest gen. Aixi doncs, el
tractament amb EGCG a concentracions no toxiques en cél-lules pancreatiques aillades de rata
[187] inhibeix la progressié del cicle cel-lular a la fase G1 disminuint I'expressié de la ciclina D1
i incrementant I'expressido de p27KIP1. Un altre estudi amb EGCG [188] en cultiu cel-lular
suggereix que aquest indueix els inhibidors depenents de quinasa CKls de la fase G1, entre ells
p27KIP1, els quals al seu torn inhibeixen els complexos ciclina/cdk que operen a les fases
GO0/G1 del cicle cel-lular, causant un arrest del cicle cel-lular a GO/G1, procés irreversible que
conclou amb la mort cel-lular apoptotica. Aquest fet posaria de manifest als polifenols com a

posibles agents anticancerigens. S’han fet treballs amb altres polifenols com per exemple

resveratrol [189]. En aquest estudi fet amb una linia cel-lular cancerosa s’ha vist com el
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resveratrol disminueix el ritme de proliferacio aixi com un increment en I'apoptosi cel-lular de
forma dosi i temps depenent. Aquest efecte es suggereix que pugui ser degut entre altres

coses a l'increment dels moduladors p53, p21 i p27.

Pel que fa a I'altre via inclosa dins de les 10 més significatives segons el programa MetaCore,
és la corresponent al metabolisme de la metionina on el gen implicat és MAT2A (methionine

adenosyltransferase Il, alpha), el qual esta fortament sobreexpressat (Figura 20).

N MT MAT

CBS‘ (L)-Cys%onine l.-Hom?ysleine (I.)-M&onine —2#6 S-A—dgsyl-L- 2#‘37 S- Adenosyl L- 33—13'
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Figura 20. Canvis en la via del metabolisme de la metionina segons el programa MetaCore en cél-lules FAO
tractades amb 50 mg/ d’epicatequina.

El primer pas en el metabolisme de la (L)-metionina, és la sintesi de S-adenosil-(L)-metionina,
que és catalitzat per MAT1A [190] i MAT2A [190, 191]. S-adenosil-(L)-metionina (SAMe) és el
principal donador de grups metil en els mamifers. Les DNA (citosina-5-)-metiltransferases
DNMT1 [192], DNMT3A [193] i DNMT3B [193] catalitzen de forma natural la transferéncia d’un
grup metil activat des de SAMe a C5 d’una citosina del DNA amb la corresponent formacié de

S-Adenosil-(L)-homocisteina (AdoHcy).

Les hidrolases SAAH [194], SAHH2 [195] i SAHH3 [195] catalitzen la hidrolisi de AdoHcy a
adenosina i (L)-homocisteina. Al seu torn CBS (cystathionine beta-synthase) catalitza la
condensacié de (L)-serina i (L)-homocisteina per formar (L)-cistationina [196]. Per altra banda
CTH (cystathionine gamma-lyase) catalitza el segon pas en la via de trans-sulfuracio reversa

per la obtencio de (L)-Cisteina, acid 2-Oxobutanoic, i amoni [197].

Finalment, la (L)-metionina és un aminoacid implicat en la biosintesi de proteines que forma el

conjugat aminoacil-tRNA amb el seu corresponent tRNA mitjancant MARS (methionyl-tRNA
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synthetase) [198].

Fins ara no existeixen treballs que relacionin I'efecte dels polifenols sobre MAT2A. D’altra
banda, hi ha un gran ventall d’estudis on es relaciona la sobreexpressié de MAT2A amb la
proliferacié cel-lular a fetge. La regulacié de la proliferacié cel-lular a fetge és un event clau per
controlar el tamany del fetge durant el seu desenvolupament i regeneracié [199]. MAT
(methionine adenosiltransferase) és un enzim clau pel metabolisme hepatic de la metionina i
catalitza la sintesi de S-adenosil-(L)-metionina a partir de metionina i ATP. Els dos gens que
codifiquen per aquest enzim sé6n MAT1A i MAT2A [200]. MAT1A s’expressa principalment a
fetge, mentre que MAT2A es troba distribuit per tots els teixits [199, 200]. Els nivells hepatics
relatius de les dues isoformes de MAT canvien segons |'estat de desenvolupament [199], aixi
doncs, I'expressio de MAT2A incrementa en el fetge fetal i en processos de regeneracio
hepatica. Hi ha un treball on es relaciona el paper de MAT i SAMe amb el cancer hepatic
associat a I’alcohol [200]. En ell mostra com el fetge malalt té un disminucié de I'activitat
hepatica MAT que acaba amb una menor biosintesi de SAMe, i acaba concloent que SAMe
controlaria tant el creixement com la mort de les cél-lules hepatiques. Aixo és degut a que
SAMe mostra tenir propietats antiapoptotiques en hepatocits normals, mentre que en
hepatocits cancerosos sembla tenir propietats proapototiques, fet que |i confereix la
possibilitat de ser un atractiu agent tant per la quemoprevenci6 com el tractament
d’hepatocarcinoma. Un altre treball realitzat amb una linia cel-lular hepatica [199] mostra com
MAT2A seria una diana de factors de creixement, com HGF (hepatocyte growth factor) un
potent mitogen, i com la seva sobreexpressid seria requerida per la proliferacié cel-lular a
fetge. Un altre treball on relaciona HGF amb MAT2A [201], en les cel-lules hepatiques HepG2,
posa de manifest que la densitat cel-lular és un factor important en I'expressié de MAT2A i

altres moduladors del cicle cel-lular després d’un tractament amb HGF.
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4.4.2, Dimer de catequina

En les cél-lules FAO després del tractament de 5h amb 10 mg/l de dimer de catequina, el
transcriptoma canvia significativament. Aixi, de les 41.012 sondes testades, 14.996 tenen una
expressid 2 vegades superior al seu valor basal. D’aquestes, 1.503 canvien de forma
significativa amb una p<0,05 després d’aplicar un test de la t de Student. Hem fet servir el
criteri de considerar només aquells gens pels quals el canvi és com a minim un 50% de
sobreexpressid o repressio; és un criteri que hom acostuma a aplicar per tal de garantir la
robustesa de les conclusions a les que es pugui arribar. Fent servir aquest criteri s’identifiquen
84 gens dels que es pot afirmar amb seguretat que la seva expressié esta modificada en

condicions de tractament agut amb proantocianidines. Detallat a I’Annex 1.

Per tal de comprendre el significat metabolic dels canvis d’expressié detectats, s’analitza com
anteriorment segons el criteri propi de classificacié (Figura 6). Addicionalment a I'analisi
individual dels canvis d’expressid observats s’ha introduit la informacid al programa MetaCore
per poder integrar els canvis individuals d’expressié en el context de vies metaboliques i

processos cel-lulars.

Dels 84 gens amb canvis robusts d’expressio, el programa MetaCore reconeix 28 dins dels seus
mapes de vies metaboliques i 77 els reconeix com a objectes d’'una xarxa que tenen un nexe
en comu, el qual no té perquée ser un dels gens modificats significativament. Tant els mapes de
vies metaboliques com les xarxes de processos les classifica estadisticament aplicant un test
corregit amb false discovery rate p<0,05 que permet rebutjar processos o objectes amb una
significativitat dubtosa, assegurant que els resultats obtinguts no contenen falsos positius.
D’aquests, 65 es troben sobreexpressats i 19 reprimits, hi ha una repressié generalitzada dels
gens que es sobreexpressen o reprimeixen un 50%. La distribucié envers el p-valor és del 69%

amb p=0,01.

Segons el criteri propi de classificacio, els processos cel-lulars que resulten afectats sén els
indicats a la Figura 21, on s’indiquen per a cada procés el conjunt de gens amb canvis

d’expressio.
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Figura 21. Classificacio de gens afectats per un tractament de 10 mg/| de dimer de catequina durant 5h i agrupats
en processos biologics segons la classificacio propia emprada.

Tal com es pot veure a la Figura 21, el procés més afectat és el de renovacioé cel-lular, en el
qual es troben gens involucrats en la proliferacid, creixement, diferenciacid i apoptosi, aixi com
gens involucrats en el cicle cel-lular. Segueixen en importancia els gens implicats en
metabolisme i senyalitzacié. El detall dels gens que canvien d’expressié es representa a I’Annex

1. Tot seguit es fa una descripcid dels principals canvis observats en els diferents grups.

Els canvis d’expressié en els gens implicats en el metabolisme es presenten al Grafic 30,
indicant en diferents colors la tipologia de metabolisme a la que pertanyen: metabolisme
lipidic (verd), metabolisme glucidic (taronja), metabolisme de xenobiotics (lila), metabolisme

proteic (groc), metabolisme de nucleotids (blau) i metabolisme energetic (vermell).
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Canvis d'expressié de gens que codifiquen per metabolisme
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Grafic 30. Classificacio de gens segons el metabolisme cel-lular en el qual estan implicats. B Metabolisme lipidic
B Metabolisme glucidic B Metabolisme de xenobiotics = Metabolisme proteic B Metabolisme de nucleotids
B Metabolisme energetic.

Del Grafic 30 es despren que els principals canvis metabolics es donen en el metabolisme

proteic, seguit del metabolisme lipidic i glucidic.

Dins del metabolisme lipidic, tots els gens estan sobreexpressats. El primer i que experimenta
la sobreexpressid més suau és Abcd3 (ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 3),
implicat en l'import d’acids grassos i/o acil-CoAs al peroxisoma. El seglient en ordre
d’expressio és Lpin2 (lipin 2), el qual juga un paper important en el control del metabolisme
dels acids grassos a diferents nivells. El gen que experimenta la sobreexpressio més forta és
Mtel (mitochondrial acyl-CoA thioesterase 1), gairebé el doble del control. Mtel és una acil-
CoA tioesterasa, un grup d’enzims que catalitza la hidrolisi dels acil-CoAs a acid gras i coenzim
A (CoASH), de manera que pot regular els nivells intracel-lular d’acils-CoAs, acids grassos lliures

i COASH.

Pel que fa al metabolisme glucidic, tots tres gens estan sobreexpressats. Amb el doble
d’expressio que el control hi ha Stt3a (STT3, subunit of the oligosaccharyltransferase complex,
homolog A), és un dels components d'un complex que catalitza la transferéncia d’un
oligosacarid de mannosa a un residu d’asparraguina d’'un motiu consens Asn-X-Ser/Thr d’una

cadena polipeptidica naixent. Pckl (phosphoenolpyruvate carboxykinase 1), és el principal punt
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de regulacié de la gluconeogénesi. Catalitza la conversid del oxalacetat a fosfoenolpiruvat, el
pas limitant en la via metabodlica de produccié de glucosa a partir de lactat i altres precursors
derivats del cicle dels acids tricarboxilics (TCA). L’altre gen sobreexpressat és Slc2al (solute
carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 1), el principal transportador de

glucosa.

Dins del metabolisme de xenobiotics hi ha Ugt2b7 (UDP glucuronosyltransferase 2 family,
polypeptide B7), amb una repressié bastant forta. Forma part de la familia de les UDP
glucuroniosiltransferases, que sén de maxima importancia en la conjugacié i subseglient

eliminacio de xenobiotics potencialmente toxics.

En el metabolisme proteic hi ha 5 gens, 4 dels quals es troben sobreexpressats. Tots ells
relacionats amb la sintesi de proteines excepte Aldh6al (aldehyde dehydrogenase family 6,

subfamily A1), que esta implicat en el metabolisme de la valina i la pirimidina.

Finalment, en el metabolisme energétic només hi ha un gen, Ndufall (NADH dehydrogenase
(ubiquinone) 1 alpha subcomplex 11), amb una sobreexpressié de gairebé 3,5 vegades la del
control. Aquest correspon a una de les subunitats de la cadena respiratoria mitocondrial NADH
deshidrogenasa (Complex 1). El Complex | funciona en la transferéncia d’electrons des de

NADH cap a la cadena respiratoria.

Els canvis d’expressié en els gens implicats en la renovacié cel-lular es presenten al Grafic 31,
indicant en diferents colors la tipologia de Ila classificacié a la que pertanyen:
apoptosi/desenvolupament/proliferacid/creixement (verd), regulacid del cicle -cel-lular
(taronja), processat del DNA (lila), histones/helicases/remodelacié de la cromatina (groc) i

regulacié de la transcripcio (blau).
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Canvis d'expressio de gens que codifiquen per la renovacié cel-lular
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Grafic 31. Classificacio de gens involucrats en la renovacié del cicle cel-lular. B Apoptosi/Desenvolupament/
Proliferacid/Creixement M Regulacié del cicle cel-lular B Processat DNA  Histones/Helicases/Remodelacié de la
cromatina M Regulacio de la transcripcio.

Del Grafic 31 es despren que els principals canvis es donen en el subgrup de
I’apoptosi/desenvolupament/proliferacid/creixement. Dins d’aquest grup, majoritariament es
troben sobreexpressats. El gen amb una repressié més forta és Foxel (forkhead box E1
(thyroid transcription factor 2)). Aquest gen funciona com a factor de transcripcio de tiroides,
jugant un paper crucial en la morfogénesi de la tiroides. En ordre de repressid hi ha Tnfrsfl2a
(tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12A). Aquest funciona com a receptor de
TNFSF12/TWEAK. Es un inductor débil d’apoptosi en alguns tipus cel-lulars i promou
I'angiogenesi i la proliferacio de les cel-lules endotelials. Finalment, amb la repressié més
moderada hi ha Gsptl (G1 to S phase transition 1), involucrat en la regulacié del creixement
cel-lular. Pel que fa als gens que estan sobreexpressats en ordre de magnitud hi ha Sertad2

(SERTA domain containing 2), aquest podria contriubuir a l'oncogénesi mitjangant un
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mecanisme depenent de E2F, factors de transcripcié involucrats en la regulacié del cicle
cel-lular i la sintesi de DNA. Amb una expressid menys marcada hi ha Sertad3 (SERTA domain
containing 3), amb la mateixa funcionalitat. Implicat també en I'oncogénesi hi ha Tmem123
(transmembrane protein 123). Amb un 80% de sobreexpressid hi ha Phox2b (paired-like
homeobox 2b (predicted)). La proteina per la qual codifica, funciona com un factor de
transcripcié implicat en el desenvolupament de la poblacié de neurones noradrenergiques i en
la determinacié del fenotip del neurotransmissor. Amb una sobreexpressié for¢a important es
troba Hsp90b1 (heat shock protein 90kDa beta (Grp94), member 1). Es una Hsp90 del reticle
endoplasmatic i esta implicada en la inhibicié de I'apoptosi mitjanc¢ant la inhibicié de I'accié de
les calpaines, que sbén proteases depenents de calci. Ppc4 (Protein serine/threonine
phosphatase 4) és un polipéptid essencial involucrat en processos cel-lulars critics tals com
I"apoptosi, recuperacié del checkpoint després d’'un dany en el DNA, organitzacio i creixement
de microtubuls o senyalitzacié via Tnfa. Finalment hi ha EgIn3 (EGL nine homolog 3 (C.
elegans)) i Dyrk2 (dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 2). Egin3
funciona com un sensor d’oxigen cel-lular que catalitza la formacié post-transduccional de 4-
hidroxiprolina en el factor d’hipoxia induible alfa (Hifa). També promou la mort cel-lular per
mecanismes depenents de les caspases. Dyrk2 pertany a la familia de les proteines quinases
implicades en el creixement cel-lular i el desenvolupament. Aquesta regula p53 mitjancant la

seva fosforilacio, induint 'apoptosi en resposta a un dany en el DNA.

Dins de la regulacié del cicle cel-lular, hi ha 4 gens implicats, tots ells sobreexpressats. Cdkn2d
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2D), amb la sobreexpressié més forta, codifica per una
proteina que forma un complex estable amb Cdk4 o Cdk6, que sén quinases depenents de
ciclina. Aquesta interaccié prevé |'activacié d’aquestes quinases, actuant com a regulador
negatiu del cicle cel-lular. Les ciclines sén una familia de proteines que controlen la progressio
del cicle cel-lular mitjancant I'activacié de les quinases depenents de ciclina (Cdk), es troba
sobreexpressada Ccni (ciclina 1). Amb una sobreexpressié similar esta Sept7 (septin 7); les
septines sén proteines essencials per la citoquinesi. Finalment, Pcnp (similar to PEST-

containing nuclear protein), implicada en la regulacioé del cicle cel-lular.

Pel que fa al grup implicat en el processat de DNA, tots ells tenen un grau d’expressioé similar,
ja sigui repressié o sobreexpressid. El més sobreexpressat és Hmgb1 (high mobility group box
1). Les Hmg-1 i Hmg-2, es troben exclusivament al nucli i estan implicades en la replicacid. Esta
seguit de Topl (topoisomerase (DNA) I) i Parg (poly (ADP-ribose) glycohydrolase). Topl,
catalitza el tall i la unié d’una cadena simple de DNA durant la transcripcid. Parg és el principal

enzim responsable del catabolisme de poli(ADP-ribosa), que es sintetitza després que hi hagi
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un dany al DNA. Hi ha dos gens reprimits, Rad23a (RAD23a homolog (S. cerevisiae)), que juga
un paper important en la reparacié del DNA, i Mcm5 (minichromosome maintenance deficient

5, cell division cycle 46 (S. cerevisiae) (predicted)), implicat en I'inici de la replicacié del DNA.

En el dos ultims grups només hi ha un gen en cadascun, tots dos sobreexpressats. Rbbp4
(retinoblastoma binding protein 4), implicat en la remodelacié de la cromatina, i Rcor2 (REST

corepressor 2), que actua com a repressor de la transcripcid.

Els canvis d’expressidé en els gens implicats en el manteniment del citoesquelet i el processat
de RNA es presenten al Grafic 32, indicant en diferents colors la tipologia de la classificacié a la
que pertanyen: citoesquelet (rosa), mRNA (verd), tRNA (taronja), rRNA (lila) i helicases de RNA

(groc). Es interessant destacar que tots ells estan sobreexpressats.

Canvis d'expressio de gens que codifiquen per citoesquelet i processat de RNA
Ddx3x
LOC257642 I —

Exosc3_pred
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Csde1l N
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Hnrnph2 I
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Fold change

Grafic 32. Classificacié de gens involucrats en el manteniment del citoesquelet i el processat del RNA.
B Citoesquelet mmMRNA BrRNA Helicases RNA.

Del Grafic 32 es desprén que tots els gens implicats tant en el processat de RNA com en el
manteniment del citoesquelet estan sobreexpressats. Els principals canvis es troben en el
processat de RNA, basicament en el mRNA. Dins d’aquest grup el gen que experimenta la
maxima sobreexpressié és Sfrs12ipl (SFRS12-interacting protein 1), és un regulador del splicing
i podria estar implicat en el control de la supervivéncia cel-lular. Els altres gens implicats en el
processat de mRNA tenen una expressié molt similiar, sén Csdel (cold shock domain
containing E1, RNA binding), implicat en la renovacié del mRNA, Thoc4 (THO complex 4),
implicat en el processat del mRNA i la seva exportacid, i finalment Hnrnph2 (heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein H2 (H')), involucrat en el processat del pre-mRNA i en altres aspectes

del metabolisme del mRNA i el seu transport. Pel que fa al processat de rRNA hi ha dos gens,
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Exosc3 (exosome component 3 (predicted)), component del complex del exosoma encarregat
de degradar diversos tipus de RNA, i LOC257642 (rRNA promoter binding protein), proteina
que s’uneix a la seqiiencia promotora del rRNA i a factors de transcripcié de rRNA, induint la
seva sintesi. Per finalitzar el grup de processat de RNA hi ha una helicasa, la Ddx3x (DEAD/H
(Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 3, X-linked).

En la classificacié de citoesquelet només hi ha un gen, Kif21a (kinesin family member 21A
(predicted)). Aquesta proteina pot estar implicada en el transport depenent dels microtubuls.
Les quinesines sén una familia de proteines motores que regulen el transport intracel-lular

sobre els microtubuls, que sdn components del citoesquelet.

Els canvis d’expressié en els gens implicats en la senyalitzacié es presenten al Grafic 33. Es un
grup bastant heterogeni ja que inclou diferents tipus de senyalitzacid. Principalment inclou
quinases, implicades en la fosforilacié/desfosforilacio, encara que també es poden trobar gens

implicats en la transmissié de senyals per mitja de la sinapsi.

Canvis d'expressié de gens que codifiquen per senyalitzacio
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Grafic 33. Classificacié de gens involucrats en diferents processos de senyalitzacié. ® Senyalitzacid.

Del Grafic 33 es despren que hi ha una sobreexpressié generalitzada dels gens implicats en la
senyalitzacié. El canvi més important I'experimenta Tm4sfl12 (transmembrane 4 superfamily
member 12), implicat en la mediacié de transduccio de senyals pel desenvolupament cel-lular,
activacid del creixement i la motilitat. Amb similar magnitud hi ha Snfllk (SNF1-like kinase), el
qual actua com a sensor de [Na'];, transformant aquest event en una cascada de senyalitzacié.
Va seguit de Arl8a (ADP-ribosylation factor-like 8A), que forma part de la superfamilia Ras, una

proteina de la superfamilia de les GTPases monomeériques. Les proteines Ras sén molt
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importants en gran varietat de rutes de transmissié de senyals: integritat del citoesquelet,
proliferacid, diferenciacio, adhesiod i apoptosi. Amb sobreexpressié molt similar estan Gdi (GDP
dissociation inhibitor 2), que regula I'intercanvi GDP/GTP de la majoria de les proteines Rab,
inhibint la dissociacié del GDP d’elles i la subsegiient unié del GTP; Ctnnb1 (catenin (cadherin
associated protein), beta 1) implicada en la regulacié de I'adhesio cel-lular i la transduccié de
senyals a través de la via de senyalitzaciéd Wnt; Irs2 (insulin receptor substrate 2) proteina que
media els efectes de la insulina, regulant d’aquesta manera diferents processos cel-lulars
controlats per la insulina. Només hi ha dos gens reprimits, Rab15 (RAB15, member RAS
onocogene family) una proteina G monomeérica de la superfamilia Ras; i Rafl (v-raf-1 murine
leukemia viral oncogene homolog 1), que forma part de la via de senyalitzacié depenent de

Ras. Esta implicat en la transduccio de senyals mitogeniques des de la membrana al nucli.

Els canvis d’expressié que es presenten al Grafic 34 engloben el transport (verd), la homeostasi

sanguinia (grana) i la resposta immunitaria (blau).

Canvis d'expressio de gens que codifiquen per transport,
homeostasi sanguinia i resposta immunitaria
Tsc22d3
Ppp3rl
ll6ra
Hba-a2
Prcp_pred
Adm
Tfrc
Ergicl
Mk1
Atp2cl
Sv2b
RGD1565367 |

-4,0 -3,0 -2,0 -1,0 0,0 1,0 2,0 3,0
Fold change

Grafic 34. Classificacio de gens involucrats en el transport cel-lular, gens involucrats en la homeostasi sanguinia i
gens involucrats en la resposta immunitaria. B Transport M Homeostasi sanguinia M Resposta immunitaria.

Del Grafic 34 es desprén que practicament la totalitat d’ells estan sobreexpressats. En el
primer grup, referent al transport, hi ha dos gens reprimits i tres sobreexpressats. El principal
canvi s’observa en un dels que estan reprimits, RGD1565367 (similar to Solute carrier family

23, member 2 (sodium-dependent vitamin C transporter 2)), que és un cotransportador de sodi
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i ascorbat. L’altre gen reprimit és Sv2b (synaptic vesicle glycoprotein 2b), que podria estar
implicat en la regulacié de la secrecioé de les cel-lules neuronals i endocrines. Pel que fa als gens
que estan sobreexpressats, trobem Ergicl (endoplasmic reticulum-golgi intermediate
compartment (ERGIC) 1), involucrat en el transport entre reticle endoplasmatic i aparell de
Golgi, Mkl (Mk1 protein) que és un canal de potassi i Atp2cl (ATPase, Ca++-sequestering),

enzim depenent de magnesi que catalitza la hidrolisi d’ATP associada al transport de calci.

Dins del grup dels gens implicats en la homeostasi sanguinia, trobem 4 gens, tots ells
sobreexpressats. Hba-a2 (hemoglobin alpha, adult chain 2) codifica per una de les cadenes de
la hemoglobina, implicada en el transport de 'oxigen als teixits. Prcp (prolylcarboxypeptidase
(angiotensinase C)) podria estar involucrat en la regulacié de la pressié sanguinia i el balang
electrolitic. Els dos ultims son Adm (adrenomedullin), un potent péptid hipotensiu i
vasodilatador; i Tfrc (transferrin receptor), necessari pel desenvolupament dels eritrocits i el

sistema nervios.

L'Gltim grup pertany a la resposta immunitaria, on només trobem 3 gens, tots ells
sobreexpressats. Tsc22d3 (TSC22 domain family 3) I'expressio del qual esta estimulada per
glucocorticoides i la interleuquina 10 que sembla ser juga un paper important en els efectes
antiinflamatoris i immunosupressors d’aquest tipus d’esteroides i citoquina. El seglient és
Ppp3rl (protein phosphatase 3, regulatory subunit B, alpha isoform (calcineurin B, type 1)) que
és la subunitat reguladora de la calcineurina. La calcineurina és la responsable de I'activacid de
la transcripciéd de la interleuquina 2, proteina que a la vegada és la responsable de la
estimulacié del creixement i diferenciacié dels linfocits T. L'dltim d’aquest grup és ll6ra
(interleukin 6 receptor, alpha). Es part del receptor d’interleuquina 6, citoquina que juga un

paper clau en la resposta inflamatoria.

L’atlima subclassificacid, mostrada al Grafic 35, sén els gens que no han estat associats a cap
de les anteriors subclassificacions degut a que encara no es coneix la funcié que desenvolupa

cada un d’ells dins la cél-lula. Tots ells colorejats en gris.
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Canvis d'expressié de gens que codifiquen per altres

Pdiad
RGD1561961_pred
Spcs3
RGD1566242 pred
Sh3bgrl_pred
Calbl

Rexo4

Tmed7

Caldl

Tsc22d2

Ppplrlda

Hypk

Anp32e
RGD1311526_pred
Trim26

KIhdc5
Armc6_pred

Lactb

Krthb3
RGD1308699
Zdhhc18

-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Fold change

Grafic 35. Classificacid de gens que no han estat associats a cap de les classificacions anteriors. H Altres.

Per tal d’integrar la informacid dels canvis d’expressié que s’han descrit fins ara, com ja s’ha dit

anteriorment, s’ha fet servir el programa MetaCore. Com a resultats ens indica en primer lloc

que les 10 vies metaboliques i els 10 processos cel-lulars més afectats pel tractament amb

dimer de catequina sén els indicats a la Taula 22. Els simbols que apareixen a les figures del

MetaCore estan detallats a I’Annex 3.

Vies metaboliques

Processos cel-lulars

Translation _Regulation activity of EIF2

DNA damage_DBS repair

Signal transduction_Activation of PKC via G-
Protein coupled receptor

Protein folding_Folding in normal condition

Immune response_IL-10 signaling pathway

Signal transduction_Androgen receptor signaling
cross-talk

Transcription_Role of Akt in hypoxia induced
HIF1 activation

Cardiac development_Wnt_beta-catenin, Notch,
VEGF, IP3 and integrin signaling

Immune response_IL-6 signaling pathway

Cell cycle_Core

Transport_Aldosterone-mediated regulation of
ENaC sodium transport

Signal transduction_ESR1-nuclear pathway

Immune response_IL-4 - antiapoptotic action

Cell cycle_G1-S Interleukin regulation

Cytoskeleton remodeling_Reverse signaling by
ephrin B

Signal transduction_Androgen receptor nuclear
signaling

Immune response_IL-9 signaling pathway

Development_Hedgehog signaling

Immune response_IL-7 signaling in T lymphocytes

Development_Hemopoiesis, Erythropoietin
pathway

Taula 22. Vies metaboliques i processos cel-lulars més afectats pel tractament amb dimer de catequina.
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Pel que fa a les vies metaboliques, interpretant els resultats del MetaCore hom pot concloure
que les vies més afectades sén la resposta immunitaria i la senyalitzacié. En aquestes 10
primeres vies dels 84 gens que s’han carregat només 12 d’ells apareixen en elles, i d’aquests
els que s’identifiquen a la majoria d’elles sén Rafl i Irs2. Donat que hi ha molt pocs gens
identificats, per tal de fer la discussié, només es tindran en compte aquells que tinguin uns
nivells d’expressid més contundents i aquelles vies identificades pel MetaCore que aportin

informacid per explicar els canvis globals segons la classificacié propia.

Tenint en compte els gens modificats en la classificacié de metabolisme, el gen amb el canvi
més important és Ndufall, component del Complex mitocondrial | (NADH:ubiquinona
oxidoreductasa; EC 1.6.5.3). El Complex | és un gran complex multienzimatic que catalitza el
primer pas de la cadena respiratdria mitocondrial, on transfereix electrons del NADH a la
ubiquinona (coenzim Q) acompanyat per la translocacié de protons a través de la cadena
mitocondrial interna [202]. Un estudi realitzat en humans [203], mostra com la deficiéncia del
complex | és el defecte més comu de la cadena respiratoria mitocondrial, i que es manifesta
clinicament amb diferents tipus de desordres com el cardiac, hepatic o renal, aixi com
malalties neonatals com I’acidosi lactica o la malaltia de Leigh, deguts a un desordre en la
generacio d’energia. En tots els pacients d’aquest estudi es va identificar una mutacié en el
gen Ndufall. Donat que és I'Unic gen del complex | que mostrava una mutacid, es suggereix
que aquest podria ser crucial en la desestabilitzacié del complex I. No hi ha estudis que mostrin
efectes directes de cap tipus de polifenol o compost natural sobre Ndufall, encara que si que
hi ha algun treball de I'efecte de tannins [204] i resveratrol [205] inhibint el complex I, encara

que les subunitats afectades sén unes altres.

Un altre gen a tenir en compte és Lpin2, que forma part de la familia de les lipines actuant com
enzims fosfatidat fosfatasa (PAP), els quals es requereixen per la biosintesi de glicerofosfolipids
aixi com a coactivadors transcripcionals que regulen I'expressié de gens implicats en el
metabolisme lipidic [206]. L’augment de I'activitat fosfatidat fosfatasa a fetge és important a
I’hora d’augmentar la capacitat d’aquest per emmagatzemar acids grassos aixi com triglicerids
per poder ser utilitzats posteriorment per la B-oxidacié o la secrecié de VLDL [207]. PAP1 a
fetge catalitza la conversié de fosfatidat a diacilglicerol, substrat clau per la biosintesi de
triglicérids i fosfolipids. L'increment de Lpin2 suposaria una induccié en la sintesi de
triglicérids. Un estudi realitzat amb animals i utilitzant hesperitin, un flavonoide present
principalment als citrics, s’observa una disminucid tant de I'activitat PAP com de I'acumulacié
de triglicérids al fetge quan els animals han estat tractats amb acid orotic, mentre que els

animals no pateixen aquest efecte quan no sén tractats amb aquest acid [208].
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Dins del metabolisme de carbohidrats es troba sobreexpressat Pckl, que és la principal diana
per la regulacié de la gluconeogenesi [209]. La seva transcripcid pot ser regulada per diferents
factors com la insulina, els glucocorticoides, cAMP o la dieta per tal d’ajustar la produccié de
glucosa als requeriments necessaris. Hi ha diversos treballs que mostren la capacitat de Pckl
de convertir precursors gluconeogénics com piruvat, lactat o alanina en glicerol. L'augment de
I'expressid d’aquest gen estaria relacionada amb la reesterificacio d’acids grassos i la
conseqlient acumulacio de triglicerids a fetge [210]. En un treball realitzat amb la linia cel-lular
d’adipocits 3T3-L1 [211], EGCG indueix una sobreexpressié de Pckl en les primeres fases de
diferenciacid, fet que indueix I'acumulacié de greixos. Un altre gen a destacar és Slc2al
(Glutl), pertanyent a la familia de transportadors de glucosa, pel qual s’ha vist que la seva
expressio es troba incrementada a fetge després d’'un tractament amb un extracte de
polifenols de té negre [64]. En aquest treball a més, també s’observa com aquest extracte
incrementa I'expressié de Irs2, implicat en la via de senyalitzacié de la insulina. Aquest és un
dels gens que és troba repetidament implicat en les vies més destacades segons el MetaCore.
Aquest treball suggereix que aquests resultats podrien regular la captacid de glucosa i la
senyalitzacio d’insulina en estats d’intolerancia a la glucosa, resisténcia a la insulina, diabetis i

obesitat.

A continuacié es mostra una de les vies identificades pel MetaCore, la qual correspon a la via
de senyalitzacié mitjangant IL-6 (Figura 22). La IL-6 provoca una gran varietat de respostes
cel-lulars i fisiologiques, entre elles la resposta immune, la inflamacié, I'hematopoiesi i
I'oncogenesi, regulant el creixement cel-lular, l'activaci6 génica, la proliferacid, la
supervivencia aixi com la diferenciacié [212]. IL-6 actua a través del seu receptor, format per
dues subunitats, ILBRA que és especific, i gp130 encarregat de transduir la senyal i que es
comparteix amb altres citoquines de la familia IL-6 [213]. Aquest mapa mostra la
sobreexpressio de IL6RA i la repressié de gp130. La unié de IL-6 al seu receptor inicia una
cascada d’events cel-lulars de senyalitzacié pero necessita unir-se a gp130 perqué aquesta
senyal tingui lloc. El que s’observa a més en aquesta via, és una disminucié de I'expressio de c-
Raf-1, gen implicat en la majoria de les vies més significatives segons el programa MetaCore.
La proteina codificada per aquest gen és una MAP quinasa quinasa quinasa (MAP3K), la qual
funciona riu avall a la familia de Ras (GTPases associades a membrana), on s’uneix directament
[214]. Si aquesta proteina és activada, en el nostre cas la seva expressid es troba reprimida,
fosforila MEK1 i MEK2, dues proteines quinasa, que al seu torn fosforilen i activen unes altres
proteines quinasa: ERK1 i ERK2. L’activacié de ERKs juga un paper important en el control

d’una serie de gens implicats en el cicle de divisié cel-lular, apoptosi, diferenciacié i migracid
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cel-lular. Hi ha treballs que relacionen I’activacié de Rafl amb una progressié del cicle cel-lular,

protegint les cel-lules d’entrar en apoptosi per diferents vies [215].
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Figura 22. Canvis en la via de senyalitzacid per IL-6 segons el programa MetaCore en cel-lules FAO tractades amb 10
mg/| de dimer de catequina.

Seguint el cami d’apoptosi hi ha una série de gens que es troben regulats pel dimer de
catequina, com Hsp90bl i Cdkn2d. Les heat shock proteins (HSPs) sén xaperones que
actualment s’han relacionat com a reguladors bioquimics emergents del creixement cel-lular,
I"'apoptosi o I’'homedstasi proteica [216]. Encara que el programa MetaCore no situa aquesta
via dins de les 10 vies més afectades, és un punt de gran interés donat que el tractament amb

GSPE sembla actuar sobre aquest procés de manera significativa.
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4.4.3. Trimer de catequina

En les cel-lules FAO després del tractament de 5h amb 50 mg/l de trimer de cateqiuna, el
transcriptoma canvia significativament. Aixi, de les 41.012 sondes testades, 14.996 tenen una
expressio 2 vegades superior al seu valor basal. D’aquestes, 2.138 canvien de forma
significativa amb una p<0,05 després d’aplicar un test t de Student. Hem fet servir el criteri de
considerar només aquells gens pels quals el canvi és com a minim un 50% de sobreexpressio o
repressid; és un criteri que hom acostuma a aplicar per tal de garantir la robustesa de les
conclusions a les que es pugui arribar. Fent servir aquest criteri s’identifiquen 142 gens dels
que es pot afirmar amb seguretat que la seva expressido esta modificada en condicions de

tractament agut amb proantocianidines. Detallat a I’Annex 1.

Per tal de comprendre el significat metabolic dels canvis d’expressié detectats, s’analitza com
anteriorment segons el criteri propi de classificacié (Figura 6). Addicionalment a I'analisi
individual dels canvis d’expressié observats s’ha introduit la informacid al programa MetaCore
per poder integrar els canvis individuals d’expressié en el context de vies metaboliques i

processos cel-lulars.

Dels 142 gens amb canvis robusts d’expressio, el programa MetaCore reconeix 51 dins dels
seus mapes de vies metaboliques i 129 els reconeix com a objectes d’'una xarxa que tenen un
nexe en comu, el qual no té perque ser un dels gens modificats significativament. Tant els
mapes de vies metaboliques com les xarxes de processos les classifica estadisticament aplicant
un test corregit amb false discovery rate p<0,05 que permet rebutjar processos o objectes amb
una significativitat dubtosa, assegurant que els resultats obtinguts no contenen falsos positius.
D’aquests, 77 es troben sobreexpressats i 65 reprimits, i la distribucié envers el p-valor és del

75% amb p=<0,01.

Segons el criteri propi de classificacio, els processos cel-lulars que resulten afectats sén els
indicats a la Figura 23, on s’indiquen per a cada procés el conjunt de gens amb canvis

d’expressio.
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Metabolisme NN 35
Renovacié cel-lular NN 3
Processat RNA NN 16
Senyalitzaci6 NN 1/
Transport NN 3
Resposta immunitaria 1 4
Homeostasi sanguinia Nl 3
Citoesquelet N 3
Altres NN 0/

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Numero de gens

Figura 23. Classificacio de gens afectats per un tractament de 50 mg/I de trimer de catequina durant 5h i agrupats
en processos biologics segons la classificacio propia emprada.

Tal com es pot veure a la Figura 23, el procés més afectat és el de metabolisme, en el qual es
troben gens involucrats en el metabolisme de lipids, glucids, xenobiotics, proteina, nucledtids i
energetic. Segueixen en importancia els gens implicats en la renovacié cel-lular, processat de
RNA i senyalitzacié. El detall dels gens que canvien d’expressio es representa a I’Annex 1. Tot

seguit es fa una descripcid dels principals canvis observats en els diferents grups.

Els canvis d’expressié dels gens implicats en el metabolisme es presenten al Grafic 36, indicant
en diferents colors la tipologia de metabolisme a la que pertanyen: metabolisme lipidic (verd),
metabolisme glucidic (taronja), metabolisme de xenobiotics (lila), metabolisme proteic (groc),

metabolisme de nucleotids (blau) i metabolisme energetic (vermell).
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Canvis d'expressié de gens que codifiquen per metabolisme

Ndufall
Ndufa7_pred
Atp5g2
Atplal
Slc28a2

Ubd

Rps26
RGD1561841 pred
RGD1564744 pred
Dnajb12
FbxI5_pred
Rbx1
LOC679385
Hspa8
LOC308950
Rrs1_pred
Ube2g2_pred
Npepps
RGD1563905_pred
Nedd4a
Ubxd2
Eif3s10
Nat13
Aldh9al
Stt3a_pred
Extl

Slc2al
Man2al
B4galt6

Lpin2

Mtel

Abcd3
Mbtps1
Etnk1_pred
Alb

]
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-
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Grafic 36. Classificacido de gens segons el metabolisme cel-lular en el qual estan implicats. B Metabolisme lipidic
B Metabolisme glucidic B Metabolisme de xenobiotics = Metabolisme proteic B Metabolisme de nucleotids
B Metabolisme energetic.

Del Grafic 36 es despren que els principals canvis metabolics es donen en el metabolisme

proteic, seguit del metabolisme lipidic, i el canvi més contundent esta dins del metabolisme

energeétic.
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Dins del metabolisme lipidic, hi ha tants gens sobreexpressats com reprimits. El gen que
experimenta la repressido més forta Alb (albumin), proteina soluble que representa la meitat de
proteina present al sérum i que desenvolupa una funcié important en el transport d’acids
grassos. Amb una repressié similar estan Mbtpsl (membrane-bound transcription factor
peptidase, site 1), que té un paper central en el metabolisme lipidic ja que catalitza el primer
pas en l'activacio proteolitica de SREBPs (sterol regulatory element-binding proteins) i Etnk1
(ethanolamine kinase 1), quinasa implicada en la via de sintesi de fosfatidiletanolamina. Pel
que fa als gens que es troben sobreexpressats, sén els mateixos afectats pel dimer de
catequina i amb una sobreexpressid molt semblant. Aquests gens son en ordre descendent:
Lpin2 (lipin 2), Mtel (mitochondrial acyl-CoA thioesterase 1) i Abcd3 (ATP-binding cassette,
sub-family D (ALD), member 3).

Pel que fa al metabolisme glucidic, tots cinc gens estan sobreexpressats. Amb sobreexpressié
molt similiar estan Extl (exostoses (multiple) 1), implicat en la biosintesi d’heparan sulfat;
Man2al (mannosidase, alpha, class 2A, member 1), que catalitza el primer pas de la biosintesi
de N-glicans complexos; B4galté (UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase,
polypeptide 6), que es requereix per la biosintesi de glicoesfingolipids; i finalment i en comu
amb el dimer de catequina Slc2al (solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter),
member 1) el principal transportador de glucosa i Stt3a (STT3, subunit of the

oligosaccharyltransferase complex, homolog A).

Dins del metabolisme de xenobiotics hi ha dos gens. Nat13 (N-acetyltransferase 13), aquest es
troba sobreexpressat i és probablement el component catalitic d’'un complex amb activitat
acetiltransferasa. Les N-acetiltransferases catalitzen la transferéncia de grups acetil des de
I’acetil-CoA a les arilamines. Aldh9al (aldehyde dehydrogenase family 9, subfamily A1) esta
reprimit. Aquest gen codifica per un enzim que catalitza la deshidrogenaci6 de gamma-

aminobutiraldehid a acid gamma-aminobutiric (GABA), implicat en processos de toxificacio.

El metabolisme proteic esta altament alterat, hi ha 17 gens afectats. Hi ha una série de gens
implicats en la sintesi de proteines: Rps26 (ribosomal protein S26), RGD1561841 (similar to
ribosomal protein L31) i RGD1564744 (similar to 60S acidic ribosomal protein P1), aquests 3
sobreexpressats. Els que estan reprimits sén Eif3s10 (eukaryotic translation initiation factor 3,
subunit A), RGD1563905 (similar to ribosomal protein L19) i Rrs1 (RRS1 ribosome biogenesis
regulator homolog (S. cerevisiae)) implicat en la biogénesi de ribosomes. Un altre grup dins del
metabolisme proteic son els gens implicats en la degradacié proteica per mitja de la

ubiquitinacié. Hi ha dos gens reprimits, son Nedd4a (neural precursor cell expressed,
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developmentally down-regulated gene 4a) i Ube2g2 (ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2
(UBC7 homolog, yeast)). Pel que fa als que estan sobreexpressats son Ubd (ubiquitin D), FbxI5
(F-box and leucine-rich repeat protein 5) i Rbx1 (ring-box 1). Un altre gen implicat en la
degradacié proteica i que es troba reprimit és Ubxd2 (UBX domain protein 4). Aquest gen i
I"anterior Ube2g2 estan implicats en la degradacié proteica associada a reticle endoplasmatic
(ERAD). La resta de gens reprimits son Npepps (aminopeptidase puromycin sensitive), que
hidrolitza aminoacids i una serie de gens que codifiquen per xaperones i que estan implicats en
el plegament de proteines: Dnajb12 (dnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 12); Hspa8
(heat shock protein A8); LOC679385 (similar to heat shock protein 8); i LOC308950 (similar to

heat shock protein 1 (chaperonin)).

Dins del metabolisme de nucleotids només hi ha un gen: Slc28a2 (solute carrier family 28
(sodium-coupled nucleoside transporter), member 2), implicat en la captacié de nucleosids de

purina.

Finalment, en el metabolisme energeétic hi ha quatre gens, Ndufall (NADH dehydrogenase
(ubiquinone) 1 alpha subcomplex 11), en comu amb el dimer de catequina, pateix una
sobreexpressid molt més forta que amb el dimer, de gairebé 7 vegades el control. Hi ha dos
gens més sobreexpressats, Ndufa7 (NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 7
(B14.5a) (predicted)), subunitat de la cadena respiratoria mitocondrial i Atp5g2 (ATP synthase,
H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit C2 (subunit 9)), subunitat de I’ATP sintasa
mitocondrial. Només hi ha un gen reprimit, Atplal (ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1
polypeptide), component catalitic de I'enzim actiu que catalitza la hidrolisi d’ATP acoblada a

I'intercanvi de ions a través de la membrana plasmatica.

Els canvis d’expressio dels gens implicats en la renovacié cel-lular es presenten al Grafic 37,
indicant en diferents colors la tipologia de classificaci6 a la que pertanyen:
apoptosi/desenvolupament/proliferacid/creixement (verd), regulacid del cicle cel-lular
(taronja), processat del DNA (lila), histones/helicases/remodelacié de la cromatina (groc) i

regulacié de la transcripcié (blau).
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Canvis d'expressio de gens que codifiquen per la renovacié cel-lular
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Grafic 37. Classificacio de gens involucrats en la renovacié del cicle cel-lular. B Apoptosi/Desenvolupament/
Proliferacid/Creixement M Regulacié del cicle cel-lular B Processat DNA  Histones/Helicases/Remodelacié de la
cromatina M Regulacio de la transcripcio.

Del Grafic 37 es desprén que els principals canvis es donen en el subgrup d’apoptosi/
desenvolupament/proliferacid/creixement. Hi ha una série de gens en comu amb I'efecte del
dimer de catequina. Els que estan reprimits son Foxel (forkhead box E1 (thyroid transcription
factor 2)) i Gsptl (G1 to S phase transition 1). L'efecte del trimer de catequina és més
contundent sobre ambdds gens. Els que estan sobreexpressats en comu sén Sertad2 (SERTA
domain containing 2), Sertad3 (SERTA domain containing 3), Tmem123 (transmembrane

protein 123) i Ppc4 (protein serine/threonine phosphatase 4), aquests 4 amb el mateix grau de
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sobreexpressié que el dimer. Pel que fa als gens reprimits pel trimer hi ha Tp53 (tumor protein
p53), gen que codifica per la proteina tumoral p53, la qual respon a diversos tipus d’estres
cel-lular de manera que pot regular gens implicats en I'apoptosi, sensecéncia, reparacié del
DNA o canvis en el metabolisme; Tcf25 (transcription factor 25 (basic helix-loop-
helix)_predicted), juga un paper important en el control de la mort cel-lular i Atgl6ll (ATG16
autophagy related 16-like 1 (S. cerevisiae)), essencial per I'autofagia. Pel que fa als gens que es
troben sobreexpressats en ordre ascendent trobem Hifla (hypoxia inducible factor 1, alpha
subunit) que juga un paper essencial en respostes homeostatiques cel-lulars i sistéemiques a la
hipoxia i Mmp28 (matrix metallopeptidase 28 (epilysin) (predicted)), implicat en la degradacié
de la matriu extracel-lular tant en processos fisiologics com en el desenvolupament
embrionari, la reproduccié o la remodelacio dels teixits, aixi com en processos patologics, és

per aixd que juga un paper important en la homeostasi dels teixits i la reparacio de les ferides.

Dins de la regulacié del cicle cel-lular, hi ha 5 gens implicats, tots ells sobreexpressats. Tres
d’ells en comu amb el dimer de catequina i amb el mateix ordre d’expressio: Cdkn2d (cyclin-
dependent kinase inhibitor 2D); Sept7 (septin 7); i Pcnp (similar to PEST-containing nuclear
protein). El altres dos gens son G0s2 (GO/G1 switch gene 2), es podria requerir per fer entrar
les cel-lules en fase G1; i Nekl (NIMA (never in mitosis gene a)- related kinase 11), implicat en

la meiosi.

Pel que fa al grup implicat en el processat de DNA, majoritariament estan reprimits. L'Unic
sobreexpressat és Hmgb1 (high mobility group box 1) i també esta afectat pel dimer. Respecte
als gens que es troben reprimits, hi ha dos en comt amb el dimer: Rad23a (RAD23a homolog
(S. cerevisiae)), i Mcm5 (minichromosome maintenance deficient 5, cell division cycle 46 (S.
cerevisiae) (predicted)). La resta de gens reprimits sén: Mcm2 (minichromosome maintenance
deficient 2 mitotin (S. cerevisiae) (predicted)) i Mcm6 (minichromosome maintenance deficient
6 (MIS5 homolog, S. pombe) (S. cerevisiae)), implicats tots dos en la replicacié del genoma
eucariotic. Ssrpl (structure specific recognition protein 1), codifica per una subunitat d’un
heterodimer que esta involucrat en el desensamblatge del nucleosoma i I'elongacié de la
transcripcid; Setd8 (similar to SET domain-containing protein), és una histona metiltransferasa
requerida per la proliferacié cel-lular probablement perqué contribueix a mantenir
correctament |'estructura del DNA durant la mitosi; i Paxip (PAX interacting (with transcription-
activation domain) protein 1) codifica per una proteina essencial en el manteniment de la

estabilitat del genoma, la condensacioé de la cromatina i la progressié durant la mitosi.
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Dins del grup de Histones/Helicases/remodelacié cromatina, hi ha dos gens, un d’ells en comu
amb el dimer: Rbbp4 (retinoblastoma binding protein 4), implicat en la remodelacié de la
cromatina. L'altre gen és Chd4 (chromodomain helicase DNA binding protein 4), aquest esta

reprimit.

Pel que fa als gens implicats en la regulacié de la transcripcid, hi ha 6 gens. Els que es troben
reprimits sén: RGD1310358 (similar to NNX3 (predicted)), Gtf2ird1 (general transcription factor
Il | repeat domain-containing 1) i Zfpl80 (zinc finger protein 180). Els que estan
sobreexpressats son: Med19 (mediator complex subunit 19), Fubpl (far upstream element
(FUSE) binding protein 1) i Foxa2 (forkhead box A2), que és un factor nuclear d’hepatocits i

actua com a activador transcripcional de gens especifics del fetge.

Els canvis d’expressid dels gens implicats en el manteniment del citoesquelet i el processat de
RNA es presenten al Grafic 38, indicant en diferents colors la tipologia de classificacié a la que

pertanyen: citoesquelet (rosa), mRNA (verd), tRNA (taronja), rRNA (lila) i helicases de RNA

(groc).

Canvis d'expressié de gens que codifiquen per citoesquelet i processat de
RNA
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Grafic 38. Classificacié de gens involucrats en el manteniment del citoesquelet i el processat del RNA.
H Citoesquelet @ mRNA ®tRNA B rRNA Helicases RNA.
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Del Grafic 38 es desprén que el grup més afectat sén els gens implicats en el processat de

mRNA.

Dins del grup del citoesquelet hi ha 3 gens. Només un esta sobreexpressat Wdrl (WD repeat
domain 1), la proteina resultant indueix el desensamblatge dels filaments d’actina. Els gens
reprimits son Tpm3 (tropomyosin 3, gamma) que pertany a la familia de les tropomiosines
implicades en el sistema contractil de les cel-lules musculars llises i estriades, i en el
citoesquelet de les cél-lules no-musculars; i Finb (filamin, beta (predicted)) que connecta els

constituents de la membrana cel-lular al citoesquelet d’actina.

Pel que fa al grup de gens implicats en el processat de RNA, el més alterat és el de processat
de mRNA. Dins d’aquest grup hi ha tres gens afectats també pel dimer, aquests sén Sfrs12ipl
(SFRS12-interacting protein 1), Csdel (cold shock domain containing E1, RNA binding) i Thoc4
(THO complex 4). L'efecte del trimer és lleugerament superior. La resta de gens
sobreexpressats son Snrp70 (U1 small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A (predicted)),
que forma part del spliceosoma, Pcf11 (cleavage and polyadenylation factor subunit homolog
(S. cerevisiae) (predicted)) involucrat en el processat de pre-mRNA, Hnrpu (heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein U), implicat en el metabolisme i transport de mRNA, i Pan3 (polyA
specific ribonuclease subunit homolog) implicat en la degradacié dels mRNAs citoplasmatics.
Pel que fa als gens reprimits, hi ha 5, en ordre desdencent sén Pabpc4 (poly A binding protein,
cytoplasmic 4) implicat en els processos citoplasmatics regulatoris del metabolisme de mRNA,;
Hnrpa3 (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3) important en el transport citoplasmatic
de mRNA; Fus (fusion, derived from t(12;16) malignant liposarcoma (human)) que forma part
del complex de les ribonucleoproteines nuclears heterogénies (hnRNP) implicat en el splicing
de pre-mRNA i el seu transport al citoplasma; Ptbpl (polypyrimidine tract binding protein 1),
també pertany a les hnRNPs; i finalment Sf3b2 (splicing factor 3b, subunit 2 (predicted)). Pel
que fa al processat de tRNA només hi ha un gen, Gars (glycyl-tRNA synthetase) que catalitza la
unio de la glicina a tRNA(Gly). Dins del grup de rRNA hi ha dos gens, els mateixos afectats pel
dimer de catequina: Exosc3 (exosome component 3 (predicted)) i LOC257642 (rRNA promoter
binding protein). Per finalitzar el grup de processat de RNA hi ha una helicasa, la Ddx31
(DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 31 (predicted)).

Els canvis d’expressié dels gens implicats en la senyalitzacié es presenten al Grafic 39. Es un

grup bastant heterogeni ja que inclou diferents tipus de senyalitzacid. Principalment inclou
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quinases, implicades en la fosforilacié/desfosforilacid, encara que també es poden trobar gens

implicats en la transmissié de senyals per mitja de la sinapsi.

Canvis d'expressié de gens que codifiquen per senyalitzacid
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Grafic 39. Classificacié de gens involucrats en diferents processos de senyalitzacié. B Senyalitzacid.

Del Grafic 39 es despren que hi ha una sobreexpressié generalitzada dels gens implicats en la
senyalitzacio. Hi ha 6 gens en comu amb I'efecte del dimer de catequina, tots ells amb el
mateix grau d’expressio. D’aquests, només hi ha un reprimit: Rab15 (RAB15, member RAS
onocogene family) una proteina G monomeérica de la superfamilia Ras. Els altres que es troben
sobreexpressats en ordre decreixent son Snfllk (SNF1-like kinase), Arl8a (ADP-ribosylation
factor-like 8A), Tm4sfl2 (transmembrane 4 superfamily member 12), Ctnnbl (catenin
(cadherin associated protein), beta 1) i Gdi2 (GDP dissociation inhibitor 2). Hi ha 3 gens més
reprimits. Gnal2 (Guanine nucleotide binding protein, alpha 12) és una proteina G, involucrada
en la transduccioé de senyals; Nisch (nischarin) que s’uneix a diversos lligands d’imidazolina que
indueixen I'inici de cascades de senyalitzacid dirigides a la supervivencia cel-lular, el
creixement o la migracid; i finalment Gapvdl (GTPase activating protein and VPS9 domains 1
(predicted)) que actua tant com a proteina activadora de GTPasa (GAP) o com a factor
d’intercanvi de nucleotids de guanina (GEF). Pel que fal als gens sobreexpressats, hi ha tres
GTPases: Arhgef3 (Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 3 (predicted)), activa RhoA i
RhoB; Rab6a (RAB6A, member RAS oncogene family) té una activitat GTPasa baixa; i Rala (v-ral

simian leukemia viral oncogene homolog A (ras related)) pertanyent a la superfamilia de les
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GTPases petites Ras. Els altres dos gens sobreexpressats que queden séon Dusp6 (dual
specificity phosphatase 6) que inactiva les seves quinases diana desfosforilant els residus de
fosfoserina/treonina i fosfotirosina que té especificitat per la familia ERK; i Pctk2 (PCTAIRE

protein kinase 2) pertany a la familia de proteinaes quinasa serina/treonina.

Els canvis d’expressid que es presenten al Grafic 40 engloben el transport (verd), la homeostasi

sanguinia (grana) i la resposta immunitaria (blau).

Canvis d'expressio de gens que codifiquen per transport,
homeostasi sanguinia i resposta immunitaria
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Grafic 40. Classificacid de gens involucrats en el transport cel-lular, gens involucrats en la homeostasi sanguinia i
gens involucrats en la resposta immunitaria. B Transport M Homeostasi sanguinia M Resposta immunitaria.

Del Grafic 40 es desprén que practicament el grup més alterat és el del transport. Dins
d’aquest hi ha dos gens en comu amb el dimer, tots dos reprimits i amb un efecte més
contundent per part del trimer. Aquests sén RGD1565367 (similar to Solute carrier family 23,
member 2 (sodium-dependent vitamin C transporter 2)) i Sv2b (synaptic vesicle glycoprotein
2b). Els altres gens reprimits d’aquest grup sén Gga2 (Golgi associated, gamma adaptin ear
containing, ARF binding protein 2), regula el trafic de proteines entre I'aparell de Golgi i els
lisosomes; Xpo6 (Exportin 6) implicada en el transport des del nucleoplasma al citoplasma a
través dels porus nuclears; Lman2l (lectin, mannose-binding 2-like (predicted)) involucrat en
I’exportacié de glicoproteines des del reticle endoplasmatic; i Sec23b (SEC238B (S. cerevisiae)

(predicted)) implicat en el trafic de vesicules. Pel que fa als gens sobreexpressats, només hi ha
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dos, Spcs3 (signal peptidase complex subunit 3 homolog) que talla seqliéncies senyal de
proteines perqué aquestes siguin dirigides a les vies de secrecié i Slc44al (solute carrier family

44, member 1) un transportador de colina.

Dins del grup d’homeostasi sanguinia hi ha 3 gens afectats també pel dimer de catequina.
Aquest sén Hba-a2 (hemoglobin alpha, adult chain 2), Prcp (prolylcarboxypeptidase

(angiotensinase C)) i Adm (adrenomedullin).

L’dltim grup pertany a la resposta immunitaria, on només trobem 4 gens, només un d’ells esta
reprimit, Rnf125 (ring finger protein 125 (predicted)) que funciona com a regulador positiu en
la via de senyalitzacié del receptor de les cél-lules T. Dels 3 gens que hi ha sobreexpressats, 2
coincideixen amb els afectats pel dimer, Tsc22d3 (TSC22 domain family 3) i Ppp3rl (protein
phosphatase 3, regulatory subunit B, alpha isoform (calcineurin B, type 1)). L’'altre gen

sobreexpressat és Tcf4 (transcription factor 4) expressat majoritariament a les cél-lules pre-B.

L'dltima subclassificacio, mostrada al Grafic 41, sén els gens que no han estat associats a cap
de les anteriors subclassificacions degut a que encara no es coneix la funcié que desenvolupa

cada un d’ell dins la cel-lula. Tots ells colorejats en gris.
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Canvis d'expressio de gens que codifiquen per altres
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Grafic 41. Classificacid de gens que no han estat associats a cap de les classificacions anteriors. H Altres.

Per tal d’integrar la informacié dels canvis d’expressié que s’ha descrit fins ara, com ja s’ha dit
anteriorment, s’ha fet servir el programa MetaCore. Com a resultats ens indica en primer lloc
que les 10 vies metaboliques i els 10 processos cel-lulars més afectats pel tractament amb

trimer de catequina son els indicats a la Taula 23. Els simbols que apareixen a les figures del

MetaCore estan detallats a I’Annex 3.

Vies metaboliques

Processos cel-lulars

Transcription_Role of Akt in hypoxia induced
HIF1 activation

Transcription_mRNA processing

Proteolysis_Putative ubiquitin pathway

Protein folding_Folding in normal condition

Proteolysis_Role of Parkin in the Ubiquitin-
Proteasomal Pathway

Protein folding_ER and cytoplasm

Regulation of degradation of deltaF508 CFTR in
CF

Proteolysis_Ubiquitin-proteasomal proteolysis

Neurodisease_Parkin disorder under Parkinson
disease

Protein folding_Protein folding nucleus

Cell cycle_Start of DNA replication in early S

Cell cycle_Core
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phase

Normal and pathological TGF-beta-mediated
regulation of cell proliferation

G-protein signaling_RhoA regulation pathway Cell cycle_S phase
Regulation of metabolism_Bile acids regulation of
glucose and lipid metabolism via FXR
Transcription_P53 signaling pathway Cell cycle_G1-S

Protein folding_Response to unfolded proteins

Development_Hedgehog signaling

Taula 23. Vies metaboliques i processos cel-lulars més afectats pel tractament de trimer de catequina.

Una via que pren especial rellevancia és la regulacié del metabolisme glucidic i lipidic

mitjancant el receptor nuclear FXR (Figura 24).

La lipogenesi és la reaccid bioquimica per la qual sén sintetitzats els acids grassos i esterificats
o units a glicerol per formar triglicérids [217]. La sintesi d’acids grassos comeng¢a amb I'acetil-
CoA i la seva elongacié és mitjancant I'addicié d’unitats de dos carbonis. La seva sintesi té lloc
al citoplasma, mentre que la seva degradacid, anomenada oxidacid, es dona a la mitocondria.
La majoria d’enzims per la sintesi d’acids grassos estan organitzats en el complex

multienzimatic de la FAS (fatty acid synthase).

El receptor nuclear FXR modula processos lipogénics i la biosintesi dels acids biliars [130].
Aquest receptor és capag d’actuar mitjangant un altre receptor nuclear, SHP, que via LXRa
inhibeix la transcripcié de SREBP1, fet que provoca un decrement de I'expressié de gens
depenents de SREBP1, tals com ACACA i ACACB (acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha and
beta), SCD (stearoyl-CoA desaturase) o ME1 (malic enzyme 1). FXR també pot induir I'expressio

de FAS (fatty acid synthase) [130].

El receptor nuclear FXR també és capa¢ de modular els processos de glicolisi i gluconeogénesi
via el factor de transcripcio nuclear PPARa (peroxisome proliferator activated receptor alpha),
inhibint I'expressié de AKT (V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1). AKT pot ser
activat per la via de senyalitzacié de la insulina [218]. AKT fosforila FKHP i disminueix la seva
activitat, aquest una vegada activat és capac¢ d’activar la transcripcio de G6PT (glucose-6-
phosphatase) i PPCKC (phosphoenolpiruvate carboxykinase), enzims clau en la homeostasi

glucidica, funcionant tant en la gluoconeogensi com en la glicolisi.
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Figura 24. Canvis en el metabolisme dels lipids segons el programa MetaCore en rates tractades amb dosi aguda de
proantocianidines.

Modulation of
gluconeogenes

La Figura 24 mostra la repressio dels gens HNF4a (hepatocyte nuclear factor 4, alpha), SREBP1
i AKT, mentre que hi ha una sobreexpressio dels gens SHP i HNF3[3 (hepatocyte nuclear factor 3

beta).

Aquests canvis d’expressié genica posen de manifest el paper del trimer de catequina com a

possible agent en processos de repressid de la lipogenesi i inductor de la gluconeogénesi.
4.4.4, Identificacié de gens diana de les proantocianidines a partir de molécules

pures

Els diagrames de Venn s'utilitzen per comparar llistes de gens que s’expressen

diferencialment. En aquest cas, I'objectiu de la utilitzacié d’aquests diagrames és veure dels
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gens que estan alterats de forma significativa i amb un minim de sobrexpressid o repressié del

50%, quins estan afectats per més d’una de les molécules pures utilitzades.

La Figura 25 mostra el nombre de gens modificats significativament després de cada un dels

tractaments. En negre hi ha la totalitat de gens modificats. En vermell els que estan

sobreexpressats i en verd els que estan reprimits.

4. RESULTATS i DISCUSSIO

dimer catequina

an

10
6\

epicatequina

Figura 25. Diagrama de Venn de les cél-lules hepatiques FAO amb diferents tractaments: epicatequina, dimer de

catequina i trimer de catequina.

L'epicatequina afecta a I'expressio de 13 gens (10+3), dels quals 7 es troben sobreexpressats i
6 reprimits. Dels 7 que estan sobreexpressats, 3 també estan afectats en el mateix sentit i amb

la mateixa intensitat pel trimer de catequina (Taula 24). Els gens reprimits per I'epicatequina

trimer catequina

90

no es troben alterats ni pel dimer ni pel trimer de catequina.

Fold-change Fold-change
Gen Nom
Epicatequina Trimer
GO0s2 GO0/G1 switch gene 2 1,422 1,553
RGD1561841_pred Similar to rlbosqmal protein L31 1,759 1,699
(predicted)
Ubd Ubiquitin D 1,818 1,999

Taula 24. Gens afectats per epicatequina i trimer de catequina.

El dimer de catequina afecta a I'expressié de 84 gens (35+49), dels quals 65 es troben
sobreexpressats i 19 reprimits. D’aquests, 35 estan alterats exclusivament pel dimer de

catequina, dels quals 9 estan reprimits i 26 sobreexpressats. El 77% de gens afectats pel dimer

de catequina estan sobreexpressats.
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El trimer de catequina afecta a I'expressié de 142 gens (49+90), dels quals 78 es troben
sobreexpressats i 64 reprimits. D’aquests, 90 estan alterats exclusivament pel trimer de
catequina , dels quals 54 estan reprimits i 36 sobreexpressats. La distribucidé dels gens que
estan sobreexpressats o reprimits és bastant homogénia, encara que hi ha més

sobreexpressat&

El dimer i trimer de catequina tenen en comu I'efecte sobre 49 gens (Taula 25). Aquests es
troben alterats en el mateix sentit d’expressid, 39 es troben sobreexpressats i 10 reprimits.
Generalment, I'efecte del trimer és lleugerament superior. Dels gens que comparteixen,

majoritariament estan sobreexpressats, el 79%.

Gen Nom Fold-'change FoId-lchange
Dimer Trimer
Similar to Solute carrier family
RGD1565367 23, member 2 (Sodium- 3,046 3,427
dependent vitamin C
transporter 2)"
Foxel Forkhe?d .box E1 (thyroid 2,423 3171
transcription factor 2)
7dhhcl8 Zinc fi.nger, DHHC domain 2218 2,238
containing 18
Rab1s RAB.15, member RAS onocogene 1813 11,856
family
Lactb Lactamase, beta -1,779 -2,393
Sv2b Synaptic vesicle glycoprotein 2b -1,592 -1,935
Rad23a RAD23a homolog (S. cerevisiae) -1,577 -1,533
Gsptl G1 to S phase transition 1 -1,553 -1,724
Minichromosome maintenance
Mcm5_predicted deficient 5, cell division cycle 46 -1,542 -1,666
(S. cerevisiae) (predicted)
RRS1 ribosome biogenesis
Rrs1_predicted regulator homolog (S. -1,505 -1,529
cerevisiae) (predicted)
Acidic (leucine-rich) nuclear
Anp32e phosphoprotein 32 family, 1,507 1,523
member E"
. Similar to RIKEN cDNA
RGD1311457_predicted 2310003F16 (predicted) 1,507 1,698
Similar to TSC22 domain family
LOC499624 protein 2 (TSC22-related- 1,523 1,693
inducible leucine zipper protein
4)
. Similar to 60S acidic ribosomal
RGD1564744 predicted protein P1 (predicted) 1,541 1,692
Protein phosphatase 3,
Ppp3rl regulatory subunit B, alpha 1,557 1,939
isoform (calcineurin B, type I)
Gdi2 GDP dissociation inhibitor 2 1,558 1,507
MGC108974 Si.mil.ar to replica?ion protein- 1571 1522
binding trans-activator RBT1
Abcd3 ATP-binding cassette, sub-family 1,581 1,530
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D (ALD), member 3
Tmem123 Transmembrane protein 123 1,591 1,551
Pppac Protelh phosphatase 4, catalytic 1,594 1516
subunit
. Similar to ADP-ribosylation
RGD1565940 dicted 1,605 1,788
—predicte factor-like 10B (predicted)
LOC288165 Similar to PEST-contalnlng 1,609 1607
nuclear protein
Thoc4 THO complex 4 1,613 1,611
Cold shock domain containing
Csdel E1, RNA binding 1,654 1,618
Hmgb1l High mobility group box 1 1,664 1,806
Exosc3_predicted Exosqme component 3 1,671 1,860
(predicted)
Tsc22d3 TSC22 domain family 3 1,672 1,714
Adm Adrenomedullin 1,689 1,580
Calbl Calbindin 1 1,702 1,767
Solute carrier family 2
Slc2al (facilitated glucose transporter), 1,731 1,536
member 1
Lpin2 Lipin 2 1,752 1,826
. SH3-binding domain glutamic
Sh3bgrl dicted 1,757 1,875
gri_predicte acid-rich protein like (predicted)
Snfllk SNF1-like kinase 1,759 1,937
Sept7 Septin 7 1,768 1,715
Similar to cyclin-dependent
Cdkn2d kinase inhibitor 2D 1,788 1,875
Similar to RIKEN cDNA
RGD1566242 dicted 1,790 1,977
—predicte 1500009MO05 (predicted)
Tmasf12 Transmembrane 4 superfamily 1,820 1695
member 12
. Prolylcarboxypeptidase
P dicted 1,865 1,614
rep_predicte (angiotensinase C) (predicted)
LOC680782 Similar to sngna! peptidase 1895 1911
complex subunit 3 homolog
Rps26 Ribosomal protein S26 1,909 1,834
RGD1561961_predicted similar to 1Q motif and WD 1,924 1,840
repeats 1 (predicted)
Mtel M!tochondrlal acyl-CoA 1,949 1,769
thioesterase 1
Sertad? SERTA domain containing 2 1,959 2,088
Hypothetical protein
LOC503325 LOC503325 2,022 2,238
stt3a_predicted Similar to integral membrane 2,041 2,022
protein 1 (predicted)
Pdiad Prote!n disulfide isomerase 2,085 1,639
associated 4
Hba-a2 Hemoglobin alpha, adult chain 2 2,227 2,533
Sfrs12ipl SFRS12-interacting protein 1 2,912 3,285
NADH dehydrogenase
Ndufall (ubiquinone) 1 alpha 3,485 6,788
subcomplex 11

Taula 25. Gens afectats pel dimer i trimer de catequina.
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4.5. Utilitzacié d’un model de transcriptomica dirigida per la identificacié de gens diana

de les proantocianidines en diferents models cel-lulars

En el desenvolupament de les patologies cardiovasculars, i més concretament els seus factors
de risc, el component geneétic juga un paper clau. Els gens que s’han escollit per fer aquest
estudi han estat per la seva rellevancia en la génesi de la patologia cardiovascular i s’han

agrupat de la seglient manera (Taula 26):

La regulacié del metabolisme lipidic és un factor a tenir en compte en el desenvolupament de
I'aterosclerosi. Aquest esta estretament lligat a la resposta inflamatoria, ja que com s’ha
comentat anteriorment un perfil dislipemic esta associat a inflamacié cronica, on els lipids en
excés presents al plasma poden desencadenar una resposta inflamatoria perllongada. S’han
escollit una serie de gens implicats en diferents processos del metabolisme lipidic, aixi com
enzims clau en la sintesi i degradacié de lipids, o del metabolisme de les lipoproteines i una

série de receptors nuclears implicats en la regulacié lipidica [45, 219, 220].

L'estrés oxidatiu o produccio d’espéecies reactives d’oxigen, radicals lliures entre altres, és un
procés natural dins de I'organisme. La capacitat nociva d’aquestes vindra establerta pel balang
entre la quantitat d’especies reactives d’oxigen i les defenses antioxidants de I'organisme. Si hi
ha una continua produccié d’espécies reactives d’oxigen que poden fer malbé les estructures
biologiques, I'organisme ha de ser capa¢ de contrarestar aquest efecte activant una serie de
mecanismes antioxidants. En el moment en que es perd aquest equilibri, I'organisme sera
susceptible a desenvolupar malalties lligades a estres oxidatiu, com per exemple patologies
cardiovasculars. Per tant, I'estrés oxidatiu no és només degut a una produccié incontrolada
d’espécies reactives d’oxigen, sind també a una resposta minsa o defectuosa dels sistemes
antioxidants. En aquest apartat s’han triat gens involucrats en ambdds processos, per tal de

veure com els hi afecten les proantocianidines [31].

La segient agrupacié sén gens involucrats en la renovacié cel-lular. En aquest apartat es
troben gens caracteristics de la proliferacié cel-lular, que és un procés natural dins de
I'organisme fruit del creixement i multiplicacié cel-lular. Forma part de I'angiogénesi, procés
complex que compren diferents aspectes: degradacié de la membrana basal per accié de
proteases, proliferacio i migracié de cél-lules endotelials, formacié del lumen, reconstruccié de
la membrana basal, reclutament de cél-lules musculars llises, maduracié d’aquestes i finalment
el restabliment del flux sanguini. Hi ha una serie de factors de creixement, com platelet derived
growth factor (PDGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), entre altres, que prenen part

en aquest procés i que es troben alterats en estats patologics [221].
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Altres gens dins d’aquesta classificacid son els involucrats en la matriu extracel-lular que és el
conjunt de material extracel-lular que forma part d’un teixit i on es troben les cél-lules, és a dir,
la substancia del medi intercel-lular. En I'aterosclerosi, es formada per les cel-lules musculars
llises que han migrat de la media a I'espai subendotelial; una vegada aqui, proliferen i secreten
una serie de proteines com fibrina, col-lagen o proteoglicans, donant lloc al tap fibrés [32, 46].
La lesié aterosclerdtica es caracteritza per ser un focus d’inflamacié, on es poden trobar
cel-lules immunitaries com els macrofags, els quals secreten una série de proteines
anomenades “matrix metalloproteinases” o MMPs. Les MMPs, s’encarreguen de la
remodelacidé i degradacié de la matriu extracel-lular. Sota condicions fisiologiques la seva
activitat esta ben regulada a nivell transcripcional, ja sigui activant els seus zimogens, com
inhibint els seus inhibidors (TIMPs). En diverses patologies, entre elles |’aterosclerosi, la
regulacié de les MMPs es veu alterada donant lloc a processos com una excessiva remodelacio

i degradacio de la matriu extracel-lular o una inestabilitat de la placa d’ateroma [32, 46, 222].

| finalment gens que codifiquen per algunes de les caspases més rellevants i que prenen
especial interés en la regulacié de I'apoptosi [223], que és la forma de mort programada més
comu a la cél-lula. Les caspases sén mediadores essencials dels processos d’apoptosi, encara
que algunes d’elles també estan implicades en processos de maduracié proteica com en el cas
de mediadors del sistema immunitari del tipus de les interleuquines [224]. Per aquest motiu,
errors en processos mediats per les caspases son alguns dels principals responsables del
desenvolupament de tumors i malalties autoimmunes. Aixi per exemple, la caspasa 3, que es
una caspasa efectora, pot processar les caspases 2, 6, 7 i 9. També pot actuar sobre substrats
de caspases com I’enzim nuclear poli-ADP ribosa polimerasa (PARP), sobre I'inhibidor (iCAD)
del complex DNasa activat per caspasa (CAD), o sobre la gelsolina i la fodrina que alteren la
integritat de la membrana plasmatica [225]. A més, la caspasa 3 juga un paper central en la
mediacié de I'apoptosi nuclear ja que inclou la condensacié de la cromatina i la fragmentacio

del DNA, aixi com la desintegracid de la membrana plasmatica.

La tercera agrupacid que s’ha fet sén gens involucrats en la homeostasi sanguinia, tenint en
compte gens implicats en la regulacié de la pressié sanguinia i gens implicats en la regulacié de

la coagulacio.

La pressid sanguinia es refereix a la forca que exerceix la circulacié de la sang contra els vasos
sanguinis. La pressidé sanguinia esta regulada per diversos mecanismes [28, 29]. Un dels
mecanismes clau és el sistema Renina-Angiotensia (RAS), que utilitza el ronyd per compensar

les oscil-lacions de la pressid sanguinia. RAS s’encarrega de mantenir els nivells optims de
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pressio sanguinia. El principal producte d’aquest sistema és I'angiotensina Il (Ang Il), un potent
vasoconstrictor, a més d’actuar sobre diferents dianes que poden ser perjudicials per
I"organisme. L'activacié de Ang Il quan no és necessari, causa hipertensid, factor de risc en les

patologies cardiovasculars [31, 46].

La coagulacié és un procés complex pel qual la sang forma coaguls. Es una part important dins
I’'hemostasi. La coagulacié s’inicia quasi instantaniament després d’una lesié a I'endoteli.
Immediatament, aquest dany és recobert per plaquetes, resposta primaria, i simultaniament
s’activa la cascada de coagulacié per formar fibrina. D’aquesta manera es deté I’hemorragia i
es reparen els danys causats als vasos sanguinis. Si hi ha una desregulacié d’aquest procés pot
esdevenir el risc de patir hemorragies incontrolades o per contra la formacié de trombes que
obstaculitzarien una correcta circulacié del torrent sanguini provocant en el pitjor dels casos
embolia [226]. El sistema de coagulacié té un paper critic en el desenvolupament de
I’aterosclerosi. La fibrina té especial importancia en la estabilitat de la placa d’ateroma, ja sigui
contribuint a la massa extracel-lular de la placa ateromatosa, com promovent senyals de
captura de plaquetes o céel-lules inflamatories. Aquest procés pot donar lloc a una inestabilitat
de la placa que pot acabar en la seva ruptura, amb el conseglient inici de la cascada de

coagulacié i formacid dels trombes que pot ocloure el vas sanguini [32, 46, 226].

La quarta i ultima agrupacié correspon a la inflamacié o resposta inflamatoria que és la base o
la manera de manifestar-se de diferents malalties, ja que és una resposta inespecifica de
I'organisme per defensar-se d’agents agressors del medi [45]. Les cél-lules immunitaries estan
presents en el desenvolupament de les lesions aterosclerotiques o placa ateromatosa, i les
molécules que aquestes secreten afavoreixen la progressio de la lesié i per tant una activacié
continua d’inflamacié. Es per aquest motiu que s’ha posat especial interés en gens relacionats
amb la resposta inflamatoria, com citoquines o molécules quimiotactiques, secretades
inicialment com una defensa de |'organisme, pero si la seva expressié es troba desregulada

promouen una inflamacié cronica [45, 219].

Dins d’aquest grup de resposta inflamatoria també tenen especial rellevancia gens implicats en
I’adhesié cel-lular, que és mediada per les molecules d’adhesié cel-lular (CAMs) expressades
per I'endoteli activat en processos patologics [227]. Les CAMs juguen un paper clau en el
reclutament de leucocits a la zona on s’ha produit la lesid [32] ja que promouen que els
leucocits circulants migrin a I'espai subendotelial, pas important en l'inici de I'aterogénesi.
L'expressié d’aquestes molecules és el resultant a estimuls inflamatoris que tenen com a focus

I’endoteli. Es poden dividir en quatre families: immunoglobulines, com VCAM1 o ICAM1;
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selectines, com SELE; les integrines; o les caderines, que son depenents de calci. Cada una

d’aquestes families prendra part en un punt determinat del procés d’adhesié [228].

ALOX15 NM_001140 HMGCR NM_000859 NOS3 NM_000603
ABCA1 NM_005502 HMGCS NM_002130 NOX5 NM_024505
ACACA NM_198834 HNF-4a NM_000457 NPPA NM_006172
ACE NM_152831 ICAM-1 NM_000201 NPPB NM_002521
AGT NM_000029 IKK2 NM_001556 PDGFA NM_002607
APOB NM_000384 IL10 NM_000572 PLA2G7 NM_005084
APOC1 NM_001645 IL-18 NM_001562 PLAT NM_000930
APOC2 NM_000483 IL-1b NM_000576 PLAU NM_002658
APOC3 NM_000040 IL4 NM_000589 PPARA NM_005036
APOC4 NM_001646 IL-6 NM_000600 PPARG NM_015869
APOD NM_001647 IL-8 NM_000584 PTGS1 NM_000962
APOE NM_000041 INF-g NM_000619 PTGS2 NM_000963
CASP3 NM_004346 INSIG1 NM_005542 RXRa NM_002957
CASP8 NM_033358 ITGB2 NM_000211 SAA2 NM_030754
CASP9 NM_001229 JNK2 NM_002752 SCAP NM_012235
CD36 NM_000072 JUN NM_002228 SELE NM_000450
CD40 NM_001250 LDL-R NM_000527 SERPINE1 NM_000602
CD40LG NM_000074 LFA1 NM_002209 NROB2 NM_021969
CETP NM_000078 LPA NM_005577 SOAT NM_003101
CRP NM_000567 LPL NM_000237 SOD1 NM_000454
CYP7A1 NM_000780 NR1H3 NM_005693 MSR1 NM_138715
EDN1 NM_001955 Macl NM_000632 SREBP1 NM_004176
EDN2 NM_001956 MCP-1 NM_002982 TGFB1 NM_000660
EDN3 NM_000114 MCS-F NM_000757 TIMP-1 NM_003254
F3 NM_001993 MMP-2 NM_004530 TIMP-2 NM_003255
F7 NM_000131 MMP-3 NM_002422 TNF NM_000594
FAS NM_000043 MMP-9 NM_004994 VCAM-1 NM_001078
FGA NM_000508 MPO NM_000250 VEGFA NM_003376
FGB NM_005141 MTTP NM_000253 VLA4 NM_000885
FGG NM_021870 NFKB1 NM_003998 VwF NM_000552
NR1H4 NM_005123 NFKBIA NM_020529 ACTB NM_001101
GPX1 NM_000581 NOS2A NM_000625 GAPDH NM_002046

Taula 26. Llistat de gens que constitueixen la targeta microfluidica o TLDA. El gens marcats en color negre
corresponen als gens utilitzats com a controls endogens.

4.5.1. Ceél-lules hepatiques

A continuacié es mostren els resultats corresponents als experiments sobre les cel-lules
hepatiques HepG2 mitjancgant transcriptomica dirigida amb la tecnica TLDA per valorar I'efecte
dels diferents tipus de proantocianidines com |’extracte de proantocianidines de pinyol de
raim (GSPE) a dues dosis diferents, 10 i 50 mg/l, un extracte de proantociaidines ric en
oligobmers (F8) a dues dosis diferents, 10 i 50 mg/l, un monomer (EGCG), un dimer (B2) i un
trimer (C1), tots tres a una dosi de 10 mg/l. En tots els casos el tractament ha tingut una

duracio 9h.
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Tot i els canvis aparents mostrats als grafics, només es consideren consistents aquells que
provenen d’un nivell de cicles fiable (detecci6 com a maxim a una Ct de 33) i amb un error

relatiu entre ells valid (desviacié standard < 0.3).
4.5.1.1. Efecte sobre el metabolisme cel-lular

Al Grafic 42 s’indiquen els nivells de mRNA de gens involucrats en el metabolisme lipidic i
I'estrés oxidatiu després d’haver estat incubades amb GSPE a 10 i 50 mg/l, F8 a 10 i 50 mg/I, i
10 mg/I dels compostos purs EGCG, procianidina B2 i procianidina C1. Després del tractament
a 50 mg/l de GSPE i F8, s’aprecia una repressid generalitzada dels gens implicats en el
metabolisme lipidic i lipoproteic, exceptuant la sobreexpressié significativa de HMGCS (3-
hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1) i LDL-R (low density lipoprotein receptor), mentre

que a la dosi de 10 mg/I de GSPE, F8 i dels compostos purs no s’aprecien canvis rellevants.

Hi ha molts estudis adrecats a elucidar els efectes hipolipidémics de les procianidines. El fetge
és I’organ principal en el manteniment de I’'homeodstasi lipidica, fet que fa que el fetge sigui un

focus d’estudi com a diana de les procianidines [23, 52].

Els resultats obtinguts en referencia al metabolisme lipidic es correlacionen amb els obtinguts
en altres treballs realitzats dins del nostre grup de recerca, amb experiments in vivo, rates
mascles Wistar, i in vitro, la mateixa linia cel-lular, arribant a la conclusié que I"administracié
del GSPE pot millorar drasticament el perfil lipidic i mantenir ’'homeostasi lipidica [52]. Els
nostres resultats sén suggerents en el sentit que mostren una modificaciéo de la maquinaria
geneética que explica en part la disminucié dels nivells circulants de TG que hem observat en
estudis in vivo de tractament amb procianidines [52] i confirmen un cop més el potencial
d’aquestes molécules per corregir una de les primeres causes que semblen condicionar la

patologia cardiovascular.

Els receptors nuclears sén un grup de factors de transcripcido que tenen un paper critic en la
regulacié de I'expressié genica i de les funcions fisiologiques, interaccionant directament amb
gens diana [229]. Els resultats obtinguts en aquest treball mostren la capacitat del GSPE i F8
sobre I'expressid dels gens dels receptors nuclears a les cel-lules hepatiques, apreciant-se una
supressio generalitzada d’aquests quan la dosi utilitzada és de 50 mg/I. El receptor nuclear SHP
practicament no es troba afectat. Aquests resultats no es correlacionen exactament amb els
obtinguts en el nostre grup en experiments in vivo, segurament degut a que les condicions
experimentals no sén les mateixes [52]. El paper que juguen aquests receptors en el
metabolisme lipidic i lipoproteic és fonamental. Aixi per exemple, LXRA promou l'activacié de

la sintesi d’acids grassos i triglicerids mentre que FXR és un efectiu repressor de la lipogénesi
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[230, 231]. L’efecte exercit per GSPE i F8 sobre aquests receptors nuclears posaria de manifest
la possibilitat de considerar els receptors nuclears com a dianes de les proantocianidines,
proporcionant d’aquesta manera mecanismes d’actuacié de les proantocianidines vers les
funcions fisiologiques. Aixd condicionaria la capacitat d’aquests de funcionar com a

biomarcadors de patologies cardiovasculars.

Hi ha molts estudis adrecats a comprendre el mecanisme pel qual els polifenols actuen sobre
I'organisme proporcionant efectes cardioprotectors [23, 232]. Una de les propietats dels
polifenols ampliament estudiada és la seva capacitat antioxidant. L'estrés oxidatiu i la
produccid de radicals lliures (ROS) en excés juga un paper molt important en la patogénesi de
diverses malalties com I'aterosclerosi, precursora de les malalties cardiovasculars [80]. El propi
organisme té mecanismes de defensa antioxidants com I'enzim Superoxid dismutasa depenent
de coure i zinc (SOD1), i la Glutatié peroxidasa (GPx). El gen que codifica per I'enzim
antioxidant SOD1 (superoxid dismutasa 1) es troba reprimit en totes les condicions, encara que
aquesta repressid és més accentuada a la dosi de 50 mg/l. En el cas de GPx1 (glutatié
peroxidasa 1), s'observa una sobreexpressiéo amb la dosi de 50 mg/| tant amb GSPE com amb
F8. A les dosis de 10 mg/l de GSPE i F8 i amb els compostos purs, no s’aprecien canvis
rellevants. En estudis anteriors en el nostre grup, utilitzant la linia cel-lular HepG2 i una dosi de
GSPE de 50 mg/l, amb un temps d’incubacié de 24h, hi ha una sobreeexpressié de tots dos
gens [80]. Aquests resultats indiquen que a temps intermedis en HepG2 hi ha repressio, la qual
cosa no és positiva. Aquest fet es podria entendre com un efecte rebot. Donat que no hi ha
dades a temps anteriors a 9h, podria donar-se el cas que hi hagués hagut una induccié de
I’expressid, provocant la fabricacid de la proteina que produeix I'efecte. La preséncia de
proteina a nivells normals provocaria la repressié del gen que la codifica per evitar la sintesi de

proteina que en aquest moment no és necessaria.
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Grafic 42. A. Classificacié de gens involucrats en el metabolisme cel-lular després del tractament de les cel-lules
hepatiques HepG2 amb GSPE. B Metabolisme lipidic (50 mg/l) © Metabolisme lipidic (10 mg/I) W Estrés oxidatiu (50
mg/l) ®m Estrés oxidatiu (10 mg/l) B. Classificacido de gens involucrats en el metabolisme cel-lular després del
tractament de les cél-lules hepatiques HepG2 amb F8. W Metabolisme lipidic (50 mg/l) © Metabolisme lipidic (10
mg/l) W Estrés oxidatiu (50 mg/l) ® Estrés oxidatiu (10 mg/I) C. Classificacio de gens involucrats en el metabolisme
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cel-lular després del tractament de les ceél-lules hepatiques HepG2 amb diferens molécules pures. B Metabolisme
lipidic (EGCG 10 mg/l) = Metabolisme lipidic (B2 10 mg/l) ®m Metabolisme lipidic (C1 10 mg/l) M Estrés oxidatiu
(EGCG 10 mg/I) m Estrés oxidatiu (B2 10 mg/l) m Estres oxidatiu (C1 10 mg/I).

4.5.1.2. Efecte sobre la renovacio cel-lular

El Grafic 43 mostra els nivells de mRNA de gens involucrats en la renovacié cel-lular, on es
troben gens de proliferacié cel-lular, matriu extracel-lular i apoptosi, després que les cel-lules
fossin incubades amb GSPE a 10 i 50 mg/l, F8 a 10 i 50 mg/I, i 10 mg/| dels compostos purs
EGCG, procianidina B2 i procianidina C1. No s’observen canvis molt marcats amb cap dels
tractaments utilitzats, encara que les dosis de 10 mg/l de GSPE, F8 i dels compostos purs
semblen tenir menys efectivitat. El canvi més significatiu és la repressié de la caspasa 9
(CASP9) amb la dosi de 50 mg/l, tant amb GSPE com amb F8. Aquesta caspasa esta implicada
en l'inici de I'apoptosi cel-lular. Es pot destacar també una lleugera repressié de la caspasa 3
(CASP3) després del tractament amb 50 mg/l de GSPE. Aquesta repressidé és més important
després del tractament amb 50 mg/|l de F8. La caspasa 3 juga un paper clau en la mediacid de
I"'apoptosi nuclear com s’ha comentat anteriorment. Els compostos purs no fan cap efecte

sobre les caspases a la dosi utilitzada.

Una activacié massiva de I'apoptosi esta implicada en patologies hepatiques com la disfuncié
hepatica fulminant [247], en aquesta malaltia hi ha una activacio de les caspases, entre elles la
caspasa 9. Els nostres resultats mostren una disminucié de I'expressio de la CASP9, fet positiu
tenint en compte les implicacions que podria comportar. Estudis realitzats amb procianidines
de poma [233] mostren com aquestes estarien implicades en una inhibicié de la proliferacio
cel-lular associada al mecanisme apoptotic de la via intrinseca a la mitocondria, mitjangant una

perdua en el potencial de la membrana mitocondrial i a I'activacié de la caspasa 3.
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Grafic 43. A. Classificacio de gens involucrats en la renovacié cel-lular després del tractament de les cel-lules
hepatiques HepG2 amb GSPE. M Renovacio cel-lular (50 mg/l) Renovacié cel-lular (10 mg/l) B. Classificacio de
gens involucrats en la renovacid cel-lular després del tractament de les cél-lules hepatiques HepG2 amb F8.
M Renovacié cel-lular (50 mg/l) Renovacio cel-lular (10 mg/l) C. Classificacié de gens involucrats en la renovacié
cel-lular després del tractament de les cel-lules hepatiques HepG2 amb diferens molécules pures. B Renovacio
cel-lular (EGCG 10 mg/l) ~ Renovacio cel-lular (B2 10 mg/l) ®m Renovacio cel-lular (C1 10 mg/I).

4.5.1.3. Efecte sobre la homeostasi sanguinia

Al Grafic 44 s’indiquen els nivells de mRNA de gens involucrats en la homeostasi sanguinia,
trobant gens invoclucrats en regulacié de la pressié sanguinia i gens implicats en la coagulacié,
després que les cél-lules fossin incubades amb GSPE a 10 i 50 mg/l, F8 a 10 i 50 mg/|, i 10 mg/|
dels compostos purs EGCG, procianidina B2 i procianidina Cl. El gen corresponent a
I’'angiotensinogen (AGT) presenta una forta repressio després del tractament amb la dosi de 50
mg/| de GSPE i F8, mentre que amb la dosi de 10 mg/| de GSPE, F8 i dels compostos purs no
experimenta cap mena de canvi. Cal destacar I'expressié oposada del gen de I'endotelina 1

(EDN1). Mentre que amb la dosi més elevada de GSPE pateix una repressié superior al 50%,
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amb la dosi més petita, pateix una sobreexpressié de casi el 50%. S’observa un fet similar amb
F8, encara que no tant marcat. La dosi superior augmenta la seva expressio 3 vegades respecte
al control, mentre que la dosi inferior perfila una lleugera repressid. Els compostos purs EGCG i
procianidina C1 exerceixen una tendéncia a la sobreexpressié encara que no gaire marcada.
Majoritariament i amb el tractament de GSPE i F8 amb 50 mg/|, els gens implicats en la
homeostasi sanguinia pateixen una repressido a excepcid del gen activador de plasminogen
uroquinasa (PLAU), implicat en la fibrinolisi, i el seu inhibidor el gen activador-inhibidor de
plasminogen (PAI-1) i el precursor del péptid natriurétic tipus B (NPPB), tots tres amb una
marcada sobreexpressid. S’aprecia una repressié dels gens codificants pels factors de
coagulacié F3 i F7, responsables de I'activacié de la trombina i per tant de la cascada de la
coagulacié. Els gens codificants per fibrinogen, precursor de la fibrina i responsable de la
formacio del coagul també es troben reprimits. La fibrina, producte del fibrinogen, és un dels
components majoritaris de les lesions aterosclerotiques. La produccié excessiva de fibrinogen
per part del fetge faria augmentar els nivells plasmatics d’aquest, contribuint al
desenvolupament de la placa d’ateroma. Els resultats obtinguts suggereixen que GSPE i F8
podrien actuar inhibint la produccié de fibrinogen protegint en certa manera I'acumulacié
d’aquest a la superficie de I'endoteli [226]. El canvis observats posen de manifest que el
tractament amb GSPE i F8 només és efectiu a la dosi de 50 mg/I, exercint efectes en el mateix
sentit i amb el mateix grau d’intensitat, mentre que la dosi de 10 mg/l de GSPE, F8 i dels

compostos purs sembla no tenir efectes manifestos.
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Grafic 44. A. Classificacié de gens involucrats en la homeostasi sanguinia després del tractament de les cel-lules
hepatiques HepG2 amb GSPE. M Homeostasi sanguinia (50 mg/l) m Homeostasi sanguinia (10 mg/l) B. Classificacié
de gens involucrats en la homeostasi sanguinia després del tractament de les cél-lules hepatiques HepG2 amb F8.
B Homeostasi sanguinia (50 mg/l) ®Homeostasi sanguinia (10 mg/l) C. Classificacid de gens involucrats en la
homeostasi sanguinia després del tractament de les cel-lules hepatiques HepG2 amb diferens molécules pures. B
Homeostasi sanguinia (EGCG 10 mg/l) m Homeostasi sanguinia (B2 10 mg/l) ™ Homeostasi sanguinia (C1 10 mg/I).

4.5.1.4. Efecte sobre la resposta immunitaria

El Grafic 45 mostra els nivells de mRNA de gens involucrats en la resposta inflamatoria i gens
que codifiquen per I'adhesié cel-lular després d’haver estat incubades amb GSPE a 10 i 50
mg/l, F8 a 10 i 50 mg/l, i 10 mg/I dels compostos purs EGCG, procianidina B2 i procianidina C1.
Els canvis sén principalment deguts a la dosi més elevada tant de GSPE com de F8, ja que els
canvis d’expressié deguts a la dosi de 10 mg/l de tots els tractaments son practicament
inapreciables. Per la dosi de 50 mg/|l, de GSPE i F8, s’observa una sobreexpressié manifesta

dels gens que codifiquen per la proteina activadora 1 (AP-1) i la interleuquina 8 (IL8). Aquest
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ultim té un expressio de 3 i 4 vegades respecte al control. El gen de MAPK9 pateix una lleugera
disminucié. Per altra banda, s’observa una forta sobreexpressié de la molecula d’adhesio
intercel-lular 1 (ICAM1), gairebé 2,5 vegades respecte al control i una important disminucio de

laintegrina beta 2 (ITGB2) i la integrina alfa L (LFA1).

La forta sobreexpressié dels gens IL8 i AP-1 després del tractament amb 50 mg/l de GSPE i F8
representa un resultat negatiu des de la perspectiva de les proantocianidines com a
beneficioses en relacid a les patologies cardiovasculars ja que ambdds gens estan implicats en
el desenvolupament de diverses patologies. S’ha de tenir en compte que AP-1 és un factor de
transcripcid i un augment a nivell d’expressid genica no té perque significar un augment de la
seva activitat de manera que no excerciria les seves multiples funcions [234]. Les MAPKs sén
reguladores essencials de processos fisioldogics i patologics i estan implicades en el
desenvolupament de gran quantitat de patologies com aterosclerosi, diabetis, embolia,
Parkinson o Alzheimer. La inhibicié de la via de les MAPKs podria suprimir I'evolucié de la
malaltia, encara que una inhibicié incontrolada també jugaria en contra dels processos
fisiologics on estan implicades. La capacitat d’actuacié que tenen les MAPKs les converteix en
dianes interessants pel tractament de diverses patologies. Les dades que s’han obtingut de
MAPK9 en les cél-lules hepatiques mostren una repressid manifesta d’aquest gen. Aquest
efecte perfila GSPE i F8 com moduladors emergents de les MAPKs encara que s’hauria de fer

un analisi més detallat per confirmar definitivament aquests resultats [235].

En les cel-lules hepatiques un augment en I'expressiéd de molécules d’adhesié esta relacionat
amb lesions hepatiques. Els nostres resultats mostren una forta sobreexpressiéo de ICAM1,
mentre que ITGB2 i LFA1 estan reprimits. Una sobreexpressié de ICAM1 promouria I'adhesié
de neutrofils, perd perque la seva transmigracid tingués lloc, és necessari que les integrines
també estiguin expressades. La sobreexpressid de ICAM1 de totes maneres és un resultat

negatiu [236-239] des del punt de vista de la possible utilitzacié de GSPE i F8.

De la mateixa manera que en els apartats anteriors, qui sembla tenir un clar efecte sobre els
gens relacionats amb les patologies cardiovasulars sén els extractes de GSPE i F8 a la dosi de
50 mg/l, mostrant efectes practicament idéntics. Aquest fet els situa com a potents

moduladors de gens implicats en processos patologics associats a les malalties cardiovasulars.
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Grafic 45. A. Classificacid de gens involucrats en la resposta immunitaria després del tractament de les cel-lules
hepatiques HepG2 amb GSPE. M Resposta immunitaria (50 mg/l) M Resposta immunitaria (10 mg/l) B. Classificacié
de gens involucrats en la resposta immunitaria després del tractament de les cél-lules hepatiques HepG2 amb F8.
M Resposta immunitaria (50 mg/l) M Resposta immunitaria (10 mg/l) C. Classificacid de gens involucrats en la
resposta immunitaria després del tractament de les cel-lules hepatiques HepG2 amb diferens molecules pures. B
Resposta immunitaria (EGCG 10 mg/l) ® Resposta immunitaria (B2 10 mg/l) = Resposta immunitaria (C1 10 mg/l).

4.5.1.5. Confirmacio dels resultats per PCR quantitativa a temps real

L'analisi de PCR quantitativa a temps real s’ha fet amb les mostres de RNA de les cel-lules
hepatiques HepG2 després de ser tractades amb una dosi de 50 o 10 mg/| tant de I'extracte de
proantocianidines de pinyol de raim (GSPE) o I'extracte de proantocianidines ric en oligomers
(F8). No s’ha fet després del tractament amb les diferents molecules pures EGCG, procianidina
B2 i prociandina C1 donat que no s’observen canvis després de I’analisi amb TLDA. Els gens

seleccionatas han estat en els quatre casos la proteina microsomal transferidora de triglicerids
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(MTTP) i el factor nuclear 4 alfa d’hepatocits (HNF4A), que és un receptor nuclear. Aquests dos
gens estan involucrats segons la nostra classificacié en el metabolisme lipidic. En tots dos
casos, els resultats obtinguts mitjangant I'analisi de PCR confirmen els resultats obtinguts amb
les TLDA. En el cas del tractament amb la dosi més gran de tots dos extractes, es confirma de

manera significativa (test de la t de Student p<0,05) la repressié de tots dos gens (Taula 27).

Gens Control GSPE 50 mg/kg | F850 mg/kg
MTTP 1,023 £ 0,023 0,545 +0,012* | 0,446 £+ 0,003*
HNF4A 0,994 £ 0,015 0,375+0,018* | 0,310+ 0,013*
Gens Control GSPE 10 mg/kg | F8 10 mg/kg
MTTP 1,008 £ 0,048 0,916 £ 0,037 0,812 +0,046*
HNF4A 1,010 £ 0,050 0,849 £ 0,023 0,788 + 0,049*

Taula 27. Efecte del tractament amb GSPE i Fraccio 8 50 i 10 mg/| durant 9h HepG2 sobre els nivells de mRNA a
fetge de diferents gens. Els resultats mostren la mitjana + SEM (n=3). L’analisi estadistica es va feramb el testde la t
de Student per mostres independents, *p<0,05.

L'efecte de la fraccid F8, que és una fraccido de GSPE, sembla ser més efectiva que el mateix
extracte GSPE. Per altra banda, quan la dosi que s’utilitza és la de 10 mg/I pels dos extractes,
només hi ha resultats de repressié significatius (test de la t de Student p<0,05) quan el
tractament és amb F8. Aquests resultats posarien de manifest que un dels principals
responsables de I'extracte GSPE podria ser la fraccié F8. Quan les cel-lules han estat tractades
Unicament amb molécules pures presents a I'extracte complet, com sén I'EGCG, la procianidina
B2 i la procianidina C1, no s’han apreciat canvis manifestos en I'expressié genica. Una
interpretacio possible seria la necessitat d’una barreja efectiva d’aquests compostos, actuant
d’aquesta manera en sinergia. Es per aixd que la fraccié F8, que conté basicament dimers i

trimers, si que fa I'efecte observat quan el tractament és amb I'extracte complet.

4.5.2, Cél-lules endotelials

A continuacié es mostren els resultats corresponents als experiments sobre les cel-lules
endotelials HUVEC mitjangant transcriptomica dirigia amb la tecnica TLDA per valorar |'efecte
d’un extracte de proantocianidines de pinyol de raim (GSPE) a 25 mg/l, i un extracte de

proantocianidines ric en oligomers (F8) a una dosi de 25 mg/l i un temps d’incubacié de 2h.

Tot i els canvis aparents mostrats als grafics, només es consideren consistents aquells que
provenen d’un nivell de cicles fiable (detecci6 com a maxim a una Ct de 33) i amb un error

relatiu entre ells valid (desviacié estandard < 0.3).
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4.5.2.1. Efecte sobre el metabolisme cel-lular

Al Grafic 46 s’indiquen els nivells de mRNA de gens involucrats en el metabolisme lipidic i
I'estrés oxidatiu després d’haver estat incubades amb GSPE i F8. No s’observen canvis
contundents amb cap dels dos tractaments. Amb tots dos extractes hi ha una repressié
marcada de HMGCR (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase), codificant per I'enzim
limitant en la sintesi de colesterol, i una lleugera repressido de ACACA (acetyl-CoA carboxylase
alpha), limitant en la sintesi d’acids grassos. Amb GSPE també s’aprecia una repressié de
ABCA1 (ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1), important en |'eflux de
colesterol i formacid de lipoproteines HDL, i amb la fraccié F8 hi ha una lleugera repressié de
LDL-R (low density lipoprotein receptor), receptor de colesterol LDL, el qual té gran capacitat
aterogenica. El receptor nuclear de retinoid alfa (RXRA) i la prostaglandina endoperoxid sintasa
2 induible (PTGS2) estan sobreexpressats en tots dos casos. Per la prostaglandina endoperoxid
sintasa 1 constitutiva (PTGS1) hi ha un repressiéo només després de ser tractada amb GSPE. Els
receptors nuclears proliferador de peroxisoma-activat alfa i gamma (PPARa, PPARY) pateixen
una clara sobreexpressiéd només després del tractament amb la fraccié F8, mentre que amb el

tractament de GSPE no hi ha canvis apreciables.

Pel que fa als gens involucrats en I'estrés oxidatiu, després del tractament amb GSPE la
superoxid dismutasa 1 (SOD1) esta rerpimida amb els dos tractaments, gairebé un 40%
després del tractament amb GSPE. La glutatid peroxidasa (GPx) es troba sobreexpressada

només després del tractament amb GSPE.
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Canvis d'expressio de gens que codifiquen per metabolisme
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Grafic 46. Classificacid de gens involucrats en el metabolisme cel-lular després del tractament de les cel-lules
endotelials HUVEC amb GSPE o F8. M Metabolisme lipidic (GSPE 25 mg/l) © Metabolisme lipidic (F8 25 mg/l)
M Estrés oxidatiu (GSPE 25 mg/l) m Estrés oxidatiu (F8 25 mg/l).

4.5.2.2. Efecte sobre la renovacio cel-lular

El Grafic 47 mostra els nivells de mRNA de gens involucrats en la renovacié cel-lular després

que les cel-lules hagin estat incubades amb GSPE i fraccio F8.

Amb cap dels dos tractaments s’aprecien canvis significatius. Només destacar la

sobreexpressié en tots dos casos del factor de creixement endotelial vascular alfa (VEGFA),
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prop del 70% en el cas del tractament de GSPE, i del 80% amb F8.

L'angiogenesi és un procés fisiologic que implica la formacié de nous vasos sanguinis a partir
dels ja preexistents. Es un procés normal pel creixement i desenvolupament, tot i que un
descontrol d’aquest esta implicat en processos patologics [45]. VEGF és un dels majors
contribuidors dins I'angiogenesi. Una sobreexpressié controlada de VEGF podria tenir un paper

terapeutic en la formacié de nous vasos sanguinis quan I'endoteli ha patit danys.

Canvis d'expressié de gens que codifiquen per la renovacid cel-lular
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Grafic 47. Classificacio de gens involucrats en la renovacid cel-lular després del tractament de les cel-lules
endotelials HUVEC amb GSPE o F8. m Renovacié cel-lular (GSPE 25 mg/l) ~ Renovacié cel-lular (F8 25 mg/l).

4.5.2.3. Efecte sobre la homeostasi sanguinia

El Grafic 48 mostra els nivells de mRNA de gens involucrats en la homeostasi sanguinia
després que les cel-lules hagin estat incubades amb GSPE i fraccié F8. S’observa una forta
repressid del gen codificant per I'endotelina 1, un potent vasoconstrictor, sobretot després del
tractament amb la fraccié F8. S’aprecia una forta repressié en tots dos casos i de la mateixa
intensitat dels gens codificants pel factor tissular (F3), responsable de I’activacido de la
trombina i per tant de la cascada de la coagulacid, i I'activador-inhibidor de plasminogen (PAI-
1). D’altra banda, PLAU, implicat en la fibrinolisi, es troba sobreexpressat tant per GSPE com

per F8, més fortament després del tractament amb F8.

L'endoteli juga un paper vital en ’lhomeostasi vascular, en la regulacié del to vascular, en la
proliferacié de les cél-lules musculars llises, en la migracié trans-endotelial dels leucocits, a
més de la trombosis i la trombolisi. La disfuncié endotelial es defineix com una pérdua parcial

o completa de I'equilibri entre vasoconstrictors i vasodilatadors, factors que promouen o
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inhibeixen el creixement, factors proaterogénics i antiaterogénics, aixi com de factors
procoagulants i anticoagulants; de manera que la disfuncié endotelial es considera crucial en el
desenvolupament de [Iaterosclerosi [240]. El gen de [I'endotelina 1 és un potent
vasoconstrictor i regulador del flux sanguini. La seva expressid es troba elevada en algunes
patologies com la hipertensidé [241]. Aquest gen experimenta una forta repressido en les
cel-lules endotelials HUVEC després dels dos tractaments de proantocianidines. Aquests
resultats situarien a les proantocianidines com a moduladores de la pressié sanguinia, ja que
poden actuar sobre gens clau en el desenvolupament de la hipertensié. El procés de la
coagulacié també és de vital importancia dins del sistema vascular, ja que té un paper crucial
en la reparacié dels danys causats en aquest. En un estudi realitzat en cel-lules HUVEC
s’observa un perfil similar a I'obtingut després de ser tractades amb compostos polifenolics,
observant una augment dels nivells de mRNA dels gens fibrinolitics PLAT i PLAU, atribuint part
dels beneficis cardioprotectors d’aquests compostos a la capacitat de promoure la fibrindlisi,

evitant la formacié d’un coagul que obstaculitzaria el pas del flux sanguini [242].
Canvis d'expressio de gens que codifiquen per la homeostasi sanguinia
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Grafic 48. Classificaciéo de gens involucrats en la homeostasi sanguinia després del tractament de les cel-lules
endotelials HUVEC amb GSPE o F8. B Homeostasi sanguinia (GSPE 25 mg/|) M Homeostasi sanguinia (F8 25 mg/I).

4.5.2.4, Efecte sobre la resposta inflamatoria

El Grafic 49 mostra els nivells de mRNA de gens involucrats en la resposta inflamatoria
després d’haver estat incubades amb GSPE i fraccié F8. S’observa una repressié marcada amb
els dos tractaments dels gens de la interleuquina 6 (IL6) i la interleuquina 8 (IL8), tots dos
mediadors inflamatoris. La proteina C reactiva (CRP) pateix efectes contraposats, mentre que

experimenta una forta repressio després del tractament amb GSPE, la fraccié F8 indueix una
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sobreexpressié manifesta. Els gens que codifiquen per la proteina activadora 1 (AP-1) i per la
interleuquina 18 (IL18) estan afectats només pel tractament amb F8, observant-se una
induccié de AP-1 i una inhibicié de la IL18. Referent als gens involucrats en I'adhesio cel-lular
cal destacar la repressio de la selectina (SELE) i la molécula d’adheréncia de la cél-lula vascular

1 (VCAM1) després dels dos tractaments.

Hi ha una estreta relacid entre inflamacidé i malaltia cardiovascular, ja que la inflamacié
incrementa el risc de patir aquesta malaltia [220]. De fet, hom considera avui les lesions
aterosclerotiques com el resultat d’una inflamacié cronica [46]. El paper que tenen IL6 i IL8 a
I’endoteli és fonamental degut a la seva implicacié en el desenvolupament de la patologia
cardiovascular, ja que tots dos son mediadors inflamatoris. La funcié de IL8 és actuar com a
factor quimiotactic regulant el transit de leucocits i I'angiogénesi. La seva sobreexpressid esta
relacionada amb linfart de miocardi [243]. D’altra banda IL6 té especial importancia en la
inflamacié sistémica, actuant com a regulador de la resposta de fase aguda, a més, és I'Unica
citoquina capa¢ d’estimular la sintesi de totes les proteines de fase aguda implicades en la
resposta inflamatoria. Aixo li confereix un paper clau en la unié entre la seva expressid i la
patologia cardiovascular [220]. Els resultats anteriors mostren una clara repressié del gens
codificants per IL6 i IL8 després dels dos tractaments, aix0 indica el paper antiinflamatori de les

proantocianidines sobre les cel-lules endotelials.

L'activacié de I’endoteli vascular provoca un increment en |'expressié de les molécules
d’adhesié. Aquest fet promou l'adhesié i transmigracié de leucocits a I'endoteli amb Ia
conseqlient acumulacié d’aquests a I'espai subendotelial desenvolupant la placa d’ateroma. La
incubacié de cél-lules endotelials amb GSPE i fraccié F8 provoca canvis d’expressié importants
de les molecules d’adhesid, sobretot de VCAM1 i SELE. En un estudi realitzat de la mateixa
manera amb cel-lules HUVEC, els compostos antioxidants presents en I'oli d’oliva exerceixen
els mateixos efectes sobre VCAM1 [244]. Aquests resultats posen de manifest el paper

protector de les procianidines front el dany vascular.

214



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
GENS DIANA DE LES PROANTOCIANIDINES

Sabina Diaz Martinez 4. RESULTATS i DISCUSSIO
ISBN:978-84-694-0330-3/DL:T-209-2011

Canvis d'expressié de gens que codifiquen per la resposta immunitaria
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Grafic 49. Classificacié de gens involucrats en la resposta immunitaria després del tractament de les cel-lules
endotelials HUVEC amb GSPE i F8. W Resposta immunitaria (GSEP 25 mg/l) ®m Resposta immunitaria (F8 25 mg/I).

4.5.2.5. Confirmacio dels resultats per PCR quantitativa a temps real

L'analisi de PCR quantitativa a temps real s’ha fet amb les mostres de RNA de les cel-lules
endotelials HUVEC després de ser tractades amb una dosi de 25 mg/| tant de I'extracte de
proantocianidines de pinyol de raim (GSPE) o I'extracte de proantocianidines ric en oligomers
(F8). Els gens seleccionatas han estat la interleuquina 6 (IL6), la molécula d’adheréncia de la
cél-lula vascular 1 (VCAM1), la molécula d’adheréncia intercel-lular 1 (ICAM1) i la selectina

(SELE). El primer del gens, IL6, esta involucrat en la inflamacio sistémica, actuant com a
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regulador de la resposta de fase aguda, mentre que els altres tres sén gens que codifiquen per
molécules d’adhesié cel-lular. Els resultats obtinguts mitjangant I'analisi de PCR confirmen els
resultats obtinguts amb les TLDA, sent clarament significatius després del tractament amb

GSPE. Amb el tractament de la fraccié F8 només hi ha significativitat per IL6. En tots els casos

el test estadistic que s’ha seguit és un test de la t de Student amb p<0,05 (Taula 28).

Gens Control GSPE 25 mg/kg Control F8 25 mg/kg
IL6 1,008 + 0,084 0,561 +0,03* 1,001 + 0,023 0,673 £ 0,002*
VCAM1 1,008 £ 0,183 | 0,527 £0,067* 1,015+0,124 0,887 + 0,050
ICAM1 1,002 + 0,044 1,706 + 0,079* 1,006 + 0,078 1,137 £ 0,029
SELE 1,001 £ 0,038 | 0,376 +0,009* 1,002 + 0,047 0,803 + 0,085

Taula 28. Efecte del tractament amb GSPE i Fraccio 8 25 mg/l durant 2h HUVEC sobre els nivells de mRNA a fetge de
diferents gens. Els resultats mostren la mitjana + SEM (n=3). L’analisi estadistica es va fer amb el test de la t de
Student per mostres independents, *p<0,05.

L'efecte de la fraccié F8, que és una fraccié de GSPE, és molt similar a I'efecte provocat per
extracte GSPE, perd no sempre és més efectiu com passava amb les cél-lules hepatiques
HepG2. Aquests resultats podrien indicar que part de I'efecte provocat per GSPE és degut a la
fraccié 8, ja que quan s’utilitzen a la mateixa dosi els canvis d’expressié genica sén

practicament identics.
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1. Dosis agudes d’extracte de proantocianidines condicionen en fetge de rata canvis
importants en el metabolisme dels lipids i tenen una accié6 proapoptotica i
antiinflamatoria.

L'administracié d’una dosi aguda d’extracte de proantocianidines de pinyol de raim de 250
mg/kg indueix uns canvis significatius en I'expressié de 134 gens a fetge de rata. Els
resultats indiquen una adaptacié metabolica rellevant marcada per un canvi important de
I'expressié de SREPB1, fet que implica un augment de la lipogénesi a fetge. Aquesta dosi
també provoca una accié proapoptotica intrinseca a la mitocondria tal com mostren els
resultats d’expressid génica i els nivells de citocrom c i HSP70 a fetge. D’altra banda,
exerceix un efecte antiinflamatori per la inhibicié del receptor de interleuquina 6 (IL6Ra) a

nivell d’expressio génica i una disminucio de la proteina C reactiva (CRP) a plasma.

2. Els efectes d’un extracte de proantocianidines de pinyol de raim no sén dosi depenent en
tractament cronic. Dosis baixes tenen un marcat efecte proapoptotic, mentre que dosis
moderades inhibeixen la fosforilacié oxidativa i afecten el metabolisme dels fosfolipids.
Les dosis baixes i moderades tenen un clar efecte supessor de la resposta immune.
L'administracié d’una dosi cronica d’extracte de proantocianidines de pinyol de raim de 5i
25 mg/kg, dosis moderades, no és dosi-depenent pel que fa als canvis d’expressié génica a
fetge de rata.

L'administracié d’una dosi cronica d’extracte de proantocianidines de pinyol de raim de 5
mg/kg, dosi que esta per sota del consum habitual de proantocianidines, indueix canvis
significatius en I'expressio de 155 gens a fetge de rata. Els resultats indiquen que exerceix
un efecte proapoptotic per la via extrinseca a la mitocondria tal com mostren el resultats
d’expressid genica a fetge.

L'administracié d’una dosi cronica d’extracte de proantocianidines de pinyol de raim de 25
mg/kg, una dosi moderada, indueix canvis significatius en I'expressié de 317 gens a fetge
de rata. S’observen una série de canvis bioquimics significatius destacant una clara
inhibicid del procés de fosforilacid oxidativa mitocondrial. Tanmateix és rellevant una clara
alteracié del metabolisme dels fosfolipids i una clara induccié de la via de sintesi de I’acid
araquidonic.

Tant la dosi de 5 com la de 25 mg/kg es constata un efecte supressor de la resposta

immunitaria centrada en el sistema del complement.
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3.

Hi ha un clar efecte dual en I'efecte de diferents formes quimiques de proantocianidines
sobre cél-lules FAO en cultiu. El monomer d’epicatequina afecta principalment el cicle
cel-lular mentre que les formes oligomériques actuen modulant el metabolisme i tenen
un clar efecte antiinflamatori.

L’administracié d’una dosi de 50 mg/l d’epicatequina indueix canvis significatius sobre
I'expressié de 13 gens en cel-lules FAO. Els gens afectats indiquen un clar efecte modulador
del cicle cel-lular.

L’administracié d’una dosi de 10 mg/| de dimer de catequina indueix canvis significatius
sobre I'expressié de 84 gens en cél-lules FAO. L'administracié d’una dosi de 50 mg/| de
trimer de catequina indueix canvis significatius sobre I'expressié de 144 gens en cel-lules
FAO.

Totes dues molécules exerceixen efectes anabolics comuns sobre diferents punts de
control de la gluoconeogénesi i la sintesi d’acids grassos, activant-los; i sobre la lipogénesi,
reprimint-la. D’altra banda, també exerceixen un efecte antiinflamatori reprimint
I’expressid dels gens codificants pel transductor de senyal d’interleuquina 6 (gp130), i del

factor de transcripcio NFkB1.

L’extracte de proantocianidines de pinyol de raim i una fraccié d’aquest extracte ric en
formes dimériques i trimeériques modifica I’expressié d’un seguit de gens de les cél-lules
hepatiques HepG2 i de les cél-lules endotelials HUVEC canviant el funcionament cel-lular
en sentit favorable a prevenir o pal-liar els efectes patologics associats a les malalties

cardiovasuclars.
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1. Acute doses of proanthocyanidins extract induce significant changes on the liver of the
rat on lipid metabolism and have proapoptotic and anti-inflammatory actions.
The administration of an acute dose of grape seed proanthocyanidins extract of 250 mg/kg
induces a significant change on the expression of 134 genes in the liver of the rat. The
results indicate a relevant metabolic adaptation characterized by a significant change of
SREPB1 expression, which implies an increase of lipogenesis in the liver. This dose also
causes a proapoptotic action by the mitochondrial intrinsic pathway, as shown in the
results of the gene expression and the levels of cytochrome ¢ and HSP70 in the liver. On
the other hand, it has an anti-inflammatory effect due to the inhibition of the interleukin 6
receptor (IL6Ra) gene expression level and it shows a decrease of C-reactive protein (CRP)

in plasma.

2. The effects of an extract of proanthocyanidins are not dose-dependent on chronic
treatment. Low doses have a marked proapoptotic effect, whereas moderate doses
inhibit oxidative phosphorylation and affect the metabolism of phospholipids. Both low
and moderate doses have a clear suppressor effect of the immune response.

Changes on the gene expression in the liver of the rat are not dose-dependent when

administrating chronic doses of grape seed proanthocyanidins extract of 5 and 25 mg/kg.

The administration of a chronic dose of grape seed proanthocyanidins extract of 5 mg/kg,
which is lower than the regular consumption of proanthocyanidins, induces significant
changes on the expression of 155 genes in the liver of the rat. The results indicate a
proapoptotic effect exerted by the mitochondrial extrinsic pathway, as shown in the

results of the gene expression in the liver.

The administration of a chronic dose of grape seed proanthocyanidins extract of 25 mg/kg,
a moderate dose, induces significant changes on the expression of 317 genes in the liver of
the rat. There is a significant number of biochemical changes highlighting a clear inhibition
of mitochondrial oxidative phosphorylation process. It is also relevant a clear change on
the metabolism of phospholipids and a clear induction of the synthesis pathway of

arachidonic acid.

Both doses of 5 and 25 mg/kg have shown a suppressive effect of the immune response

focused on the complement system.
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3. Clearly there is a dual effect on the effect of different chemical forms of
proanthocyanidins on FAO cells in culture. Epicatechin monomer mainly affects the cell
cycle while the oligomeric forms act by modulating metabolism and have a clear anti-
inflammatory effect.

The administration of a dose of 50 mg/| of epicatechin induces significant changes on the
expression of 13 genes in FAO cells. The affected genes indicate a modulatory effect of the

cell cycle.

The administration of a dose of 10 mg/| catechin dimer induces significant changes on the
expression of 84 genes in FAO cells. The administration of a dose of 50 mg/| of catechin

trimer induces significant changes on the expression of 144 genes in FAO cells.

Both molecules exert common anabolic effects on different control points of
gluconeogenesis and fatty acid synthesis, activating them, and lipogenesis, repressing it.
On the other hand, also have an anti-inflammatory effect by suppressing the expression of
genes that code for signal transducer of interleukin-6 (gp130) and the transcription factor

NFkB.

4. The grape seed proanthocyanidins extract and a fraction of this extract rich in dimeric
and trimeric forms modify the expression of a number of genes in HepG2 liver cells and
HUVEC endothelial cells by changing cell function in a favorable manner to prevent or

mitigate the pathological effects associated with cardiovascular diseases.
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6. ANNEX 1

6.1. Resposta a un tractament agut de 250 mg/kg amb extracte de proantocianidines de

pinyol de raim

6.1.1. Metabolisme cel-lular
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Metabolisme lipidic
LOC500761 similar to apolipoprotein F 500761 -3,618 0,013
Lypla3 lysophospholipase 3 361401 -1,526 0,015
Srebfl sterol regulatory element binding 78968 1,550 0,019
factor 1
Slc27a5 solute carrier family 27 (fatty acid 79111 1,780 0,003
transporter), member 5
Mboat2 memt?rane bo.ur\d O-acyltransferase 313997 1912 0,006
domain containing 2
Metabolisme glucidic
Tktl2_pred transketolase-like 2 (predicted) 290685 1,563 0,001
Manea mannosidase, endo-alpha 140808 1,616 0,024
Gla galactosidase, alpha 363494 1,793 0,005
Metabolisme de xenobiotics
Natl N-acetyltransferase 1 (arylamine N- 116631 1,769 0,042
acetyltransferase)
Cyp2c22 cytochromg P450, family 2, subfamily 171518 1,730 0,009
¢, polypeptide 70
Cyp2el cytochromg P450, family 2, subfamily 55086 1,519 0,044
e, polypeptide 1
Nat13 N-acetyltransferase 13 288108 -1,506 0,010
Aadac arylacetamide deacetylase (esterase) 57300 1,593 0,018
Akrlb7 gl7do-keto reductase family 1, member 116463 2325 0,046
Metabolisme proteic
Edem ER degradation enhancer, 297504 1,520 | 0,035
mannosidase alpha-like 1
Aass_pred amlm?adlpate-semlaIdehyde synthase 296925 1,517 0,036
(predicted)
Ndfipl Nedd4 family interacting protein 1 291609 -1,505 0,023
Gamt guanidinoacetate methyltransferase 25257 1,518 0,009
Stk32a_pred serine/threonine kinase 324 364858 1,579 | 0,000
(predicted)
Futll fucosyltransferase 11 286971 1,928 0,012
Dpp6 dipeptidylpeptidase 6 29272 2,129 0,000
Metabolisme de nucleotids
Cda_pred | cytidine deaminase (predicted) | 362638 1,671 0,013
Metabolisme energetic
Etfa electron transﬂ.errlng flavoprotein, 300726 1,750 0,024
alpha polypeptide
solute carrier family 16
Slcl6al (monocarboxylic acid transporters), 25027 -1,659 0,024
member 1
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6.1.2. Renovacié cel-lular
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-

Renovacio cel-lular

Apoptosi/Diferenciacié/Proliferacié/Creixement

Hspbl heat shock 27kDa protein 1 24471 -1,968 0,038
Encl ectodermal-neural cortex 1 294674 -1,555 0,025
Hspca heat shock protein 1, alpha 299331 -1,533 0,051
Csda cold shock domain protein A 83807 -1,526 0,038
Prelidl PRELI domain containing 1 290995 1,520 0,030
Gdnf glial cell line derived neurotrophic 25453 1526 0,010
factor
Bdnf brain derived neurotrophic factor 24225 1,545 0,004

heat shock 70kDa protein 4-like
(predicted)

Sst somatostatin 24797 1,604 0,027
Hermansky-Pudlak syndrome 1
homolog (human)

Invs inversin 313228 1,667 0,006
serine (or cysteine) peptidase

Hspadl_predicted 294993 1,602 0,000

Hpsl 114638 1,655 0,045

Serpinb> inhibitor, clade B, member 5 116589 1,692 0,009
Lrrn6a leucine rich repeat neuronal 6A 315691 1,956 0,015
sema domain, immunoglobulin
Sema3g domain (lg), short basic domain, 290562 2,307 0,000
secreted, (semaphorin) 3G
Tpd52 tumor protein D52 294900 3,222 0,000
Regulacio del cicle cel-lular
Cdknla cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 114851 -1,706 0,037
Carrfl cell gr.owth regulator with ring finger 116679 1,504 0,038
domain 1
Bub3 budding unlnhlbltet:! t.)y benzimidazoles 361662 1517 0,002
3 homolog (S. cerevisiae)
Cinp cyclln.-dependent kinase 2-interacting 299334 1619 0,000
protein
Tfdp2 transcription factor Dp-2 (E2F 300947 1843 0,010

dimerization partner 2)
Ccnyll cyclin Y-like 1 316452 1,964 0,000

Histones/Helicases/Remodelacié de la cromatina
AT rich interactive domain 1A (SWI-

Aridla . 297867 1,617 0,000
like)
Regulacio de la transcripcio
Nrbf2 nuclear receptor binding factor 2 58839 -1,862 0,006
Med13 mediator complex subunit 13 303403 1,897 0,022
RGD1564927 similar to TGFB-induced factor 2 499929 1,985 0,013
Tfb2m transcription factor B2, mitochondrial" 289307 2,892 0,000
6.1.3. Citoesquelet i processat de RNA

Gene Gene Name Entrez Fold- p.val

Symbol Gene ID Change

Citoesquelet

Actr2 QIZI;it?ctln-related protein 2 homolog 289820 1,509 0,006
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Dynll2 dynein light chain LC8-type 2 140734 1,541 0,016
Gsn gelsolin 296654 1,575 0,046
Tmod1 tropomodulin 1 25566 1,663 0,000
Myh10 myosin, heavy chain 10, non-muscle" 79433 1,701 0,001
Myola myosin IA 299509 1,716 0,011
Nefh neurofilament, heavy polypeptide 24587 1,740 0,006
Processat RNA
mRNA
Aqr | aquarius homolog (mouse) | 366163 | 2,079 | 0,000
6.1.4. Senyalitzacié
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Senyalitzacio
Snfllk SNF1-like kinase 59329 -1,779 0,014
Srgap2 SLIT-RpBO Rho GTPase activating 360840 1510 0,001
protein 2
Akap9 A k|r.1ase (PRKA) anchor protein 246150 1541 0,011
(yotiao) 9
Sh3kbpl SH3-domain kinase binding protein 1 84357 1,541 0,012
Ret ret proto-oncogene 24716 1,579 0,000
Sytl synaptotagmin | 25716 1,588 0,009
Arl5b ADP-ribosylation factor-like 5B 364788 1,595 0,004
Gpr85 G protein-coupled receptor 85 64020 1,598 0,004
Marcksl1 MARCKS-like 1 81520 1,608 0,026
Csk c-src tyrosine kinase 315707 1,649 0,028
Gtpbpl_predicted GTP binding protein 1 (predicted) 300077 1,664 0,000
Taar7b trace-amine-associated receptor 7b 294126 1,667 0,026
Grm1l glutamate receptor, metabotropic 1 24414 1,682 0,008
Prir prolactin receptor 24684 1,709 0,040
Dock8 dedicator of cytokinesis 8 499337 1,763 0,026
lafbp3 |nsuI|r.1-I|ke growth factor binding 24484 1,765 0,041
protein 3
membrane protein, palmitoylated 4
Mpp4 58808 1,785 0,022
PP (MAGUK p55 subfamily member 4)
Tspan9_predicted tetraspanin 9 (predicted) 312728 1,796 0,000
. Rho guanine nucleotide exchange
Arhgef3 dicted 290541 1,893 0,000
rheeto_predicte factor (GEF) 3 (predicted)
Hnmt histamine N-methyltransferase 81676 2,355 0,000
6.1.5. Transport, homeostasi sanguinia i resposta immunitaria
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Nutf2 nuclear transport factor 2 291981 -1,572 0,043
Sfxnl sideroflexin 1 364678 -1,540 0,019
. similar to hypothetical protein
RGD1564200_predicted MGC34646 (predicted) 366311 1,512 0,000
Clcnkb chloride channel Kb 79430 1,521 0,016
potassium voltage-gated channel,
Kcng3 subfamily Q, member 3 29682 1,543 0,016
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Mcolnl_predicted mucolipin 1 (predicted) 288371 1,550 0,047
Slc12a2 solute carrier family 12, member 2 83629 1,575 0,001
Mrs2 MRS2 magnesnum.h'omeosta5|s factor 79032 1578 0,030
homolog (S. cerevisiae)
Gib6 gapju.nctlon membrane channel 84403 1592 0,001
protein beta 6
Atpévicl ATPas?, H+“transport|ng, lysosomal V1 299971 1616 0,018
subunit C1
Slc35f2 solute carrier family 35, member F2" 300713 1,644 0,001
Kensl §+ voltage-gated channel, subfamily S, 117023 1734 0,029
Xpo5 exportin 5 363194 1,825 0,006
Homeaostasi sanguinia
Epo erythropoietin 24335 1,591 0,001
Tfpi tissue factor pathway inhibitor 29436 1,634 0,000
Hs2stl heparan sulfate 2-O-sulfotransferase 1 292155 1,635 0,011
Mmrnl multimerin 1 500152 1,689 0,001
Fgg fibrinogen, gamma polypeptide 24367 1,897 0,001
Alad aminolevulinate, delta-, dehydratase 25374 2,180 0,007

Resposta immunitaria

ll6ra interleukin 6 receptor, alpha 24499 -1,858 0,021
CCAAT/enhancer binding protein
Cebpb 24253 -1,842 0,002
eop (C/EBP), beta
Slpi secretory leukocyte peptidase inhibitor 84386 1,525 0,043
interferon, alpha-inducible protein
Isg15 298693 1,528 0,026
6 (clone IFI-15K) (predicted)
Ctss cathepsin S 50654 1,534 0,033
Kirb1b killer cell lectin-like receptor subfamily 25192 1,539 0,001
B member 1B
triggering receptor expressed on
Tremll d 501096 1,607 0,006
remi._pre myeloid cells-like 1 (predicted)
Aifl allograft inflammatory factor 1 29427 1,657 0,023
RT1-Db1l RT1 class Il, locus Db1" 294270 1,810 0,044
Cd180_predicted CD180 antigen (predicted) 294706 2,095 0,000
Tcf4 transcription factor 4 84382 2,135 0,003
6.1.6. Altres
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P
Ubl3 ubiquitin-like 3 363869 -1,651 0,005
Dsc2 desmocollin 2 291760 -1,600 0,021
Thtpa thiamine triphosphatase 305889 -1,539 0,000
OIr408_predicted olfactory receptor 408 (predicted) 296672 -1,520 0,000
Exrl fragile X mental retardation, 361927 1,520 0,000
autosomal homolog 1
Plekhas pleckstrin homology domain 246237 1,534 | 0,003
containing, family A member 5
MGC108823 similar to interferon-inducible GTPase 307414 1,536 0,048
Itga7 integrin, alpha 7 81008 1,542 0,000
OIr530_predicted olfactory receptor 530 (predicted) 295786 1,542 0,026
Ivl involucrin 60583 1,553 0,010
RGD1560040_predicted | similar to ring finger protein 2 302775 1,589 0,011
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(predicted)

OIr1316_predicted olfactory receptor 1316 (predicted) 405077 1,600 0,000
LOC684383 similar to C28H8.3 684383 1,609 0,026
LOC691543 hypothetical protein LOC691543 691543 1,621 0,007

Evi2a ecotropic viral integration site 2A 685433 1,657 0,000
Commd6 COMM domain containing 6 498559 1,703 0,014
OIr135_predicted olfactory receptor 135 (predicted) 405913 1,746 0,000
OIr434_predicted olfactory receptor 434 (predicted) 296694 1,761 0,001
phosphate regulating gene with
homologies to endopeptidases on the
Phex . 25512 1,776 0,002
X chromosome (hypophosphatemia,
vitamin D resistant rickets)
Clgaltlicl C1GALT1-specific chaperone 1 302499 1,794 0,024
ler2 immediate early response 2 494344 1,913 0,004
Vegp2 von Ebners gland protein 2 94106 1,925 0,002
Frmd4b FERM domain containing 4B 252858 2,113 0,000
Dpp6 dipeptidylpeptidase 6 29272 2,129 0,000
OIr484_predicted olfactory receptor 484 (predicted) 295750 2,478 0,000
Zpbp zona pellucida binding protein 498415 2,661 0,000
Efha2 EF hand domain family, member A2 364601 2,700 0,000

6.2. Resposta a un tractament cronic de 5 i 25 mg/kg amb extracte de proantocianidines

de pinyol de raim

6.2.1. Metabolisme cel-lular: 5 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Metabolisme
Metabolisme lipidic
Acox2 Acyl-Coenzyme A oxidase 2, 252898 1,412 | 0,047
branched chain
glycerol-3-phosphate
Gpdl dehydrogenase 1 (soluble) 60666 1,349 0,044
Prdx6 Peroxiredoxin 6 94167 -1,235 0,035
Rxra Retinoid X receptor alpha 25271 -1,203 0,022
. Serine palmitoyltransferase, long
Sptlcl_predicted chain base subunit 1_predicted 361213 1,144 0,022
Hsd17b8 Hydroxysteroid (17-beta) 361802 1,210 | 0,033
dehydrogenase 8
PId3 zhosphollpase D family, member 361527 1,260 0,043
Dgat1 Diacylglycerol O-acyltransferase 84497 1,282 0,032
homolog 1 (mouse)
Prdx3 Peroxiredoxin 3 64371 1,312 0,046
Alb Albumin 24186 1,824 0,025
Metabolisme glucidic
Mrfapl Mof4 family associated protein 1 282585 -1,220 0,047
Man2b1 Mannosidase, alpha, class 2B, 361378 1,208 0,039
member 1
st3gals ST3 beta-galactoside alpha-2,3- 83505 1,450 0,048
sialyltransferase 5
Metabolisme de xenobiotics
Adh4 Alcohol dehydrogenase 4 (class | 150145871 | 1339 | 0,032
1), pi polypeptide
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Metabolisme proteic

(lipoamide) beta

Fbxo7 F-box protein 7 366854 -1,436 0,038
Rpsll Ribosomal protein S11 81774 -1,267 0,016
Eeflg Eukaryotic translation elongation 293725 1216 0,026
factor 1 gamma
Mrps16 leleOChond”al ribosomal protein 638912 1212 0,032
Rpl37 Ribosomal protein L37 81770 -1,211 0,026
Rpl23 Ribosomal protein L23 29282 -1,175 0,039
Amfr Autocrine motility factor receptor 361367 -1,168 0,039
LOC300481 zllngllar to 40S ribosomal protein 300481 1,166 0,047
RGD1560069_predicted Similar to ribosomal protein L27 364450 -1,163 0,039
Proteasome (prosome,
Psmc6 macropain) 26S subunit, ATPase, 289990 -1,162 0,042
6
X-prolyl aminopeptidase
X 1 170751 1,130 0,049
pnpep (aminopeptidase P) 1, soluble
Dpp8_predicted Dipeptidylpeptidase 8_predicted 315758 1,144 0,047
SplA/ryanodine receptor domain
Spsb2 and SOCS box containing 2 297592 1,190 0,042
Lrrc47 Leucine rich repeat containing 47 362672 1,191 0,047
Mrpl35 |-M‘%l;ochondrlal ribosomal protein 297334 1,246 0,030
Matla Methionine adenosyltransferase |, 25331 1,298 0,047
alpha
Ubiquitin-conjugating enzyme
Ube2d3 81920 1,305 0,033
€ E2D 3 (UBC4/5 homolog, yeast)
LOC499224 Similar Fo eukaryotic translation 499224 1327 0,033
elongation factor 1 alpha 2
LOC315661 SlmllarFo eukaryotic translation 315661 1,330 0,047
elongation factor 1 alpha 2
Hibadh 3-hydroxyisobutyrate 63938 1,345 | 0,033
dehydrogenase
Dytl Dystonia 1 266606 1,435 0,046
Glutamic-oxaloacetic
Got2 transaminase 2, mitochondrial 25721 1,480 0,015
(aspartate aminotransferase 2)
. . Eukaryotic translation initiation
Eif4e2_predicted factor 4E member 2_predicted 363275 1,501 0,022
Feflal Eukaryotic translation elongation 171361 1833 0,025
factor 1 alpha 1
Metabolisme de nucleotids
Non-metastatic cells 2, protein
Nme2 83782 -1,202 0,045
me (NM23B) expressed in
Upbl Ureidopropionase, beta 116593 -1,166 0,010
Metabolisme energetic
Succinate dehydrogenase
Sdhc complex, subunit C, integral 289217 -1,374 0,039
membrane protein
ATP synthase, H+ transporting,
Atp5b mitochondrial F1 complex, beta 171374 -1,286 0,036
polypeptide
Pdhb Pyruvate dehydrogenase 289950 1,221 | 0,045
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Dlat Dihydrolipoamide - 81654 1,186 | 0,039
acetyltransferase
RGD1562079_predicted RGD1562079_predicted 499125 1,231 0,036
Cyb561 Cytochrome b-561 303601 1,276 0,037
ATP synthase, H+ transporting,
Atp5al mitochondrial F1 complex, alpha 65262 1,496 0,046
subunit 1, cardiac muscle
6.2.2. Renovacio cel-lular: 5 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- p.val
Symbol Gene ID Change

Renovacio cel-lular

Apoptosi/Diferenciacié/Proliferacié/Creixement

Trapl TNF receptor-associated protein 1 287069 -1,339 0,044
Phb2 Prohibitin 2 114766 -1,293 0,045
Tefbi Transformlng growth factor, beta 116487 1,248 0,040
induced
LOCA98793 iLn;ilLar to inter-alpha-inhibitor H2 498793 1,230 0,040
Sral Steroid receptor RNA activator 1 252891 -1,224 0,030
Hypoxia-inducible factor 1, alpha
Hifla subunit (basic helix-loop-helix 29560 -1,190 0,037
transcription factor)
Atf5 Activating transcription factor 5 282840 -1,189 0,045
Cideb Eell death-inducing DFFA-like effector 364388 1,163 0,039
Rnfl11l_predicted Ring finger protein 111_predicted 300813 -1,150 0,049
Dedd Death effector domain-containing 83631 1,224 0,048
Eginl EGL nine homolog 1 (C. elegans) 308913 1,281 0,016
Pdcd4 Programmed cell death 4 64031 1,302 0,033
Palmd Palmdelphin 310811 1,323 0,010
MGC94600 Scotin 301013 1,330 0,044
Casp3 Caspase 3, apoptosis related cysteine 25402 1434 0,037
protease
Protein phosphatase 2 (formerly 2A),
Ppp2rlb regulatory subunit A (PR 65), beta 315648 1,666 0,016
isoform

Regulacio del cicle cel-lular
Transforming, acidic coiled-coil

Tacc2 . . 309025 1,155 0,030
containing protein 2
Cdc34_predicted | CC!! division cycle 34 homolog (S. 299602 1,318 | 0,029
cerevisiae)_predicted
Processat DNA
Rfc2 Replication factor C (activator 1) 2 116468 1,127 0,042
Acd Adrenocortical dysplasia homolog 307798 1,155 0,026
(mouse)
Ruvbl2 RuvB-like 2 (E. coli) 292907 1,175 0,048
Polg Polymerase (DNA directed), gamma 85472 1,218 0,047
Fancc Fanconi anemia, complementation 24361 1319 0,025
group C
MGC94542 |similar to RIKEN cDNA
MGC94542 5430437P03 290631 1,343 0,032
Histones/Helicases/Remodelacié de la cromatina
Msl3 Male-specific lethal 3 homolog | 317464 1,260 0,010
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(Drosophila)
Hdac3 Histone deacetylase 3 84578 1,305 0,038
Regulacié de la transcripcio
Subl SUB1 homolog (S. cerevisiae) 192269 -1,265 0,046
Taflc TATA.box binding protein (Thp)- 361420 1,194 0,039
associated factor, RNA polymerase I, C
Polr2g Polymera?se (RNA) Il (DNA directed) 117017 1262 0,045
polypeptide G
Zinc finger protein 772_similar to
Zfp772 5730403M16Rik protein 308320 1,287 0,046
Ttf2_predicted Transcription termlr\atlon factor, RNA 295324 1311 0,044
polymerase Il_predicted
Med20 Mediator complex subunit 20 316209 1,382 0,038
Preb Prolactin regulatory element binding 58842 1,441 0,040
Tafo TAFS RNA polymerase Il, TATA box 373541 1,444 | 0,026
binding protein (TBP)-associated factor
Gtf3a General transcription factor Il A 246299 1,515 0,021
6.2.3. Citoesquelet i processat de RNA: 5 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Citoesquelet
Lypd3 Ly6/Plaur domain containing 3 60378 -1,146 0,036
Kif16b_pred Kinesin family member 16B_predicted 311478 1,242 0,035
Mprip Myos!n phosphatase Rho interacting 116504 1,250 0,047
protein
Capl CAP, :?\denylate cyclase-associated 64185 1342 0,039
protein 1 (yeast)
Processat RNA
mRNA
RNA binding protein, autoantigenic
Raly (hnRNP-associated with lethal yellow 296301 -1,210 0,036
homolog (mouse))
Rbm27_pred RNA binding motif protein 361317 1,185 | 0,048
27 _predicted
Rbm39 RNA binding motif protein 39 362251 -1,178 0,038
Ints4_pred Integrator complex subunit 308837 1,266 | 0,036
4 _predicted
Parn_pred Poly(A)-spec.|f|c ribonuclease . 360464 1,304 0,016
(deadenylation nuclease)_predicted
Cpsf3 CIea\./a}g.e and polyadenylation 298916 1,360 0,037
specificity factor 3
Protein phosphatase 1G (formerly 2C),
Ppmilg magnesium-dependent, gamma 259229 1,361 0,030
isoform
tRNA
Fars) Phenylalan\/.l-tRNA synthetase 2, 306879 1172 0,036
mitochondrial
rRNA
Noll4_pred | Nucleolar protein 14_predicted 289724 1,258 0,047
Helicases RNA
Ddx17 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 315133 1,268 | 0,016
polypeptide 17
Ddx50 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 361848 1,127 0,045
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6. ANNEX 1
| polypeptide 50
6.2.4. Senyalitzacié: 5 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Prkaca Proteln. kinase, CAMP-dependent, 25636 1,264 0,026
catalytic, alpha
Rhoa Ras homolog gene family, member A 117273 -1,184 0,032
Arf3 ADP-ribosylation factor 3 140940 -1,153 0,047
Mfap4 Microfibrillar-associated protein 4 287382 -1,131 0,044
. ArfGAP with SH3 domain, ankyrin
Asapl dicted ’ 314961 1,155 0,047
sapl_predicte repeat and PH domain 1_predicted
Csnklg2 Casein kinase 1, gamma 2 65278 1,202 0,047
pidka Phosphatldyllnosnol 4-kinase, 64161 1214 0,047
catalytic, alpha
Asb6 Ankyrin repeat and SOCS box- 296627 1,226 0,045
containing 6
. Casein kinase 2, alpha prime
Csnk2a2_predicted . . 307641 1,241 0,022
polypeptide_predicted
Smad4 SMAD family member 4 50554 1,243 0,026
Ccm?2 Cerebral cavernous malformation 2 305505 1,281 0,022
Ick Intestinal cell kinase 84411 1,314 0,047
Rafl v-raf-leukemia viral oncogene 1 24703 1,323 0,032
Prkcz Protein kinase C, zeta 25522 1,327 0,039
Gnb1l Guanlne.nucleotlde blndln.g protein 24400 1522 0,037
(G protein), beta polypeptide 1
6.2.5. Transport, homeostasi sanguinia i resposta immunitaria: 5 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P
Slc22a18 Solute carrier family 22, member 18 309131 -1,285 0,049
Pex26 Peroxisome biogenesis factor 26 297570 -1,253 0,048
Xpo6 Exportin 6 293476 1,148 0,047
Ces C9pper chaperone for superoxide 34485 1211 0,039
dismutase
Membrane-associated ring finger
March3 364878 1,222 0,044
are (C3HC4) 3
Atplla ATPase, class VI, type 11A 306600 1,235 0,016
Exoc2 Exocyst complex component 2 171455 1,259 0,048
Slc17a2_pred Solute carrier family 17 (sodium 306950 1,290 0,039
phosphate), member 2_predicted
Ipol3 Importin 13 116458 1,302 0,016
Bspry B-box and SPRY domain containing 64027 1,315 0,038
Vpsda Vacuolar.r?roteln sorting 4 homolog A 246772 1317 0,016
(S. cerevisiae)
Exoc6 Exocyst complex component 6 50556 1,338 0,042
Homeaostasi sanguinia
Fgll Fibrinogen-like 1 246186 -1,393 0,038
Fgb Fibrinogen beta chain 24366 -1,308 0,044
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Resposta immunitaria

Tapbpl_pred TAP binding protein-like_predicted 297602 -1,352 0,036
Cls Complement component 1, s 192262 11,339 0,018
subcomponent
Cab Complement component 4B (Childo 24233 1311 0,030
blood group)
Pecam1l Platelet/endothelial cell adhesion 29583 1,285 0,041
molecule 1
H13 Histocompatibility 13 311545 -1,251 0,044
Fenl FICO|II‘.1 (.collagen/flbrlnogen domain 83517 1,245 0,037
containing) 1
Cc3 Complement component 3 24232 -1,239 0,033
Cnpy3 Canopy 3 homolog (zebrafish) 685174 -1,201 0,039
MIf2 Myeloid leukemia factor 2 312709 -1,191 0,030
Basic leucine zipper transcription
Batf_pred factor, ATF-like_predicted 299206 1,160 0,033
ATP-binding cassette, sub-family F
Abcfl 85493 1,272 0,032
¢ (GCN20), member 1
6.2.6. Altres: 5 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Chodl_predicted Chondrolectin_predicted 288289 -1,501 0,049
Akricl2 AIc{o-keto reductase family 1, member 307091 1332 0,047
C-like 2
RGD1563437 Similar to KIAA1217 291356 -1,299 0,045
Oaf OAF homolog (Drosophila) 315594 -1,252 0,046
Whbp2 WW domain binding protein 2 192645 -1,238 0,041
Srp72 Signal recognition particle 72kDa 498351 -1,235 0,046
Srpr Sllgnal.recognltlf)rlm particle receptor 315548 1,209 0,044
(‘docking protein')
R3hdm?2 R3H domain containing 2 362894 -1,193 0,040
Pleckstrin homology domain
Plekhf2 containing, family F (with FYVE 362484 -1,154 0,032
domain) member 2
Heatr2 HEAT repeat containing 2 304332 1,135 0,045
Stard7_predicted | St R-related lipid transfer (START) 296128 1,177 | 0,038
domain containing 7_predicted
Poparl Protelp phosphatase 4, regulatory 140943 1183 0,047
subunit 1
LOC298977 ?lmllar to zinc finger protein 277 298977 1197 0,026
isoform 1
Toel_predicted Target of EGR1, member 1 298443 1,198 | 0,047
(nuclear)_predicted
RGD1565411 predicted | Similar to 2610317D23Rik protein 363000 1,239 0,032
Unc8db_predicted | U84 homolog B (C. 315135 1,245 | 0,049
elegans)_predicted
Sdccag3 Ser9|og|cally defined colon cancer 306322 1,255 0,030
antigen 3
Fama0a L.OC.36.2012|fam|Iy with sequence 362012 1,268 0,047
similarity 40, member A
Fam50a_predicted Family with sequence similarity 50, 293862 1,271 0,045
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member A_predicted
Gpn3 GPN-loop GTPase 3 360810 1,271 0,010
Dtnb Dystrobrevin, beta 362715 1,295 0,035
Pigq P.hosphatld.yllnosnol glycan anchor 287159 1,304 0,036
biosynthesis, class Q
Csrp2bp_predicted CSRP2 binding protein_predicted 362224 1,340 0,033
Tmem49 Transmembrane protein 49 192129 1,356 0,033
Tcplll2 T-complex 11 (mouse) like 2 314683 1,370 0,047
RGD1565047 Similar to Cell division cycle 34 365006 1417 0,011
homolog
Cldn2 Claudin 2 300920 1,496 0,047
Nhlrc3_predicted NHL repeat containing 3_predicted 310416 1,622 0,032
6.2.7. Metabolisme cel-lular: 25 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Metabolisme lipidic
Hsd17b11 Hydroxysteroid (17-beta) 289456 1,462 | 0,017
dehydrogenase 11
Glycerol-3-phosphate
Gpd1l 60666 -1,430 0,006
P dehydrogenase 1 (soluble)
Fads1 Fatty acid desaturase 1 84575 -1,374 0,041
Rxra Retinoid X receptor alpha 25271 -1,255 0,004
Acoxl Acyl-Coenzyme A oxidase 1, 50681 1,249 | 0,048
palmitoyl
Mcee Methylmalonyl CoA epimerase 293829 -1,241 0,046
Prdx6 Peroxiredoxin 6 94167 -1,236 0,044
Lcat Lecithin cholesterol acyltransferase 24530 -1,231 0,028
Low density lipoprotein-related
Lrpl protein 1 (alpha-2-macroglobulin 299858 -1,206 0,029
receptor)
Pld1 Phospholipase D1 25096 1,172 0,038
Sptlc2 Serline palmltoyltransferase, long 366697 1175 0,030
chain base subunit 2
Pld3 Phospholipase D family, member 3 361527 1,243 0,012
Cept1 Choline/ethanolamine 310773 1,264 0,027
phosphotransferase 1
lah1 Isoamyl acetate-hydrolyzing B 298917 1333 0,007
esterase 1 homolog (S. cerevisiae)
Metabolisme glucidic
Man2b1 Mannosidase 2, alpha B1 361378 -1,310 0,004
SIc37a4 Solute carrier family 37 (glucose-6- 9573 1,268 0,039
phosphate transporter), member 4
Insl Insulin 1 24505 -1,216 0,013
Hexose-6-phosphate
H6pd dehydrogenase (glucose 1- 298655 -1,211 0,017
dehydrogenase)
Aldoall Aldolase A-like 1 299052 1,188 0,025
Metabolisme de xenobiotics
Cytochrome P450, family 4,
Cyp4bl 24307 1,331 0,015
P subfamily b, polypeptide 1
Adh4 Alcohol dehydrogenase 5 100145871 1,378 0,008
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Metabolisme proteic

Fbxo7 F-box protein 7 366854 -1,396 0,000
Prodh2 Proline dehydrogenase (oxidase) 2 361538 -1,371 0,009
Ubxn4 UBX domain protein 4 304766 -1,360 0,006
Nags N-acetylglutamate synthase 303563 -1,296 0,006
Lonpl Lon peptidase 1, mitochondrial 170916 -1,294 0,015
Anpep Alanyl (membrane) aminopeptidase 81641 -1,291 0,012
Bhmt2 Betaine-homocysteine 365972 1,287 | 0,044
methyltransferase 2
Mrps24 Sleztlochondrlal ribosomal protein 498406 1278 0,013
Rbx1 Ring-box 1 300084 -1,269 0,037
Eif3g Eukaryotic tran.slatlon initiation 298700 1258 0,033
factor 3, subunit G
Rpl37 Ribosomal protein L37 81770 -1,251 0,009
Rpl32 Ribosomal protein L32 28298 -1,247 0,041
Eif3i Eukaryotic tran.slatlon initiation 682390 1244 0,033
factor 3, subunit |
Amfr Autocrine motility factor receptor 361367 -1,243 0,021
Skp1l S-phase kinase-associated protein 1 287280 -1,236 0,037
Usp9x_predicted Ubiquitin specific peptidase 9, X- 363445 11,233 | 0,023
linked_predicted
Dnpep Aspartyl aminopeptidase 301529 -1,230 0,008
Proteasome (prosome, macropain)
Psmc6 265 subunit, ATPase, 6 289990 1,227 0,037
Ubas2 Ublql,!ltln A.-52 residue ribosomal 64156 1219 0,004
protein fusion product 1
Psmad Protea.some (prosome, macropain) 29671 1217 0,013
subunit, alpha type 4
Eif3c Eukaryotic tran.slatlon initiation 293484 1216 0,027
factor 3, subunit C
LOC641316 Slmlla'r to aldehyde dehydrogenase 641316 1215 0,041
4 family, member Al
Eeflg Eukaryotic translation elongation 293725 11,200 0,005
factor 1 gamma
Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma
Fau virus (FBR-MuSV) ubiquitously 29752 -1,195 0,037
expressed
Cet7 Chape.ronln containing Tcpl, 297406 1192 0,019
subunit 7 (eta)
Rpsdx Ribosomal protein S4, X-linked 29426 -1,183 0,029
Pfdn5_predicted Prefoldin subunit 5_predicted 300257 -1,169 0,039
Rpl23 Ribosomal protein L23 29282 -1,161 0,017
RGD1306148 Similar to KIAA0368 313196 -1,153 0,041
Rnfl111 Ring finger protein 111 300813 -1,145 0,016
Rps7 Ribosomal protein S7 29258 -1,142 0,017
Similar to N-terminal
LOC304240 acetyltransferase complex ARD1 304240 1,138 0,032
subunit homolog A
Eifaal Eukaryotic translation initiation 287436 1184 0,033
factor 4A1
Sael SUMOL1 activating enzyme subunit 1 308384 1,190 0,040
SplA/ryanodine receptor domain
Spsb2 and SOCS box containing 2 297592 1,197 0,019
RGD1565509_predicted Similar to ribosomal protein 364699 1,207 0,015
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S2_predicted
. Signal peptide peptidase-like
Sppl2a_predicted 2A predicted 311401 1,219 0,014
Wsb2 \2ND repeat and SOCS box-containing 288692 1,232 0,035
Cet2 Chape.ronln containing TCP1, 299809 1235 0,043
subunit 2 (beta)
Lap3 Leucine aminopeptidase 3 289668 1,238 0,031
Similar to Proteasome subunit beta
RGD1564425 predicted type 3 (Proteasome theta 296169 1,295 0,017
chain)_predicted
Eukaryotic translation initiation
Eif3s6ip factor 3, subunit 6 interacting 300069 1,298 0,037
protein
Ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3
Ube2d3 81920 1,310 0,001
€ (UBC4/5 homolog, yeast)
Similar to Aspartate
aminotransferase, mitochondrial
LOC314123 precursor (Transaminase A) 314123 1,330 0,035
(Glutamate oxaloacetate
transaminase 2)
LOC315661 SlmllarFo eukaryotic translation 315661 1,339 0,006
elongation factor 1 alpha 2
Glutamic-oxaloacetic transaminase
Got2 2, mitochondrial (aspartate 25721 1,345 0,035
aminotransferase 2)
Glycine amidinotransferase (L-
Gatm arginine:glycine 81660 1,348 0,011
amidinotransferase)
Rps2 Ribosomal protein S2 83789 1,356 0,001
LOC689668 Similar to 40S ribosomal protein S2 689668 1,376 0,003
RGD1562399_predicted | oM ar to 405 ribosomal protein 301438 1,376 | 0,004
S2_predicted
. . Eukaryotic translation initiation
Eif4e2_predicted factor 4E member 2_predicted 363275 1,473 0,002
LOC688473 Similar to 40S ribosomal protein S2 688473 1,487 0,000
RGD1560400_predicted | oM to ribosomal protein 296582 1,499 | 0,000
S2_predicted
LOC364713 Similar Fo eukaryotic translation 364713 1,649 0,002
elongation factor 1 alpha 2
LOC499224 S|m|Iar?o eukaryotic translation 499224 1,706 0,015
elongation factor 1 alpha 2
Feflal Eukaryotic translation elongation 171361 1783 0,000
factor 1 alpha 1
Metabolisme de nticleotids
Upbl ureidopropionase, beta 116593 -1,188 0,009
Uckl1_pred Urldlne.-cytldlne kinase 1-like 499956 1,258 0,012
1_predicted
Metabolisme energétic
Cabel Chaperone, ABC1 activity of bcl 360387 1353 0,049
complex homolog (S. pombe)
Succinate dehydrogenase complex,
Sdhc subunit C, integral membrane 289217 -1,343 0,007
protein
Ndufs7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 362837 -1,331 0,005
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Fe-S protein 7
ATP synthase, H+ transporting,
Atp5b mitochondrial F1 complex, beta 171374 -1,277 0,028
polypeptide
Ugerg Ublqumol-cytochr.ome ¢ reductase, 497902 1,256 0,029
complex Il subunit VII
Ndufal0 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 678759 1,246 0,012
1 alpha subcomplex 10
Ndufbs NADH dehydrogenase (ubiquinone) 294964 1,234 0,045
1 beta subcomplex, 5
ATPase, H+ transporting, lysosomal
Atp6vOc 16kDa, VO subunit ¢ 170667 -1,219 0,017
Ndufa3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 691001 1216 0,027
1 alpha subcomplex, 3
Succinate dehydrogenase complex,
Sdhd subunit D, integral membrane 363061 -1,188 0,023
protein
Nadk NAD kinase 100125370 -1,167 0,048
ATPase, H+ transporting, lysosomal
Atp6v0d1 38kDa, VO subunit d1 291969 1,204 0,041
ATPase, H+ transporting, lysosomal
Atp6vicl V1 subunit C1 299971 1,233 0,017
Atplal ATPase, Na.+/K+ transporting, alpha 24211 1267 0,041
1 polypeptide
ATP synthase, H+ transporting,
Atp5al mitochondrial F1 complex, alpha 65262 1,419 0,025
subunit 1, cardiac muscle
Uqerfsl U'ublqu.lnol-cytochrome C rt.eductase, 291103 1461 0,023
Rieske iron-sulfur polypeptide 1
6.2.8. Renovaci6 cel-lular: 25 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-

Renovacio cel-lular

Apoptosi/Diferenciacié/Proliferacié/Creixement

Txnip Thioredoxin interacting protein 117514 -1,339 0,005
Cell death-inducing DNA
Cideb fragmentation factor, alpha subunit- 364388 -1,330 0,029
like effector B
Phb2 Prohibitin 2 114766 -1,328 0,017
Trapl TNF receptor-associated protein 1 287069 -1,312 0,010
Tafbi Transforming grgwth factor-beta- 116487 1,303 0,005
induced protein ig-h3 precursor
Itih Intgr-alpha trypsin inhibitor, heavy 306251 1,256 0,028
chain 1
Hspb8 Heat shock protein B8 113906 -1,254 0,006
Col18al Collagen, type XVIII, alpha 1 85251 -1,253 0,017
Pphinl Periphilin 1 366975 -1,243 0,020
Txnrd1 Thioredoxin reductase 1 58819 -1,241 0,020
LOC498793 iLn;ilLarto inter-alpha-inhibitor H2 498793 1,233 0,049
Clu Clusterin 24854 -1,218 0,010
Ggnbp2 Gametogenetin binding protein 2 360584 -1,212 0,033
RGD1311605_predicted | Similar to apoptosis related protein 298841 -1,210 0,048
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APR-3; p18 protein_predicted
Hdgf Hepatoma-derived growth factor 114499 -1,208 0,037
Ctsl1 Cathepsin L1 25697 -1,202 0,047
EdfL Endothelial differentiation-related 296570 1,150 0,023
factor 1
Safb Scaffold attachment factor B 64196 1,171 0,035
Ctrnbl Catenin (cadherin associated protein), 84353 1176 0,047
beta 1
Poldip3 Polymerase (DNA-directed), delta 315170 1,183 | 0,033
interacting protein 3
App Amyloid beta (A4) precursor protein 54226 1,198 0,046
Atgdc ATG4 auFo.phagy related 4 homolog C 313391 1,204 0,043
(S. cerevisiae)

Muted_predicted Muted homolog (mouse)_predicted 306868 1,214 0,045
Rnf114 Ring finger protein 114 362277 1,272 0,020
Pdcd4 Programmed cell death 4 64031 1,275 0,007
Dram? DNA-damage regulated autophagy 362011 1277 0,046

modulator 2
Palmd Palmdelphin 310811 1,289 0,026
Foxk2_predicted Forkhead box K2 303753 1,295 0,015
MGC94600 Scotin 301013 1,325 0,017
Tp53bpl Tumor protein p53 binding protein 1 296099 1,328 0,007
Femlb fem-1 homolog b (C. elegans) 315745 1,378 0,011
Tsnax Translin-associated factor X 64028 1,396 0,023
Dnajbl_predicted | 22 (HsP40) homolog, subfamily 8, 361384 1,438 0,017
member 1
Protein phosphatase 2 (formerly 2A),
Ppp2rib regulatory subunit A (PR 65), beta 315648 1,550 0,025
isoform
Regulacio del cicle cel-lular
Anapcll ?:aphase promoting complex subunit 498030 11,200 0,027

Cenpb_predicted Centromere protein B_predicted 362217 1,220 0,046

Anapca inaphase promoting complex subunit 305420 1,257 0,012
Ccndbpl Cyclin D-type binding-protein 1 362201 1,281 0,041
Spinl Spindlin 1 361217 1,456 0,048
Processat de DNA
Msh5 MutS homolog 5 (E. coli) 294252 -1,183 0,018
MGC94542 Similar to RIKEN cDNA 5430437P03 290631 1,264 0,038
Topl Topoisomerase (DNA) | 64550 1,279 0,003
SWI/SNF related, matrix associated,
Smarcel actin dependent regulator of 303518 1,440 0,002
chromatin, subfamily e, member 1
Histones/Helicases/Remodelacié de la cromatina
Histlh2ac Histone cluster 1, H2ac 306962 -1,185 0,037
Histlh2an Histone cluster 1, H2an 306970 -1,149 0,046
Msl3 maIe-spe.cific lethal 3 homolog 317464 1196 0,015
(Drosophila)
Rbbp7 Retinoblastoma binding protein 7 83712 1,269 0,035
Hatl Histone acetyltransferase 1 296501 1,274 0,020
Hdac3 Histone deacetylase 3 84578 1,300 0,034
Regulacio de la transcripcio
Nfia Nuclear factor I/A 25492 -1,324 0,024
Gmeb2 Glucocorticoid modulatory element 83635 -1,281 0,034
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binding protein 2
Sin3a_predicted SIN3 homolog A, transcription 363067 1,271 | 0,034
regulator (yeast)_predicted
Similar to Myeloid/lymphoid or mixed-
LOC502710 lineage leukemia protein 3 homolog 502710 1,258 | 0,020
(Histone-lysine N-methyltransferase,
H3 lysine-4 specific MLL3)
Gatad2a GATA zinc finger domain containing 2A 290669 -1,244 0,027
Rnf10 Ring finger protein 10 288710 -1,244 0,024
Rreb1_predicted Ras responsive element binding 306873 1,230 | 0,021
protein 1_predicted
Matr3 Matrin 3 29150 -1,216 0,015
Btafl_predicted RGD1564130_predicted 368042 -1,213 0,031
Znf575 Zinc finger protein 575 308430 -1,201 0,017
Crebzf CREB/ATF bZIP transcription factor 293112 -1,199 0,027
Aridab ﬁ;’er)lch interactive domain 4B (Rbp1 34481 1192 0,027
Core-binding factor, runt domain,
Cbfa2t2_predicted alpha subunit 2, translocated to, 2 296293 -1,175 0,029
(human)_predicted
Med1_predicted Mediator complex subunit 1_predicted 497991 -1,126 0,049
Btf3 Basic transcription factor 3 294680 -1,116 0,034
Med19_predicted | Mediator complex subunit 311165 1,001 | 0,014
19_predicted
TATA box binding protein (Tbp)-
Taflc associated factor, RNA polymerase |, C 361420 1,124 0,041
Usfl Upstream transcription factor 1 83586 1,174 0,017
Med4 Mediator complex subunit 4 306030 1,240 0,046
Cnot8 CCR4-NOT transcription complex, 363603 1245 0,019
subunit 8
Ttf2_ predicted Transcription termlr\atlon factor, RNA 295324 1263 0,017
polymerase Il_predicted
Polr2g Polymera?se (RNA) Il (DNA directed) 117017 1,264 0,005
polypeptide G
Tesl Trlmethylg.uanosme synthase homolog 312947 1,270 0,005
(S. cerevisiae)
Med20 Mediator complex subunit 20 316209 1,335 0,017
Gtf3a General transcription factor Il A 246299 1,369 0,005
6.2.9. Citoesquelet i processat de RNA: 25 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Citoesquelet
Pls3 Plastin 3 (T-isoform) 81748 -1,205 0,018
Cnn3 Calponin 3, acidic 54321 -1,151 0,035
Kif16b_predicted Kinesin family member 16B 311478 1,251 0,027
Mprip Myos!n phosphatase Rho interacting 116504 1,255 0,018
protein
Capl CAP, :?\denylate cyclase-associated 64185 1461 0,023
protein 1 (yeast)
Processat RNA
mRNA
Hnrpull Heterogeneous nuclear 361522 1,264 | 0,047
ribonucleoprotein U-like 1

240




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
GENS DIANA DE LES PROANTOCIANIDINES
Sabina Diaz Martinez

6. ANNEX 1
ISBN:978-84-694-0330-3/DL:T-209-2011
Sfrs3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3 361814 -1,244 0,033
RNA binding protein, autoantigenic
Raly (hnRNP-associated with lethal yellow 296301 -1,224 0,008
homolog (mouse))
Cleavage and polyadenylation specific
Cpsf6 299811 -1,190 0,017
factor 6
Ints4_predicted Integrator complex subunit 4 308837 1,196 0,046
parn_predicted | " OY(A)-specific ribonuclease 360464 1,220 0,029
(deadenylation nuclease)_predicted
Protein phosphatase 1G (formerly 2C),
Ppmilg magnesium-dependent, gamma 259229 1,267 0,012
isoform
Hnrpll_predicted | |eterogeneous nuclear 313842 1,322 | 0,015
ribonucleoprotein L-like
Cpsf3 Cleavage and polyadenylation 298916 1,344 | 0,007
specificity factor 3
rRNA
Gni3l C'iuanlne nucleotld.e binding protein- 100034253 1212 0,016
like 3 (nucleolar)-like
Helicases RNA
Ddx17 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 315133 1,221 | 0,008
polypeptide 17
6.2.10. Senyalitzacié: 25 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
\gfals Insullh-llke.grow.th factor.blndlng 79438 1,337 0,015
protein, acid labile subunit
Gsk3a Glycogen synthase kinase 3 alpha 50686 -1,332 0,004
Prkaca Proteln. kinase, CAMP-dependent, 25636 1,285 0,007
catalytic, alpha
Rassf3 Ras .assouatlon (RalGDS/AF-6) domain 362886 1,283 0,045
family member 3
COP9 constitutive photomorphogenic
Cops4 360915 -1,265 0,026
ops homolog subunit 4 (Arabidopsis)
Inpp5b IBn05|toI polyphosphate-5-phosphatase 362590 1,248 0,028
LOC365949 Similar to nemo like kinase 365949 -1,244 0,003
Csnk2b Casein kinase 2, beta subunit 81650 -1,238 0,036
lgfbpa |nSU|II:’I-|Ike growth factor binding 360622 1,226 0,041
protein 4
. G protein-coupled receptor kinase
Git2 interacting ArfGAP 2 304546 1,219 0,033
Arhgdia ::;:;DP dissociation inhibitor (GDI) 360678 1,206 0,035
Robld3 Roadblock domain containing 3 295234 -1,175 0,047
Rhoa Ras homolog gene family, member A 117273 -1,174 0,046
Arf3 ADP-ribosylation factor 3 140940 -1,163 0,007
Csnklg2 Casein kinase 1, gamma 2 65278 1,149 0,025
Ptk2 Protein tyrosine kinase 2 25614 1,155 0,038
Axinl Axin 1 79257 1,163 0,042
Prkch Protein kinase C, eta 81749 1,178 0,044
Asapl_predicted ArfGAP with SH3 domain, ankyrin 314961 1,202 0,016
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repeat and PH domain
Smad2 SMAD family member 2 29357 1,206 0,017
Smad4 SMAD family member 4 50554 1,232 0,007
Ptpra Protein tyrosine phosphatase, receptor 55167 1252 0,035
type, A
Prkd3 Protein kinase D3 313834 1,254 0,046
Rhoc Ras homolog gene family, member C 295342 1,257 0,025
Arfl ADP-ribosylation factor 1 64310 1,312 0,004
Map2klipl Mitogen-activated protein kinase 362045 1331 | 0,025
kinase 1 interacting protein 1
Raserp3 RAS guanyl releasing protein 3 313874 1385 0016
&rp (calcium and DAG-regulated) ! !
Gnbil Guanllne nucleotide bln.dlng protein (G 24400 1,466 0,004
protein), beta polypeptide 1
6.2.11. Transport, homeostasi sanguinia i resposta immunitaria: 25 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-

Tmem37 Transmembrane protein 37 245953 -1,339 0,035
Slc22a18 Solute carrier family 22, member 18 309131 -1,331 0,035
Tcn2 Transcobalamin 2 64365 -1,316 0,017
Slc20a2 Solute carrier family 20 (phosphate 99502 1,286 0,012
transporter), member 2
Lman2 Lectin, mannose-binding 2 290994 -1,247 0,027
Timmi3 Translocase of inner mitochondrial 252978 1,247 0,046
membrane 13 homolog (yeast)
Dnm1l Dynamin 1 140694 -1,226 0,028
Vapa VAME (vesnclejassouated'membrane 58857 1,186 0,021
protein)-associated protein A
Sec24a_predicted | ScC24 family, member A (5. 287275 1,171 | 0,045
cerevisiae)_predicted
Anxab Annexin A6 79125 -1,171 0,020
Bloclsl Biogenesis of Iyso'somal organelles 288785 1,168 0,033
complex-1, subunit 1
Atp8h2 Atpase, class |, type 8B, member 2 361984 -1,164 0,014
Sh3bp4 SH3-domain binding protein 4 64634 -1,157 0,046
Stx8 Syntaxin 8 59074 -1,150 0,007
Snx14 Sorting nexin 14 315871 -1,143 0,015
Dnajc14 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, 114481 1124 0,041
member 14
Ggal Golgi f':\s.socnated, gamma adaptln ear 300066 1,144 0,045
containing, ARF binding protein 1
Gosr2 Solgl SNAP receptor complex member 64154 1,179 0,026
Vps54 Vacuolar. proteln sorting 54 homolog 286932 1,208 0,017
(S. cerevisiae)
Slc12a5 Solut.e carrier family 12 (potassium- 171373 1218 0,037
chloride transporter), member 5
Arcnl Archain 1 300674 1,231 0,023
Vpsda Vacuolar. proteln sorting 4 homolog A 246772 1,235 0,037
(S. cerevisiae)
LOC606294 Hypothetical protein LOC606294 606294 1,239 0,005
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Anxa4 Annexin A4 79124 1,245 0,045
Exoc2 Exocyst complex component 2 171455 1,250 0,016
Ipol3 Importin 13 116458 1,268 0,021

Snap23 Synaptosomal-associated protein 23 64630 1,273 0,008

Snx4_predicted Sorting nexin 4_predicted 360725 1,285 0,001

M6pr Ma.nnose-6-phosphate receptor, 312689 1313 0,001
cation dependent

Exoc6 Exocyst complex component 6 50556 1,409 0,000

Homeostasi sanguinia

Fgll Fibrinogen-like 1 246186 -1,425 0,044

Alad Aminolevulinate, delta-, dehydratase 25374 -1,366 0,005

Vkorcl Vitami.n K epoxide reductase complex, 309004 1323 0,044

subunit 1

Fgb Fibrinogen beta chain 24366 -1,291 0,042

Cdh2 Cadherin 2 83501 -1,209 0,044

Hbs1l Hbs1-like (S. cerevisiae) 293408 1,248 0,027

Emcn Endomucin 295490 1,341 0,014

Complement component 4B (Childo

Resposta immunitaria

Cab 24233 -1,307 0,041
blood group)
Cls Complement component 1, s 192262 1,302 0,046
subcomponent
C3 Complement component 3 24232 -1,236 0,018
Fenl FICO|II‘.1 (.collagen/flbrlnogen domain 83517 1218 0,039
containing) 1
Masp2 Manr\an-blndlng lectin serine 64459 1212 0,032
peptidase 2
Pelil Pellino 1 305549 -1,211 0,006
C5 Complement component 5 362119 -1,206 0,007
ATP-binding cassette, sub-family F
Abcfl 85493 1,223 0,042
¢ (GCN20), member 1
Mrcl_predicted Mannose receptor, C type 1_predicted 291327 1,271 0,041
LOC498276 Fc gamma receptor Il beta 498276 1,323 0,033
Vsigd V-set far?d immunoglobulin domain 312102 1,330 0,015
containing 4
Sectmla Secreted and transmembrane 1A 287885 1,342 0,037
Fcgr3 Fc receptor, IgG, low affinity IlI 116591 1,386 0,017
6.2.12.  Altres: 25 mg/kg
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Akricl2 Aldo-keto reducta§e family 1, member 307091 1,428 0,025
C-like 2
Dhrsa Dehydrogehase/reductase (SDR 266686 1373 0,035
family) member 4
Ppal Pyrophosphatase (inorganic) 1 294504 -1,340 0,007
Smocl SPARC relatgd modular calcium 314280 1333 0,017
binding 1
Similar to Urinary protein 3 precursor
LOC680367 680367 -1,312 0,008
(RUP-3)
Ssnal Sjogren syndrome rlmuclear autoantigen 311802 1,284 0,021
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Whscr27 Williams Beuren syndrome 688407 1,283 | 0,035
chromosome region 27
Wbp2 WW domain binding protein 2 192645 -1,277 0,021
Wdr74 WD repeat domain 74 690229 -1,275 0,025
OIr183_predicted Olfactory receptor 183_predicted 293328 -1,270 0,026
RGD1305679 RGD1305679 361228 -1,265 0,040
Nucb1l Nucleobindin 1 84595 -1,261 0,012
Oaf OAF homolog (Drosophila) 315594 -1,257 0,025
Scgh2a2 Secretoglobin, family 2A, member 2 361725 -1,241 0,031
Psrc2 Proline/serine-rich coiled-coil 2 314836 -1,234 0,021
RGD1563437 Similar to KIAA1217 291356 -1,224 0,015
Immt inner membrane protein, 312444 | -1,223 | 0,033
mitochondrial
Similar to HTGN29 protein;
RGD1310352 keratinocytes associated 303122 -1,222 0,046
transmembrane protein 2
Ubiquitously transcribed
Utx_predicted tetratricopeptide repeat, X 100310845 -1,222 0,025
chromosome_predicted
Nudt14_predicted | Nudix (nucleoside diphosphate linked | g9, , o 1,222 | 0,021
moiety X)-type motif 14_predicted
Pogz Pogo transposable e!ement with ZNF 310658 1,217 0,019
domain
Phf20I1 PHD finger protein 20-like 1 314964 -1,216 0,017
Mtmrl Myotubularin related protein 1 317296 -1,215 0,027
Shfm1 Split hand/foot malformation 680532 1211 0,015
(ectrodactyly) type 1
Tmem134 Transmembrane protein 134 361695 -1,206 0,003
LOC501529 Similar to poly(rC) binding protein 2 501529 -1,178 0,049
RGD1303130 Kidney predominant protein NCU-G1 295231 -1,170 0,027
ler5 Immediate early response 5 498256 -1,166 0,045
Ttc33 Tetratricopeptide repeat domain 33 294774 -1,161 0,039
Tmem87b_predicted Transmembrane protein 362212 1,157 | 0,041
87B_predicted
Cldn19 Claudin 19 298487 -1,138 0,033
Chripl Cannabinoid receF)tor interacting 364208 1119 0,037
protein 1
. Embryonic ectoderm
Eed_predicted . 293104 1,179 0,035
development_predicted
. Major facilitator superfamily domain
Mfsd5_predicted . . 315329 1,180 0,012
containing 5_predicted
LOC678715 Similar to MORF-related gene X 678715 1,199 0,041
LOC688133 Similar to mbt domain containing 1 688133 1,200 0,027
Sh2bpsm1 SH2-B PH domain Fontalnlng signaling 89817 1,200 0,035
mediator 1
Fam96a Family with sequence similarity 96, 300797 1,207 0,039
member A
Spag7_predicted Sperm associated antigen 7_predicted 303260 1,214 0,028
Fam50a_predicted | oMY With sequence similarity 50, 293862 1,224 | 0,027
member A_predicted
Pde6d_predicted | 'nosPhodiesterase 6D, cGMP-specific, | 5.4, ,, 1,229 | 0,009
rod, delta_predicted
Akirinl Akirin 1 595134 1,245 0,048
Dtnb Dystrobrevin, beta 362715 1,276 0,040
Fam40a Family with sequence similarity 40, 362012 1,284 0,042
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member A
RGD1565047 RGD1565047 365006 1,290 0,041
smekl_predicted | SMEKhomolog 1, suppressorof mekl | 5,/ 0 1,201 | 0,010
(Dictyostelium)_predicted
Dennd5a DENN/MADD domain containing 5A 308942 1,298 0,001
Pigq Phospha'tldyllnosn.ol glycan anchor 287159 1317 0,013
biosynthesis, class Q
Tmco6_predicted Transmemprane and FOIIEd_COII 291661 1,336 0,016
domains 6_predicted
Tmem49 Transmembrane protein 49 192129 1,375 0,039
Tcplll2 T-complex 11 (mouse) like 2 314683 1,483 0,000
Tmem9b_predicted TMEMS domain family, member 293415 1,494 | 0,001
B_predicted
Spg21 Spastic paraplegia 21 homolog 300791 1,509 0,000
(human)
Nhlrc3_predicted NHL repeat containing 3_predicted 310416 1,677 0,001

6.3. Identificacio de les molécules responsables dels efectes de les proantocianidines en

un model cel-lular: epicatequina, dimer i trimer

6.3.1. Totes les classificacions: epicatequina
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P

Metabolisme
Metabolisme proteic

Similar to S-adenosylmethionine

alpha
Renovacio cel-lular

Apoptosi/Diferenciacié/Proliferacié/Creixement

RGD1560523_predicted | synthetase gamma form (Methionine 498211 1,582 0,001
adenosyltransferase) (predicted)
. Similar to ribosomal protein L31
RGD1561841_predicted . 310388 1,759 0,002
(predicted)
Ubd Ubiquitin D 29168 1,818 0,000
Mat2a Methionine adenosyltransferase Il, 171347 3,470 0,000

Processat RNA
mRNA

Fath Fat tumor suppressor homolog 83720 1,578 0,022
(Drosophila)
Trib3 Tribbles homolog 3 (Drosophila) 246273 1,467 0,002
Regulacio del cicle cel-lular
Mtus1 Mitochondrial tumor suppressor 1 306487 -1,459 0,003
GO0s2 GO0/G1 switch gene 2 289388 1,422 0,027
Cdknib Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 83571 1,426 0,002

RNA binding motif protein 19

Atp6v0al

Transport
ATPase, H+ transporting, lysosomal
VO subunit Al

29757

Rbm19_predicted ) 304512 -1,411 0,004
(predicted)
tRNA
Processing of precursor 1,
ribonuclease P/MRP family, (S.
Popl_predicted cerevisiae) (predicted) 315045 -1,400 0,046

-1,408

0,010

Aqp2

Aquaporin 2

25386

-1,407

0,037
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6.3.2. Metabolisme cel-lular: Dimer
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P

Metabolisme
Metabolisme lipidic

ATP-binding cassette, sub-family D

Abcd3 25270 1,581 0,000
¢ (ALD), member 3
Lpin2 lipin 2 316737 1,752 0,000
Snfllk SNF1-like kinase 59329 1,759 0,000
Mtel mitochondrial acyl-CoA thioesterase 1 192272 1,949 0,027
Metabolisme glucidic
Pekl [:1>hosphoenolpyruvate carboxykinase 362282 1651 0,013
Slc2al solute carrier family 2 (facilitated 24778 1731 0,003
glucose transporter), member 1
Metabolisme de xenobiotics
LOC286989 UDP-glucuronosyltransferase | 286989 -2,111 0,000
Metabolisme proteic
Rrs1_pred RRS1 ribosome blc.ng'ene5|s regulator 297784 1,505 0,011
homolog (S. cerevisiae) (predicted)
similar to chaperonin containing
LOC364646 TCP1L, subunit 6A isoform a 364646 1,538 0,004
RGD1564744_pred similar tc') 60S acidic ribosomal protein 314652 1541 0,003
P1 (predicted)
Aldh6al aldehyc!e dehydrogenase family 6, 81708 1581 0,032
subfamily A1
Rps26 ribosomal protein S26 27139 1,909 0,000
Stt3a_pred similar Fo integral membrane protein 500972 2,041 0,001
1 (predicted)
Metabolisme energetic
Lactb lactamase, beta" 300803 -1,779 0,042
pdiad Zroteln disulfide isomerase associated 116598 2,085 0,002
Ndufall NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 301123 3,485 0,004
alpha subcomplex 11
6.3.3. Renovacié cel-lular: Dimer
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P
Renovacio cel-lular
Apoptosi/Diferenciacié/Proliferacié/Creixement
Foxel forkhead box E1 (thyroid transcription 192274 2,423 0,010
factor 2)
Krthb3 keratin, hair, basic, 3 300246 -1,788 0,018
Thfrsfl2a tumor neqosns factor receptor 302965 1,668 0,002
superfamily, member 12a
Gsptl G1 to S phase transition 1 24420 -1,553 0,007
Dyrk2 dual-specificity tyrosine-(Y)- 314862 1,500 | 0,003
phosphorylation regulated kinase 2
Egin3 EGL nine homolog 3 (C. elegans) 54702 1,503 0,004
Ctrnbi Eziznlln (cadherin associated protein), 34353 1557 0,008
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protein phosphatase 3, regulatory
Ppp3rl subunit B, alpha isoform (calcineurin 29748 1,557 0,003
B, type I)
Sertad3 SERTA domain containing 3 499108 1,571 0,001
Tmem123 transmembrane protein 123 363013 1,591 0,000
heat shock protein 90kDa beta
Hsp90b1 (Grpo4), member 1 362862 1,668 0,012
Sertad2 SERTA domain containing 2 498423 1,959 0,000
Regulacio del cicle cel-lular
similar to PEST-containing nuclear
LOC288165 . 288165 1,609 0,004
protein
Ccni_pred cyclin | (predicted) 289500 1,765 0,001
Sept7 septin 7 64551 1,768 0,001
cdkn2d .sim.ila.w to cyclin-dependent kinase 494444 1788 0,006
inhibitor 2D
Processat DNA
Rad23a RAD23a homolog (S. cerevisiae) 361381 -1,577 0,023
minichromosome maintenance
Mcm5_pred deficient 5, cell division cycle 46 (S. 291885 -1,542 0,021
cerevisiae) (predicted)

Parg poly (ADP-ribose) glycohydrolase 83507 1,526 0,010
Topl topoisomerase (DNA) | 64550 1,610 0,016
Rexod REX4,.R.NA exonuclease 4 homolog (S. 311826 1622 0,003

cerevisiae)
Hmgb1l high mobility group box 1 25459 1,664 0,000
Histones/Helicases/Remodelacié de la cromatina
Rbbp4 retinoblastoma binding protein 4 | 313048 1,515 0,008
Regulacio de la transcripcio
similar to TSC22 domain family
LOC499624 protein 2 (TSC22-related-inducible 499624 1,523 0,002
leucine zipper protein 4)
Rcor2 REST corepressor 2 305811 1,648 0,005
Tsc22d3 TSC22 domain family 3 83514 1,672 0,000
Phox2b_pred paired-like homeobox 2b (predicted) 364152 1,800 0,003
RGD1561961_pred | Smiar to lQmotifand WD repeats 1 289181 1,924 | 0,000
(predicted)
6.3.4. Citoesquelet i processat de RNA: Dimer
Gene Gene Name Entrez Fold- p.val
Symbol Gene ID Change
Cald1 caldesmon 1 25687 1,566 0,010
Pppac proteir\ phosphatase 4, catalytic 171366 1,594 0,016
subunit
Kif21a_pred kinesin family member 21A 300158 1,639 | 0,012
(predicted)
Processat RNA
mRNA
LOC308650 :ti:_is'ar to Murine homolog of human 308650 1,581 0,009
Thoc4 THO complex 4 690585 1,613 0,004
Csdel cc?ld .sh?lck domain containing E1, RNA 117180 1654 0,000
binding
Sfrs12ip1 SFRS12-interacting protein 1 361888 2,912 0,020
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rRNA
Exosc3_predicted exosome component 3 (predicted) 313243 1,671 0,000
LOC257642 rRNA promoter binding protein 257642 2,022 0,023
Helicases RNA
Ddx3x DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box 317335 1,594 | 0,014
polypeptide 3, X-linked
6.3.5. Senyalitzacidé: Dimer

Gene Gene Name Entrez Fold- val

Symbol Gene ID Change P

RAB15, member RAS onocogene

Senyalitzacio

Rab15 . 299156 -1,813 0,029
family
Rafl v-raf-1 murine leukemia viral 24703 1,552 0,006
oncogene homolog 1
Irs2 insulin receptor substrate 2 29376 1,516 0,034
Gdi2 GDP dissociation inhibitor 2 29662 1,558 0,002
RGD1565940_predicted | 52" t0 ADP-ribosylation factor-like | qq,4, 1,605 | 0,001
10B (predicted)
Tmasf12 transmembrane 4 superfamily 362326 1,820 0,003
member 12
6.3.6. Transport, homeostasi sanguinia i resposta immunitaria: Dimer
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P

Transport
similar to Solute carrier family 23,

intermediate compartment (ERGIC) 1
Homeostasi sanguinia

RGD1565367 member 2 (Sodium-dependent 312226 -3,046 0,025
vitamin C transporter 2)"

Sv2b synaptic vesicle glycoprotein 2b 117556 -1,592 0,050
Atp2cl ATPase, Ca++-sequestering 170699 1,589 0,003
Tmed?7 transmembrane emp24 protein 252889 1,609 | 0,028

transport domain containing 7

Mk1 Mk1 protein 171436 1,664 0,010

Ergicl endoplasmic reticulum-golgi 287177 1,794 0,009

Tfrc transferrin receptor 64678 1,632 0,014
Adm adrenomedaullin 25026 1,689 0,004
Prcp_predicted prolylcarngypeptldase ) 293118 1,865 0,003
(angiotensinase C) (predicted)
Hba-a2 hemoglobin alpha, adult chain 2 25632 2,227 0,019
Resposta immunitaria
ll6ra interleukin 6 receptor, alpha 24499 1,508 0,006
6.3.7. Altres: Dimer
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P

Zdhhc18

zinc finger, DHHC domain containing
18

362613

-2,218

0,010
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RGD1308699 similar to 1700060H10Rik protein 309790 -2,124 0,034
Armcé_predicted | 2'madillo repeat containing 6 306352 1,661 | 0,002
(predicted)
Klhdc5 kelch domain containing 5 500367 -1,557 0,002
Trim26 tripartite motif-containing 26 309586 -1,519 0,028
RGD1311526_predicted | 512" 0 RIKEN cONA 5630401024 289159 | -1,516 | 0,010
(predicted)
acidic (leucine-rich) nuclear
Anp32 361999 1,507 0,014
np=2e phosphoprotein 32 family, member E
Hypk Huntingtin interacting protein K 311359 1,507 0,009
protein phosphatase 1, regulatory
Ppplrl4 114004 1,520 0,017
ppirisa (inhibitor) subunit 14A
Calbl calbindin 1 83839 1,702 0,000
. SH3-binding domain glutamic acid-
Sh3bgrl_predicted rich protein like (predicted) 302363 1,757 0,010
RGD1566242_predicted | S M1ar to RIKEN cDNA 1500009M05 295457 1,790 | 0,008
(predicted)
Spes3 signal peptidase cc.)r.’nplex subunit 3 630782 1895 0,000
homolog (S. cerevisiae)
6.3.8. Metabolisme cel-lular: Trimer
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P
Metabolisme lipidic
Alb Albumin 24186 -1,654 0,002
Cdig2 Cdig2 protein 266732 -1,521 0,006
Etnkl_pred Ethanolamine kinase 1 (predicted) 312828 -1,518 0,027
Mbtps1 Merr?brane-.bound transcription factor 89842 1512 0,002
peptidase, site 1
ATP-binding cassette, sub-family D
Abcd3 25270 1,530 0,000
¢ (ALD), member 3
Similar to low density lipoprotein
RGD1565715_pred receptor-related protein binding 361149 1,595 0,000
protein (predicted)
Mtel Mitochondrial acyl-CoA thioesterase 1 192272 1,769 0,049
Lpin2 Lipin 2 316737 1,826 0,000
Snfllk SNF1-like kinase 59329 1,937 0,000
Metabolisme glucidic
LOC498793 iLn;ilLarto inter-alpha-inhibitor H2 498793 1614 0,015
B4galt6 UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- . 65196 1,505 0,002
galactosyltransferase, polypeptide 6
Man2al Mannosidase 2, alpha 1 25478 1,515 0,009
Slc2al Solute carrier family 2 (facilitated 24778 1536 0,012
glucose transporter), member 1
LOC299907 Similar to Extl 299907 1,579 0,031
Metabolisme de xenobiotics
Nat13 N-acetyltransferase 13 | 288108 1,569 0,001
Metabolisme proteic
Eif3510 Eukaryot.lc translation initiation factor 292148 11,800 0,017
3, subunit 10 (theta)
Ubxd2 UBX domain containing 2 304766 -1,675 0,036
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Similar to ribosomal protein L19

RGD1563905_pred (predicted) 292882 -1,578 0,003
Ube2g2_pred Ublqu'ltln-conjugatlng enzyme E2G 2 294331 1534 0,047
(predicted)
Rrs1_pred RRSlnbosomelngenemsregubtor 297784 1,529 0,009
homolog (S. cerevisiae) (predicted)
Atg16l1_pred ATG16 autophagy related 16-like 1 (5. | ;5,74 1,502 | 0,003
cerevisiae) (predicted)
Pctk2 PCTAIRE-motif protein kinase 2 314743 1,500 0,002
Rbx1 Ring-box 1 300084 1,536 0,049
FbxI5_pred F-box a.nd leucine-rich repeat protein 305424 1582 0,003
5 (predicted)
L0C294513 similar to Dnal (Hsp40) homolog, 294513 1,625 | 0,001
subfamily B, member 12
RGD1564744_pred Similar t9 60S acidic ribosomal protein 314652 1692 0,001
P1 (predicted)
RGD1561841 pred | S'milar to ribosomal protein L31 310388 1,699 | 0,002
(predicted)
Rps26 Ribosomal protein S26 27139 1,834 0,000
Ubd Ubiquitin D 29168 1,999 0,000
Stt3a_pred S|m||ar.to integral membrane protein 500972 2022 0,001
1 (predicted)
Metabolisme energetic
Lactb Lactamase, beta 300803 -2,393 0,007
Aldh9al AIdehyc.Ie dehydrogenase family 9, 64040 1,554 0,006
subfamily A1
ATP synthase, H+ transporting,
Atp5g2 mitochondrial FO complex, subunit C2 171082 1,564 0,001
(subunit 9)'
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1
Ndufa7_pred alpha subcomplex, 7 (B14.5a) 299643 1,627 0,000
(predicted)
pdiad Zroteln disulfide isomerase associated 116598 1,639 0,014
Ndufall NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 301123 6,788 0,000
alpha subcomplex 11
6.3.9. Renovacié cel-lular: Trimer
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P
Renovacio cel-lular
Apoptosi/Diferenciacié/Proliferacié/Creixement
Foxel Forkhead box E1 (thyroid 192274 3,171 | 0,002
transcription factor 2)
Gsptl G1 to S phase transition 1 24420 -1,724 0,002
Nisch Nischarin 306255 -1,549 0,001
Alms1_pred Alstrom syndrome 1 (predicted) 297408 -1,522 0,002
Tp53 Tumor protein p53 24842 -1,519 0,001
LOC308950 Similar to heat shock protein 1 308950 1,517 | 0,004
(chaperonin)
Foxa2 Forkhead box A2 25099 1,504 0,002
Hifla Hypo&annduubbfaaorl,mpha 29560 1,507 0,001
subunit
MGC108974 Similar to replication protein-binding 499108 1,522 0,002
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trans-activator RBT1
Tmem123 Transmembrane protein 123 363013 1,551 0,001
Cthnbl Catenin (cadherin associated protein), 84353 1565 0,001
beta 1
Mmp28_pred Matrl'x metallopeptidase 28 (epilysin) 303384 1688 0,025
(predicted)
Protein phosphatase 3, regulatory
Ppp3rl subunit B, alpha isoform (calcineurin 29748 1,939 0,000
B, type I)
Sertad2 SERTA domain containing 2 498423 2,088 0,000
Regulacio del cicle cel-lular
Minichromosome maintenance
Mcm2_pred deficient 2 mitotin (S. cerevisiae) 312538 -1,621 0,009
(predicted)
KIh122_pred Kelch-like 22 (Drosophila) (predicted) 303792 -1,582 0,017
Setds Slmlla.rto SET domain-containing 639820 1,564 0,017
protein
Npepps Aminopeptidase puromycin sensitive 50558 -1,544 0,001
Paxipl PA)'( |nt.eract|ng (.Wlth trar.1$cr|pt|on- 311944 11,500 0,009
activation domain) protein 1
Nekl NIMA(ne?verln mitosis gene a)- 315978 1536 0,001
related kinase 11
GO0s2 GO0/G1 switch gene 2 289388 1,553 0,010
LOC288165 Slmlla.rto PEST-containing nuclear 288165 1,607 0,004
protein
Sept7 Septin 7 64551 1,715 0,001
cdkn2d .Slm.lla.w to cyclin-dependent kinase 494444 1875 0,004
inhibitor 2D
Processat DNA
Minichromosome maintenance
Mcm5_pred deficient 5, cell division cycle 46 (S. 291885 -1,666 0,010
cerevisiae) (predicted)
Ssrpl itructure specific recognition protein 81785 1,586 0,009
Minichromosome maintenance
Mcm6 deficient 6 (MIS5 homolog, S. pombe) 29685 -1,557 0,001
(S. cerevisiae)
Rad23a RAD23a homolog (S. cerevisiae) 361381 -1,533 0,030
Hmgb1l High mobility group box 1 25459 1,806 0,000
Histones/Helicases/Remodelacié de la cromatina
Chda ChrorT]odomaln helicase DNA binding 117535 1,791 0,004
protein 4
Rbbpd Slmlla.r to retinoblastoma binding 685491 1518 0,003
protein 4
Regulacio de la transcripcio
RGD1310358_pred Similar to NNX3 (predicted) 308537 -1,716 0,005
GtFird1 Gener.al transc?rllptlon factor Il | repeat 246770 1526 0,003
domain-containing 1
RGD1309054_pred Similar to FKSG26 protein (predicted) 292082 -1,518 0,028
Zfp180 Zinc finger protein 180 246279 -1,517 0,004
Fubp1 Far u;?stream element (FUSE) binding 654496 1528 0,003
protein 1
Med19 Mediator complex subunit 19 311165 1,575 0,000
Similar to TSC22 domain family
LOC499624 499624 1,693 0,000
protein 2 (TSC22-related-inducible
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leucine zipper protein 4)

Tsc22d3 TSC22 domain family 3 83514 1,714 0,000
RGD1561961_pred | Smilar tolQmotif and WD repeats 1 289181 1,840 | 0,000
(predicted)
6.3.10. Citoesquelet i processat de RNA: Trimer
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P-
Citoesquelet
Tpm3 Tropomyosin 3, gamma 117557 -1,543 0,018
FInb_pred Filamin, beta (predicted) 306204 -1,514 0,010
Pppac Protelp phosphatase 4, catalytic 171366 1516 0,025
subunit
Wdrl WD repeat domain 1 360950 1,539 0,003
Processat RNA
mRNA
Pabpc4d Poly A binding protein, cytoplasmic 4 298510 -1,711 0,030
Hnrpa3 Heterogeneous nuclear 362152 1,545 | 0,002
ribonucleoprotein A3
Fus Fu5|.on, der!ved from t(12;16) 317385 1,542 0,025
malignant liposarcoma (human)
Ptbpl Polypyrimidine tract binding protein 1 29497 -1,537 0,002
$3b2_pred Splicing factor 3b, subunit 2 293671 1,515 | 0,004
(predicted)
LOC360760 Similar to PABP-dependent poly(A) 360760 1516 0,002
nuclease 3
Hnrpu Heterogeneous nuclear 117280 1,526 | 0,001
ribonucleoprotein U
Thoc4 THO complex 4 690585 1,611 0,004
Csdel Cold shoc.k domain containing E1, 117180 1618 0,000
RNA binding
Cleavage and polyadenylation factor
Pcf11_pred subunit homolog (S. cerevisiae) 361605 1,752 0,001
(predicted)
Snro70 pred U1 small nuclear ribonucleoprotein 361574 1844 0002
p/o_p polypeptide A (predicted) ! ’
Sfrs12ipl SFRS12-interacting protein 1 361888 3,285 0,012
tRNA
Gars Glycyl-tRNA synthetase | 297113 -1,524 0,019
rRNA
Exosc3_pred Exosome component 3 (predicted) 313243 1,860 0,000
LOC503325 Hypothetical protein LOC503325 503325 2,238 0,013
Helicases RNA
Ddx31_pred DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box 311835 1,501 | 0,005
polypeptide 31 (predicted)
6.3.11.  Senyalitzacid: Trimer
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P

Rab15

RAB15, member RAS onocogene
family

299156

-1,856

Senyalitzacio

0,025
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Gnal2 Guanine nucleotide binding protein, 31663 11,569 0,001
alpha 12
Gapvd1_pred GTPas.e actlvatlng protein and VPS9 311880 1528 0,003
domains 1 (predicted)
Acp2 Acid phosphatase 2, lysosomal 24162 -1,518 0,011
Hspa8 Heat shock protein 8 24468 -1,503 0,003
LOC679385 Similar to heat shock protein 8 679385 -1,501 0,001
Rala v-ral simian leukemia viral oncogene 81757 1,500 0,005
homolog A (ras related)
Gdi2 GDP dissociation inhibitor 2 29662 1,507 0,003
Rab6a RAB6A, member RAS oncogene family 84379 1,566 0,031
Dusp6 Dual specificity phosphatase 6 116663 1,594 0,000
Tmasf12 Transmembrane 4 superfamily 362326 1695 0,005
member 12
Arheef3 ored Rho guanine nucleotide exchange 290541 1717 0,006
gets_p factor (GEF) 3 (predicted) ! !
RGD1565940_pred Similar to .ADP-rlbosyIatlon factor-like 498234 1788 0,000
10B (predicted)

6.3.12. Transport, homeostasi sanguinia i resposta immunitaria: Trimer
Gene Gene Name Entrez Fold- p.val
Symbol Gene ID Change
Similar to Solute carrier family 23,
RGD1565367 member 2 (Sodium-dependent 312226 -3,427 0,017
vitamin C transporter 2)"
Sv2b Synaptic vesicle glycoprotein 2b 117556 -1,935 0,012
Gga2 Golgi f':\s.sociated, gamma adaptin ear 293455 1,661 0,020
containing, ARF binding protein 2
Atplal ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1 24211 1648 0,006
polypeptide
Xpo6 Exportin 6 293476 -1,636 0,014
Neural precursor cell expressed,
Nedd4a developmentally down-regulated 25489 -1,591 0,001
gene 4A
Lman2l_pred Lectin, mannose-binding 2-like 301343 1,571 | 0,000
(predicted)
Sec23b_pred SEC23B (S. cerevisiae) (predicted) 362226 -1,551 0,003
Solute carrier family 28 (sodium-
Slc28a2 coupled nucleoside transporter), 60423 1,518 0,027
member 2
Cdw92 CDW92 antigen 85254 1,582 0,010
LOC680782 Similarto signal peptidase complex 630782 1911 0,000
subunit 3 homolog
Homeostasi sanguinia
Adm Adrenomedullin 25026 1,580 0,006
Prolylcarboxypeptidase
Prep_pred (angyilotensinzge Fé) (predicted) 293118 1,614 0,010
Hba-a2 Hemoglobin alpha, adult chain 2 25632 2,533 0,010
Resposta immunitaria
Rnf125_pred Ring finger protein 125 (predicted) 361296 -1,921 0,001
Tcf4 Transcription factor 4 84382 1,711 0,001
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6.3.13.  Altres: Trimer
Gene Gene Name Entrez Fold- val
Symbol Gene ID Change P
7dhhci8 igc finger, DHHC domain containing 362613 2238 0,009
Klhdc5 Kelch domain containing 5 500367 -1,617 0,002
Immt Inner membrane protein, 312444 1,563 | 0,018
mitochondrial
LOC361335 Hypothetical protein LOC361335 361335 -1,545 0,031
Ahil Abelson helper integration site 1 308923 -1,539 0,004
RGD1308290_pred | o miar to RIKEN cDNA 5730454808 360845 | -1,523 | 0,001
(predicted)
Tmem43 Transmembrane protein 43 362401 -1,505 0,001
Acidic (leucine-rich) nuclear
Anp32 361999 1,523 0,012
np=2e phosphoprotein 32 family, member E"
Rsbn1_pred Rosbln,. round spermatid basic protein 310749 1,549 0,026
1 (predicted)
LOC689399 Hypothetical protein LOC689399 689399 1,602 0,041
Spes3 Signal peptidase c.or'nplex subunit 3 630782 1,656 0,006
homolog (S. cerevisiae)
RGD1311457_pred | Smiar to RIKEN cDNA 2310003F16 311359 1,698 | 0,002
(predicted)
Similar to Palate lung and nasal
RGD1559748_pred | carcinoma-like protein precursor 311559 1,715 | 0,000
(Tongue plunc-like protein)
(predicted)
Ifit2 Interfe'ron-lnd.uced protein with 294091 1758 0,026
tetratricopeptide repeats 2
Calbl Calbindin 1 83839 1,767 0,001
Sh3bgrl_pred SH3-binding domain glutamic acid- 302363 1,875 | 0,006
rich protein like (predicted)
RGD1566242_pred | Smiar to RIKEN cDNA 1500009M05 295457 1,977 | 0,004
(predicted)

6.4. Utilitzacié d’un model de transcriptomica dirigida per la identificacié de gens diana

6.4.1. Metabolisme cel-lular: HepG2
Fold- Fold-
Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID GSPE GSPE
50 mg/I 10 mg/I

Metabolisme lipidic

Metabolisme

protein

FXR Farnesoid X receptor 9971 -3,108 1,030
CD36 Thrombospondin receptor 948 -2,464 1,076
ATP-binding cassette, sub-family A
ABCA1l 19 -2,226 1,100
(ABC1), member 1
APOC3 Apolipoprotein C3 345 -2,146 -1,024
HNF4A Hepatic nuclear factor 4 alpha 3172 -2,123 -1,077
MTTP Microsomal triglyceride transfer 4547 1,938 1,034
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ACACA Acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha 31 -1,838 1,214
PPARA Peroxisome proliferator-activated 5465 11,799 1,108
receptor alpha
APOC2 Apolipoprotein C2 344 -1,748 -1,027
RXRA Retinoid X receptor, alpha 6256 -1,736 1,123
SCAP SREBP cleavage activating protein 22937 -1,726 1,041
LXR Liver X receptor 10062 -1,722 1,097
SOAT 1 Sterol O-acyltransferase 6646 -1,624 1,055
APOE Apolipoprotein E 348 -1,560 -1,007
APOC1 Apolipoprotein C1 341 -1,511 -1,016
SREBP1 Sterol r.eg.ulatory element binding 6720 1,438 1,072
transcription factor 1
APOB Apolipoprotein B 338 -1,418 1,160
PPARG Peroxisome proliferator-activated 5468 1,317 1,120
receptor gamma
HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme 3156 11,039 1,058
A reductase
SHP Small heterodimer partner 8431 -1,031 1,107
HMGCS1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme 3157 1348 1,108
A synthase 1
LDLR Low density lipoprotein receptor 3949 1,865 -1,004
CETP Cholesteryl ester transfer protein, 1071 i i
plasma
CYP7AL Cytochromg P450, family 7, subfamily 1581 i i
A, polypeptide 1
Estres oxidatiu
SOD1 Superoxide dismutase 1 6647 -2,627 -1,325
GPX1 Glutathione peroxidase 1 2876 -1,889 -1,091
Fold- Fold-
Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID F8 F8
50 mg/I 10 mg/I
Metabolisme lipidic
CYP7AL Cytochromg P450, family 7, subfamily 1581 6,812 1,536
A, polypeptide 1
CD36 Thrombospondin receptor 948 -3,521 -1,063
FXR Farnesoid X receptor 9971 -3,142 1,055
HNF4A Hepatic nuclear factor 4 alpha 3172 -2,578 -1,037
APOC3 Apolipoprotein C3 345 -2,297 -1,091
MTTP Microsomal triglyceride transfer protein 4547 -2,085 -1,044
ATP-binding cassette, sub-family A
ABCA1l 19 -1,935 1,055
(ABC1), member 1
RXRA Retinoid X receptor, alpha 6256 -1,904 1,113
CETP Cholesteryl ester transfer protein, 1071 1,888 1,029
plasma
SCAP SREBP cleavage activating protein 22937 -1,802 -1,064
PPARA Peroxisome proliferator-activated 5465 1,713 1,014
receptor alpha
LXR Liver X receptor 10062 -1,640 1,120
APOC2 Apolipoprotein C2 344 -1,618 -1,042
APOC1 Apolipoprotein C1 341 -1,593 -1,124
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SOAT1 Sterol O-acyltransferase 6646 -1,513 -1,048

SREBP1 Sterol r.eg.ulatory element binding 6720 1,414 1,024
transcription factor 1

APOE Apolipoprotein E 348 -1,403 1,034

ACACA Acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha 31 -1,366 -1,062

PPARG Peroxisome proliferator-activated 5468 1,270 11,089

receptor gamma

APOB Apolipoprotein B 338 -1,255 1,173

3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme

HMGCR
A reductase

3156 1,102 1,202

SHP Small heterodimer partner 8431 1,426 1,076

3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme

HMGCS1 3157 1,428 1,260
A synthase 1
LDLR Low density lipoprotein receptor 3949 2,586 1,097
Estres oxidatiu
SOD1 Superoxide dismutase 1 6647 -2,810 -1,398
GPX1 Glutathione peroxidase 1 2876 -1,848 -1,045
FC FC FC
SG:\T::)I Gene Name :::;eIZD EGCG B2 c1
y 10mg/l | 10 mg/l | 10 mg/|
Metabolisme
Metabolime lipidic
CYP7AL Cytochr.ome P450, famlly 7, 1581 1,748 i i
subfamily A, polypeptide 1
PPARG Peroxisome proliferator-activated 5468 1210 1115 1,047
receptor gamma
APOC2 Apolipoprotein C2 344 -1,068 -1,056 -1,031
APOE Apolipoprotein E 348 -1,051 -1,089 -1,025
APOC1 Apolipoprotein C1 341 -1,042 -1,101 1,034
SCAP SREBP cleavage activating protein 22937 -1,037 -1,147 -1,049
APOC3 Apolipoprotein C3 345 -1,016 -1,102 -1,020
LDLR Low density lipoprotein receptor 3949 1,004 -1,099 1,138
CD36 Thrombospondin receptor 948 1,010 1,019 1,018
SHP Small heterodimer partner 8431 1,016 -1,002 1,091
SOAT 1 Sterol O-acyltransferase 6646 1,019 -1,011 1,124
LXR Liver X receptor 10062 1,025 -1,005 1,126
HNF4A Hepatic nuclear factor 4 alpha 3172 1,033 1,012 1,068
ACACA glcper;c;/I-Coenzyme A carboxylase 31 1,036 1,051 1,220
FXR Farnesoid X receptor 9971 1,040 1,029 1,093
ATP-binding cassette, sub-family A
ABCA1 19 1,045 1,052 1,088
(ABC1), member 1
HMGCR | > hvdroxy-3-methylglutaryl- 3156 1,050 | -1,066 | 1,135
Coenzyme A reductase
PPARA Peroxisome proliferator-activated 5465 1,063 1,086 1,006
receptor alpha
MTTP Mlcrqsomal triglyceride transfer 4547 1,081 1,041 1133
protein
RXRA Retinoid X receptor, alpha 6256 1,091 1,020 1,167
HmGesy | 3-ydroxy-3-methylglutaryl- 3157 1,001 | -1,077 | 1,043
Coenzyme A synthase 1
SREBP1 Sterol r.eg.ulatory element binding 6720 1115 1,016 1,022
transcription factor 1
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CETP Cholesteryl ester transfer protein, 1071 1217 i 1,032
plasma
APOB Apolipoprotein B 338 1,298 1,298 1,640
Estres oxidatiu
SOD1 Superoxide dismutase 1 6647 -1,613 -1,404 -1,346
GPX1 Glutathione peroxidase 1 2876 1,057 -1,027 1,059
6.4.2. Renovacié cel-lular: HepG2
Fold- Fold-
Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID GSPE GSPE
50 mg/I 10 mg/I

Renovacio cel-lular

Apoptosi/Diferenciacié/Proliferacié/Creixement

CASP9 Caspase 9 842 -1,572 1,003
MMP2 Matrix metalloproteinase 2 4313 -1,392 1,115
CASP3 Caspase 3 836 -1,202 -1,049
PDGFA Platelet-t':lerived growth factor alpha 5154 1,164 1,190
polypeptide
TIMP1 Tissue inhibitor of metalloproteinase 1) 7076 -1,093 1,086
VEGFA Vascular endothelial growth factor A) 7422 -1,050 1,050
TGFB1 Transforming growth factor beta 1) 7040 1,106 1,146
TIMP2 Tissue inhibitor of metalloproteinase 2) 7077 1,141 1,139
MMP9 Matrix metalloproteinase 9) 4318 1,434 1,017
MMP3 Matrix metalloproteinase 3) 4314 - 1,196
Fold- Fold-
Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID F8 F8
50 mg/I 10 mg/I

Renovacio cel-lular

Apoptosi/Diferenciacié/Proliferacié/Creixement

Apoptosi/Diferenciacié/Proliferacié/Creixement

Renovacio cel-lular

CASP3 Caspase 3 836 -1,899 -1,172
MMP2 Matrix metalloproteinase 2 4313 -1,688 1,162
CASP9 Caspase 9 842 -1,333 1,067
TIMP1 Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 7076 -1,052 1,065
PDGFA Platelet-t':lerived growth factor alpha 5154 1,039 1,047
polypeptide

VEGFA Vascular endothelial growth factor A 7422 -1,027 -1,063
TGFB1 Transforming growth factor beta 1 7040 -1,018 -1,016
TIMP2 Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 7077 1,030 1,029
MMP3 Matrix metalloproteinase 3 4314 1,510 -1,072
MMP9 Matrix metalloproteinase 9 4318 - 1,218

FC FC FC

Sj::;il Gene Name GE:::'IZD EGCG B2 c1
10 mg/l | 10 mg/l | 10 mg/|

MMP9

Matrix metalloproteinase 9

4318

-3,053

1,075

CASP3

Caspase 3

836

1,025

-1,134

1,056
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TGFB1 Transforming growth factor beta 1 7040 1,059 -1,039 1,186
TIMP2 ;lssue inhibitor of metalloproteinase 7077 1,065 1,170 1015
CASP9 Caspase 9 842 1,071 -1,002 1,124
VEGFA Vascular endothelial growth factor A 7422 1,100 1,036 1,202
TIMP1. 'I1'|ssue inhibitor of metalloproteinase 7076 1138 1,078 1,007
MMP2 Matrix metalloproteinase 2 4313 1,147 1,152 1,120
PDGFA Platelet-t':lerlved growth factor alpha 5154 1,201 1,019 1228
polypeptide
MMP3 Matrix metalloproteinase 3 4314 - 1,020 -1,243
6.4.3. Homeostasi sanguinia: HepG2

Fold- Fold-

Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID GSPE GSPE

50 mg/I 10 mg/I

Homeostasi sanguinia

FGG Fibrinogen gamma chain 2266 -2,199 1,088
FGA Fibrinogen alpha chain 2243 -1,946 1,013
F7 Coagulation factor VII 2155 -1,942 1,035
AGT Angiotensinogen 183 -1,831 -1,022
FGB Fibrinogen beta chain 2244 -1,530 1,157
F3 Tissue factor 2152 -1,387 1,019
PLAT Tissue plasminogen activator 5327 -1,374 1,036
EDN1 Endothelin 1 1906 1,666 -1,446
PLAU Urokinase plasminogen activator 5328 2,463 1,114
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1 5054 3,001 -1,156
NPPB Natriuretic peptide precursor B 4879 14,060 -
Fold- Fold-
Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID F8 F8
50 mg/I 10 mg/I

Homeostasi sanguinia

FGG Fibrinogen gamma chain 2266 -2,234 -1,037
F7 Coagulation factor VII 2155 -1,939 1,108
AGT Angiotensinogen 183 -1,849 -1,034
FGA Fibrinogen alpha chain 2243 -1,765 -1,010
PLAT Tissue plasminogen activator 5327 -1,558 1,127
FGB Fibrinogen beta chain 2244 -1,352 1,030
F3 Tissue factor 2152 -1,307 1,118
PLAU Urokinase plasminogen activator 5328 2,782 -1,008
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1 5054 3,009 -1,122
EDN1 Endothelin 1 1906 3,104 -1,150
NPPB Natriuretic peptide precursor B 4879 22,575 -
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FC FC FC
Sj:;; Gene Name GE:::'IZD EGCG B2 c1
10mg/l | 10 mg/l | 10 mg/|
Homeaostasi sanguinia
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1 5054 -1,182 -1,143 -1,145
PLAT Tissue plasminogen activator 5327 -1,137 -1,255 1,103
FGA Fibrinogen alpha chain 2243 -1,084 1,072 1,172
FGG Fibrinogen gamma chain 2266 -1,014 -1,278 -1,108
F7 Coagulation factor VII 2155 1,005 1,030 -1,006
PLAU Urokinase plasminogen activator 5328 1,027 -1,036 1,180
AGT Angiotensinogen 183 1,032 -1,040 1,127
EDN1 Endothelin 1 1906 1,108 1,017 1,184
F3 Tissue factor 2152 1,112 1,009 1,197
FGB Fibrinogen beta chain 2244 1,151 1,036 1,017
NPPB Natriuretic peptide precursor B 4879 - 1,042 -
6.4.4. Resposta inflamatoria: HepG2
Fold- Fold-
Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID GSPE GSPE
50 mg/I 10 mg/I
ITGB2 Integrin, beta 2 3689 -1,944 -1,102
LFA1 Integrin, alpha L 3683 -1,775 1,125
MAPK9 Mitogen-activated protein kinase 9 5601 -1,497 1,051
CD40 TNF receptor superfamily member 5 958 -1,425 -1,014
IKK2 Inhibitor of kap!;)a light polypeptide 3551 1,425 1197
gene enhancer in B-cells, kinase beta
FAS TNF receptor superfamily, member 6 355 -1,409 1,069
Nuclear factor of kappa light
NFKB1 polypeptide 4790 -1,198 -1,036
gene enhancer in B-cells 1
NOS3 Nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) 4846 -1,052 1,144
Nuclear Factor of kappa light
IKBa polypeptide gene enhancer in B-cells 4792 1,004 -1,126
inhibitor, alpha
IL18 Interleukin 18 3606 1,062 -1,040
MCSE Colony stimulating factor 1 1435 1,690 1,061
(macrophage)
AP-1 Activator protein 1 3725 1,880 1,176
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 3383 2,264 1,016
IL8 Interleukin 8 3576 3,311 1,011
Fold- Fold-
Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID F8 F8
50 mg/I 10 mg/I
LFA1 Integrin, alpha L 3683 -2,479 1,508
ITGB2 Integrin, beta 2 3689 -1,696 -1,004
MAPK9 Mitogen-activated protein kinase 9 5601 -1,669 1,033
CD40 TNF receptor superfamily member 5 958 -1,479 1,086
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FAS TNF receptor superfamily, member 6 355 -1,449 1,028
Inhibitor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells, kinase beta
Nuclear Factor of kappa light

IKBa polypeptide gene enhancer in B-cells 4792 -1,224 -1,204
inhibitor, alpha

Nuclear factor of kappa light

IKK2 3551 -1,351 1,001

NFKB1 . . 4790 -1,183 -1,018
polypeptide gene enhancer in B-cells 1
IL18 Interleukin 18 3606 -1,013 1,014
MCSE Colony stimulating factor 1 1435 1,701 1,029
(macrophage)
AP-1 Activator protein 1 3725 2,052 1,087
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 3383 2,335 -1,007
IL8 Interleukin 8 3576 4,078 1,113
NOS3 Nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) 4846 - -1,212
FC FC FC
Sj::;l Gene Name GE:::'IZD EGCG B2 c1
10 mg/l | 10 mg/l | 10 mg/|
IL18 Interleukin 18 3606 -1,124 -1,278 1,020
ITGB2 Integrin, beta 2 3689 -1,115 -1,132 -1,031
Nuclear Factor of kappa light
IKBa polypeptide gene enhancer in B-cells 4792 -1,096 -1,099 -1,023

inhibitor, alpha
Nuclear factor of kappa light

NFKB1 polypeptide gene enhancer in B-cells 4790 -1,078 -1,091 1,041
1

MCSE Colony stimulating factor 1 1435 1,056 1,063 1,078
(macrophage)

FAS TNF receptor superfamily, member 6 355 -1,041 -1,019 1,011
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 3383 1,023 1,052 1,164
CD40 TNF receptor superfamily member 5 958 1,056 -1,006 1,151
AP-1 Activator protein 1 3725 1,063 1,026 1,220

IL8 Interleukin 8 3576 1,074 -1,085 1,177
MAPK9 Mitogen-activated protein kinase 9 5601 1,119 1,052 1,185

IKK2 Inhibitor of kap!;)a light polypeptlde 3551 1,147 1122 1,145

gene enhancer in B-cells, kinase beta

LFA1 Integrin, alpha L 3683 1,173 1,121 1,069
NOS3 Nitric oxide synthase 3 (endothelial 4846 i 1,437 i

cell)
6.4.5. Metabolisme cel-lular: HUVEC
Fold- Fold-
Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID GSPE F8
25 mg/I 25 mg/I

Metabolisme

Metabolisme lipidic

HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme 3156 1621 1,601
A reductase
ABCA1 ATP-binding cassette, sub-family A 19 -1,292 1,023
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(ABC1), member 1
ACACA Acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha 31 -1,206 -1,270
LDLR Low density lipoprotein receptor 3949 -1,175 -1,234
CD36 Thrombospondin receptor 948 -1,135 1,093
PPARA Peroxisome proliferator-activated 5465 1,130 1,300
receptor gamma
APOD Apolipoprotein D 347 -1,124 1,078
SCAP SREBP cleavage activating protein 22937 -1,119 -1,021
HMGCS1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme 3157 1116 1,119
A synthase 1
CETP Cholesteryl ester transfer protein, 1071 1,079 1123
plasma
SOAT1 Sterol O-acyltransferase 6646 -1,052 1,161
APOC1 Apolipoprotein C1 341 -1,007 1,151
SREBP1 Sterol r.eg.ulatory element binding 6720 1,002 1142
transcription factor 1
Peroxisome proliferator-activated
PPARA 5465 1,070 1,318
receptor alpha
LXR Liver X receptor 10062 1,074 1,096
INSIG1 Insulin induced gene 1 3638 1,120 1,091
RXRA Retinoid X receptor, alpha 6256 1,241 1,210
PTGS1 Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 5742 -1,270 1,030
PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 5743 1,263 1,405
APOE Apolipoprotein E 348 1,408 1,079
PLA2G7 Phospholipase A2, group VII 7941 - -1,260
Estres oxidatiu
SOD1 Superoxide dismutase 1 6647 -1,386 -1,189
GPX1 Glutathione peroxidase 1 2876 -1,270 1,030
6.4.6. Renovacié cel-lular: HUVEC
Fold-
Gene Entrez Change
Gene Name Gene ID Fs

Renovacio cel-lular

Apoptosi/Diferenciacié/Proliferacié/Creixement

CASP3 Caspase 3 836 -1,197 1,127
MMP2 Matrix metalloproteinase 2 4313 -1,166 1,029
TIMP2 Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 7077 -1,124 1,095
CASP9 Caspase 9 842 1,006 1,009
TIMP1 Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 7076 1,037 1,163
TGFB1 Transforming growth factor beta 1 7040 1,042 1,076
PDGFA Platelet-t':lerived growth factor alpha 5154 1,120 1352
polypeptide
VEGFA Vascular endothelial growth factor 7422 1,687 1,807
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6.4.7. Homeostasi sanguinia: HUVEC
Fold- Fold-
Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID GSPE F8
25 mg/I 25 mg/I
Homeostasi sanguinia
EDN1 Endothelin 1 1906 -6,444 -14,061
F3 Tissue factor 2152 -1,605 -1,528
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1 5054 -1,352 -1,259
VWEF Von Willebrand factor 7450 -1,225 1,014
PLAT Tissue plasminogen activator 5327 -1,019 1,065
ACE Angiotensin | converting enzyme 1636 1,033 1,097
PLAU Urokinase plasminogen activator 5328 1,468 3,026
6.4.8. Resposta inflamatoria: HUVEC
Fold- Fold-
Gene Entrez Change Change
Symbol Gene Name Gene ID GSPE F8
25 mg/I 25 mg/I
Resposta inflamatoria
SELE Selectin E 6401 -2,358 -1,374
CRP C-reactive protein 1401 -1,596 1,331
VCAM1 Vascular cell adhesion molecule 1 7412 -1,448 -1,100
IL6 Interleukin 6 3569 -1,445 -1,489
IL8 Interleukin 8 3576 -1,356 -1,208
ITGB2 Integrin, beta 2 3689 -1,335 -1,153
NFKB1 Nudearf?dnrofkappaﬁghF 4790 11,209 1,109
polypeptidegene enhancer in B-cells 1)
IL18 Interleukin 18 3606 -1,192 -1,731
FAS TNF receptor superfamily, member 6 355 -1,109 -1,023
AP-1 Activator protein 1 3725 -1,001 1,543
ITGA4 Integrin, alpha 4 3676 1,000 1,000
MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1 6347 1,038 1,087
IKK2 IanhorofkapPathtponepﬁde 3551 1,045 1131
gene enhancer in B-cells, kinase beta
NOS3 Nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) 4846 1,049 1,067
MAPK9 Mitogen-activated protein kinase 9 5601 1,064 1,104
Nuclear Factor of kappa light
IKBa polypeptide gene enhancer in B-cells 4792 1,133 1,227
inhibitor, alpha
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 3383 1,134 1,075
MCSE Colony stimulating factor 1 1435 1,156 1,330
(macrophage)
CD40 TNF receptor superfamily member 5 958 1,192 1,069
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Capitulo 3

Nutrigendmica y alimentos

Sabina Diaz*, Isabel Baiges** y Lluis Arola***

Departamento de Bioquimica y Biotecnologia. Universidad Rovira i Virgili de

Tarragona

* Investigadora en formacion del Departamento de Bioquimica y Biotecnologia de la Universidad
Rovira i Virgili.

** Investigadora del Departamento de Bioquimica y Biotecnologia de la Universidad Rovira i Virgili.
*** Catedratico de Bioguimica y Biologia Molecular de la Universidad Rovira i Virgili. Departamento
de Bioquimica y Biotecnologia. Campus Sescelades. (C/ Marcel-li Domingo, s/n. 43007. Tarragona).
lluis.arola@urv.cat

Resumen

Entre los alimentos actuales con mayor potencial industrial estd el grupo de los
denominados alimentos funcionales, aquellos que son efectivos en la prevencién y mejora
de patologias concretas. Para la calificacién de un alimento como funcional es

imprescindible evaluar su eficacia cuando esta listo para el consumo humano.

Los sistemas de evaluacién de eficacia son diversos: siguen un proceso que comienza con
estudios in vitro, continda in vivo, con animales experimentales, y termina con estudios de
intervencién en humanos. Es un proceso largo y de coste elevado que debe realizarse
cuando el alimento estda terminado. Para evitar fracasos y reducir los estudios de
intervencién a los casos imprescindibles, hay que disponer de metodologias que permitan
predecir, con la mayor seguridad posible, la futura eficacia del alimento que estd en

produccidn.

Los conocimientos actuales de la nutrigendmica, ciencia que estudia la interaccion de los
nutrientes con los genes, han permitido constatar que hay muchos genes cuya expresién es
sensible a la presencia de determinados principios activos en los alimentos. Del estudio de
su modificacion se obtienen conclusiones significativas para comprender la interaccidon de

moléculas bioactivas con los procesos patoldgicos.

Combinando el estudio de la expresidn de genes clave en patologias concretas con
marcadores de punto final de procesos metabdlicos, es posible disefiar un sistema de
evaluacion de eficacia de alta fiabilidad y bajo coste relativo. En este estudio se propone una

metodologia utilizable y se demuestra su interés cientifico e industrial.
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Alimentos funcionales

La interrelacién entre alimentos y salud es, hoy por hoy, una evidencia cientifica que ha
conducido a la industria de los alimentos, a la comunidad cientifica, a las organizaciones de
consumidores y las autoridades sanitarias a interesarse por las posibilidades de utilizar los
alimentos como vehiculo para mantener y promover un buen estado de salud y bienestar,
asi como para reducir el riesgo de sufrir determinados tipos de enfermedades. Una correcta
alimentacidn es esencial para este propdsito, aunque a menudo no suficiente. Los avances
cientificos, especialmente en Japdén en la segunda mitad del siglo pasado, llevaron a
establecer que los alimentos pueden utilizarse, mds alld de sus valores intrinsecos en
nutricién, como vehiculos para administrar sustancias bioactivas que modifiquen procesos

bioquimicos o fisiolégicos y mejoren el estado de salud.

De aqui nace el concepto de alimento funcional, una tipologia de alimentos que, utilizando
una definicién de consenso en la Union Europea derivada del proyecto FUFOSE (1), se
corresponde con aquellos alimentos para los que se puede demostrar satisfactoriamente
que ejercen un efecto beneficioso sobre una o mas funciones selectivas del organismo,
ademas de sus efectos nutritivos intrinsecos, de modo tal que su consumo resulte apropiado
para mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de enfermedad, o ambas cosas.
Los alimentos funcionales deben seguir siendo alimentos, y deben producir sus efectos en
las cantidades en que normalmente se consumen en la dieta. Un alimento funcional puede
ser un alimento natural, un alimento al que se ha afiadido un componente, o un alimento al
que se le ha quitado un componente meditante procesos tecnoldgicos o bioldgicos; también
puede tratarse de un alimento en el que se ha modificado la naturaleza de uno o mds de sus

componentes, o cualquier combinacién de estas posibilidades.

En la Europa actual la interrelaciéon entre nutricidn optima y vida sana estd ganando
aceptacion publica, y los consumidores estan buscando cada vez mas informacién sobre los
alimentos que compran. La industria alimentaria quiere aprovechar los conocimientos
generados en ciencia basica de alimentos y estd invirtiendo en proyectos de innovacién,
especialmente en el campo de los alimentos funcionales (2), aunque para la inversién
industrial tan solo es un incentivo real un alimento del que se puedan trasladar los efectos
positivos sobre la salud a los consumidores de manera satisfactoria. De aqui surge la
necesidad de crear alegaciones que permitan certificar los efectos de los alimentos sobre la
salud de forma creible para los consumidores. Resulta evidente que la evolucién y desarrollo
de los alimentos funcionales ha de ir acompafiada de sistemas de control y seguimiento para

garantizar que las alegaciones se utilicen para promover la salud publica y la proteccion de
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los consumidores contra la informacién que pueda ser falsa o errénea (3).

En 2006, el Parlamento Europeo aprobd una legislacidn para regular las alegaciones de salud
para los alimentos (4) que establece que deben ser cientificamente probadas y claras, y no
ambiguas para los consumidores. Una alegacion se define como cualquier mensaje o
representacién que afirme, sugiera o impligue que un alimento tiene caracteristicas
particulares. Las “alegaciones nutricionales” hacen referencia a la energia que aportan y a
los nutrientes u otras sustancias que contengan o no contengan. Las “alegaciones de salud”
refieren la existencia de una interrelacidn entre un alimento o uno de sus componentes y la
salud. La normativa prohibe, con alguna excepcién, la utilizacion de alegaciones
nutricionales o de salud que no tengan establecidos “perfiles nutricionales” (por ejemplo,
alto en sal, rico en acidos grasos saturados), perfiles que deben ser definidos a partir de
conocimientos cientificos sobre dieta, nutricidén y su relaciéon con la salud y, especialmente,
sobre el papel de nutrientes y otras sustancias con un efecto nutricional o fisioldgico en las

patologias crénicas.

La aplicacién de la nueva regulacién europea impone pues unas nuevas reglas del juego para
la industria de los alimentos: para comercializar productos como alimentos funcionales hay
que garantizar, con una base cientifica solida, su relacién con la salud de los consumidores,

es decir, hay que haber demostrado su eficacia.
Eficacia de los alimentos funcionales

Habitualmente, el disefio de un nuevo alimento funcional comienza a partir de conclusiones
de estudios epidemioldgicos que correlacionan dietas particulares con prevalencia de
determinadas patologias en poblaciones representativas. En ocasiones, el analisis diferencial
de la dieta permite identificar sustancias bioactivas utilizables en la produccién de alimentos
a partir de las cuales es posible plantear un nuevo alimento funcional. Tras identificar la
sustancia bioactiva de interés, en primer lugar habrd que comprobar si es segura con los
procedimientos bien estandarizados de la industria farmacéutica. En segundo lugar habra
que determinar en sistemas in vitro cual es su diana bioquimica y qué efectos ejerce sobre
ella en relacion con el proceso patolédgico para el que la sustancia en estudio tiene interés.
Posteriormente habra que augmentar el nivel de complejidad pasando a estudios in vivo con
animales experimentales para validar los estudios in vitro. En este punto, surge la necesidad
de utilizar “biomarcadores”, entendidos como una caracteristica que es objetivamente
medible y evaluable como indicador de un proceso bioldgico normal, de un proceso

patolégico o de una respuesta farmacolégica a una intervencidon terapéutica (5). Los
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biomarcadores se han convertido en un elemento esencial en la ciencia de la nutricién para
demostrar, en estudios de intervencién —es decir, en estudios en humanos—, los efectos de
nutrientes o sustancias bioactivas en un periodo de tiempo razonable y con un coste
también moderado, aunque la informacién que aportan es parcial y, en ocasiones
insuficiente, y hay que buscar combinaciones de biomarcadores u otras estrategias para
obtener informacion concluyente (6). La comunidad cientifica europea acepta un sistema de
biomarcadores de complejidad creciente (7) que permiten obtener conclusiones fiables de
los estudios de intervencion en humanos, que son habitualmente concluyentes para fijar las
bases cientificas de las alegaciones nutricionales y de salud. Es un proceso largo y costoso
que no puede aplicarse hasta que un nuevo alimento esté terminado y sea directamente

utilizable para el consumo humano.

Durante el proceso de disefio de un nuevo alimento, la industria necesita sistemas de
validacidn de eficacia que permitan predecir, con la mdxima seguridad, los resultados de la
utilizacion de planteamientos innovadores. Hay que poder prever el potencial de sustancias
bioactivas para utilizarlas en la produccion de alimentos funcionales, y hay que poder seguir
su evolucion a lo largo de las operaciones necesarias para la fabricacion del alimento. No es
posible realizar estudios completos en cada momento del proceso por lo que es necesario
disefiar estrategias metodoldgicas que, con la mdxima fiabilidad posible, permitan predecir
los resultados finales. Evidentemente, hay que comprobar la eficacia de productos
terminados y hay que hacerlo mediante estudios de intervencién en poblaciones
representativas y con rigor estadistico, pero no es viable ni tiene sentido realizar estudios de

intervencién durante el proceso de fabricacién.

En la ultima década, la ciencia de la nutricién ha comprendido que los efectos de la nutricion
sobre la salud y la enfermedad no pueden entenderse sin un profundo conocimiento sobre
cémo actuan los nutrientes a nivel molecular. Los factores que llevan a esta conclusién son
tres (8): el primero se deriva de los proyectos de secuenciacién completa de genomas que
permiten visualizar la importancia de los genes en nutricién cuando se demuestra que los
nutrientes afectan directamente la expresidn génica. El segundo esta basado en la evidencia
de que los micro y macronutrientes son potentes sefiales que influyen en el funcionamiento
celular y juegan un importante papel en el control homeostatico. El tercero se deriva del
conocimiento de que la predisposicion genética tiene un papel significativo en el desarrollo
de las tres principales causas de mortalidad ligadas a la dieta, como son la patologia
cardiovascular, la diabetes tipo 2 y el cadncer. De aqui surge la nutrigendmica, ciencia que

trata de estudiar las influencias de la nutricion sobre el genoma (9, 10, 11). Desde la
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perspectiva de la nutrigendmica, los nutrientes son sefiales de la dieta que son detectadas
por sistemas de sensores celulares, como pueden ser los miembros de la superfamilia de los
receptores nucleares, que modulan la expresion génica, la expresién proteica v,
consiguientemente, la produccién de metabolitos. La nutrigendmica trata de identificar
genes que influyen en el riesgo de las patologias relacionadas con la dieta a gran escala y de

entender el mecanismo que esta en la base de la predisposicion genética.

Las tecnologias “0micas” que son la base metodoldgica de la nutrigendmica, no son tan solo
necesarias para el desarrollo del estudio de la interaccidn genes-nutrientes sino que
también, en el contexto de la ciencia de la nutricidn, pueden utilizarse como biomarcadores
de la predisposicion individual y de la eficacia de nutrientes o ingredientes (12). Aunque son
especialmente utiles para, desde una visidon de sistema, visualizar diferencias entre grupos,
su desarrollo metodolégico permite utilizarlas para la produccion de alimentos funcionales
en la fase de disefio, utilizando como biomarcadores genes clave en la interaccién de
nutrientes o ingredientes con el metabolismo que varian sus niveles de expresiéon en una

situacion patoldgica.
Biomarcadores para el desarrollo de alimentos funcionales

Segun nuestra hipdtesis, un sistema eficiente para seguir la eficacia de los alimentos
funcionales durante su disefo industrial puede consistir en identificar genes clave con
expresidn sensible a nutrientes o sustancias bioactivas y utilizarlos en sistemas in vitro como
biomarcadores que permitan, de forma rdpida y relativamente econdmica, predecir su
interés en la prevencién o mejora de estados patoldgicos durante el desarrollo del producto.
Para obtener conclusiones consistentes, hay que utilizar en paralelo biomarcadores de
proceso; es decir, hay que poder controlar procesos metabdlicos clave, no Unicamente
cuantificando metabolitos de punto final, sino especialmente siguiendo procesos dindmicos
que permitan obtener informacidn sobre la modificacidn de vias o procesos metabdlicos

significativos.

La metodologia que hemos disefiado tiene dos fases y consiste, en primer lugar, en
seleccionar un sistema celular 6ptimo como modelo experimental segln la patologia que se
desee prevenir o paliar. En la primera fase, en la que se trabaja con marcadores de proceso,
se trata de identificar procesos clave en las patologias en estudio para poder seguirlos
experimentalmente, por ejemplo, captacién de glucosa por células de tejidos periféricos en
el estudio de la diabetes tipo 2. En la segunda fase, relativa a la utilizacién de marcadores

génicos, hay que empezar identificando los genes de interés. En principio un estudio
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bibliografico es suficiente en esta fase, aunque puede completarse con la realizacién de
arrays de alta densidad para conocer los genes que alteran su expresién cuando las células
son tratadas con la substancia bioactiva en estudio. A partir de esta informaciéon hay que
seleccionar los genes que su utilizardn como biomarcadores para construir un array de baja
densidad con los genes biomarcadores mediante el que se pueda evaluar los cambios en la
expresion génica de los genes seleccionados en células tratadas con las sustancias bioactivas
en estudio. Antes del array de baja densidad, hay que fijar las condiciones experimentales, lo
que puede hacerse seleccionando genes clave y valorando su expresidn mediante PCR real
time para fijar la concentracién de la sustancia bioactiva y el tiempo éptimos para observar

un efecto determinado.
Proantocianidinas y metabolismo lipidico

Diversos estudios (13, 14, 15) han mostrado que las proantocianidinas presentes en la dieta
son biomoléculas activas. Actian como cardioprotectoras (16), antioxidantes (17),
antigenotoxicas (18), antiinflamatorias (19) y anticancerigenas (20). La accidn protectora de
las proantocianidinas puede extenderse a alteraciones metabdlicas que son factores de
riesgo para las patologias cardiovasculares, como la resistencia a la insulina, dislipemia,
hipertension arterial y obesidad, colectivamente agrupadas como sindrome metabdlico. Son,

por tanto, moléculas potencialmente utilizables en la prevencién de estas patologias.

En este contexto y utilizando la metodologia descrita, nuestro grupo ha estudiado el
potencial de las proantocianidinas como moléculas correctoras de las alteraciones del
metabolismo lipidico. En trabajos previos observamos una disminuciéon del 50% en los
niveles circulantes de triacilgliceroles en ratas, cinco horas después de la administracién de
un extracto de proantocianidinas de pepita de uva (GSPE), junto con una positiva alteracion
de la distribucion del colesterol ligado a lipoproteinas (21). Partimos de una evidencia
experimental obtenida en estudios in vivo y queremos demostrar que utilizando nuestra

propuesta metodolégica podemos llegar a la misma conclusién mediante un sistema in vitro.

Por una parte, usamos lo que hemos denominado marcadores de proceso. En este caso,
hemos cuantificado la sintesis de novo de triacilgliceroles y colesterol por células hepaticas
HepG2 y su secrecidn al medio. El tratamiento de las células con proantocianidinas a dosis
moderadas, de acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 1, nos indica que se
produce una disminucién del 83% de la secrecidn de triacilgliceroles al medio y una
disminucién del 48% de la secrecidn de colesterol total, un resultado notable que concuerda

con los resultados obtenidos in vivo y que confirma el interés de las proantocianidinas como
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principio activo utilizable en alimentacion funcional para corregir dislipemias. Sin embargo,
es un resultado insuficiente para validar la metodologia propuesta, pero que adn asi nos

sirve, in vitro, como marcador de proceso.

Para completar la metodologia, utilizamos en paralelo los biomarcadores genéticos,
analizando la expresidon de genes clave del metabolismo de los lipidos y de su control. La
intencién es encontrar perfiles de expresiéon condicionados por las proantocianidinas que
permitan predecir un efecto positivo en relacién con la correccidn de las dislipemias. De este
modo, dispondremos de un procedimiento mas rapido y prdactico con el que seguir la

elaboracion de alimentos funcionales con proantocianidinas.

La seleccién de genes clave que puedan servirnos como biomarcadores no es una tarea
sencilla, ya que ha de centrarse en un nimero pequeiio y representativo. Hemos utilizado
informacién bibliografica de forma exhaustiva y, también, las conclusiones a las que han
llegado los fabricantes de arrays de baja densidad para pruebas diagndsticas en clinica. Al
final, hemos elegido un conjunto significativo de genes directamente implicados en el
metabolismo y transporte de lipidos, y los genes que codifican los receptores nucleares
relacionados con el metabolismo lipidico, ya que pensamos que son candidatos
especialmente sugerentes por su doble condicién de interactuar con los nutrientes y con el

ADN.

La expresidn de los genes varia mucho con el tiempo por lo que es necesario fijar bien el
momento de su estudio. Para no tener que realizar arrays de baja densidad para concretar el
tiempo de estudio, seleccionamos algin gen que consideramos clave en el proceso y
evaluamos su respuesta a tiempos cortos y largos. Loégicamente, la eleccidon de un Unico
tiempo conlleva pérdida de informacién porque no todos los genes responden a la misma
velocidad, pero la necesaria simplificacion del proceso obliga a limitar las condiciones
experimentales. El mismo proceso nos sirve para fijar la concentracidn de trabajo éptima de
la sustancia bioactiva. Si se trata de entender mecanismos, légicamente, habra que analizar

los resultados con mayor profundidad, pero no es este el objetivo del presente trabajo.

Para el caso ejemplo que nos ocupa, hemos seleccionado un gen que consideramos clave en
el metabolismo del colesterol, el que codifica la proteina Nieman-Pick C1 likel (NPC1L1), una
proteina que tiene un papel critico en la absorcién de colesterol en el intestino y que
también se expresa en células hepaticas donde puede facilitar la captacién de colesterol
libre del medio y modular su excrecidon en forma de acidos biliares (22, 23). Los resultados

obtenidos, mostrados en la Tabla 1, nos llevaron a seleccionar un tiempo largo de 9 horas y
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una dosis media de 50 mg/I.

Fijadas las condiciones de trabajo, realizamos un array de baja densidad con los genes y
resultados referidos en las Figuras 2 y 3. En relacién con los genes biomarcadores del
metabolismo y transporte de lipidos, se observa (Figura 2) una represion generalizada de
todos ellos en nuestro modelo de células HepG2. Unicamente los genes que codifican para la
sintetasa del 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA y para el receptor de LDL se encuentran
significativamente sobre expresados, mientras que no se observa ninguna variacién en el

gen de la reductasa del 3-hidroxi-3-metilglutarilCoA.

Estos resultados son sugerentes, ya que indican una disminucién en la sintesis de lipidos, un
aumento en su degradacion y una cierta inhibicion de los procesos que permiten su
excrecién celular, especialmente por lo que al colesterol se refiere. También sugieren una
modificacidén del transporte de colesterol en un sentido positivo para corregir una situaciéon
de dislipemia. Concuerdan con los resultados in vivo y los obtenidos in vitro con marcadores

de proceso.

En relacidn con los genes que codifican para los receptores nucleares (Figura 3) se observa
una represion generalizada para todos los genes estudiados excepto para el gen que codifica
para SHP. Los resultados obtenidos indican que las proantocianidinas son capaces de alterar
la expresidn de estos genes, importantes en el contexto de regulacion del metabolismo
como respuesta a la presencia de nutrientes. Los receptores analizados modifican su
expresion en el mismo sentido que anteriormente se ha comentado: disminuyendo la

sintesis de acidos grasos y triacilgliceroles.

Sin duda es posible e interesante profundizar en el sentido de los sugerentes cambios de
expresidn génica resefiados, pero sin embargo este trabajo no tiene ese propdsito. Nuestra
intencién es proponer una metodologia, una estrategia novedosa para el disefio de
alimentos funcionales que afiade valor a la nutrigendmica. Los resultados obtenidos
demuestran que es una metodologia utilizable para las proantocianidinas y las dislipemias.
Habra que probar otras sustancias bioactivas en esta u otras situaciones patoldgicas para

poder generalizar esta conclusidn.
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FIGURA 1. SINTESIS DE NOVO Y SECRECION DE TRIACILGLICEROLES Y COLESTEROL
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Efecto del extracto de proantocianidinas de pepita de uva (GSPE) en la sintesis, contenido celular y
secrecion al medio de triacilgliceroles y colesterol sintetizados de novo en cultivos in vitro de
hepatocitos humanos de la linea celular HepG2. Las células se incubaron durante 6 horas con Ye-
acetato sddico. Simultdneamente se traté el grupo GSPE con 50 mg/l de GSPE en 0,1% etanol (v/v) y
el grupo control con 0,1% etanol (v/v).

Los lipidos se extrajeron con disolventes y se separaron por cromatografia en capa fina.
Posteriormente, se cuantificé la radioactividad presente en las fracciones correspondientes a
triacilgliceroles y colesterol. En el eje de ordenadas se presenta la radiactividad en desintegraciones
por minuto (dpm) respecto a la proteina celular. Las barras correspondientes a los triacilgliceroles o al
colesterol total secretados al medio se representan en el eje de ordenadas secundario (derecha). Los
valores se expresan como media +SEM de 5 experimentos independientes. Para el analisis estadistico
se ha aplicado el test de la t de Student con una p<0,05.
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NEX 2

FIGURA 2. EXPRESION DE GENES BIOMARCADORES: METABOLISMO LIPIDICO
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Efecto del extracto de proantociandinas de pepita de uva (GSPE) sobre los niveles de mRNA de los
genes: Acetil-CoA carboxilasa (ACACA), ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 (ABCA1),
apolipoproteina B (APOB), apolipoproteina C1 (APOC1), apolipoproteina C2 (APOC2), apolipoproteina
C3 (APOC3), apolipoproteina E (APOE), receptor de trombospondina (CD36), 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA reductasa (HMGCoA-R), 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintetasa 1 (HMGCoA-S), receptor de LDL
(LDL-R), proteina microsomal transferidora de triglicéridos (MTTP), SREBP cleavage activating protein
(SCAP), esterol o-acil transferasa (SOAT) y sterol regulatory element binding transcription factor 1
(SREBP).

Las células HepG2 fueron incubadas con una dosis de GSPE de 50 mg/l durante 9 horas. Tanto el
grupo control como el tratado con GSPE contenian una concentracién de etanol de 0,1% (v/v). La
expresion de los genes se determina extrayendo el ARN celular, fabricando el cDNA vy utilizando una
tarjeta microfluidica Tagman® Low Density Array (TLDA) con la b-actina como gen de referencia.

Los valores se refieren a variacidn sobre el gen de referencia y se expresan como media + SEM. Para
el andlisis estadistico se ha aplicado el test de la t de Student con una p<0.05.
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7. ANNEX 2
FIGURA 3. EXPRESION DE GENES BIOMARCADORES: RECEPTORES NUCLEARES
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Efecto del extracto de proantocianidinas de pepita de uva (GSPE) sobre los niveles de mRNA de los
genes: farnesoid X receptor (FXR), hepatic nuclear factor 4 alpha (HNF4q.), liver X receptor (LXR),
peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARa), peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (PPARY), retinoid X receptor, alpha (RXRat), small heterodimer partner (SHP)

Las células HepG2 fueron incubadas con una dosis de GSPE de 50 mg/| durante 9 horas. Tanto el
grupo control como el tratado con GSPE contenian una concentracién de etanol de 0,1% (v/v). La
expresion de los genes se determina extrayendo el ARN celular, fabricando el cDNA vy utilizando una
tarjeta microfluidica Tagman® Low Density Array (TLDA) con la b-actina como gen de referencia.

Los valores se refieren a variacidn sobre el gen de referencia y se expresan como media + SEM. Para
el andlisis estadistico se ha aplicado el test de la t de Student con una p<0.05.
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TABLA 1. EXPRESION DEL GEN DE LA NIEMAN-PICK C1 LIKE 1

0 mg/l GSPE 50 mg/| GSPE 150 mg/l GSPE
lhora 9 horas 1 hora 9 horas 1 hora 9 horas
0,99 + 0,08 0,99 + 0,03 0,87° +0,07 0,64°+0,11 0,87°+0,08 0,63° + 0,02

Efecto del extracto de proantocianidinas de pepita de uva (GSPE) sobre los niveles de mRNA de
Nieman-Pick C1 likel (NPC1L1) en células HepG2.

Las células HepG2 fueron incubadas con una dosis de GSPE de 50 mg/l durante 9 horas. Tanto el
grupo control como el tratado con GSPE contenian una concentracién de etanol de 0,1% (v/v). La
expresion de los genes se determina extrayendo el ARN celular, fabricando el cDNA y realizando una
PCR cuantitativa a tiempo real a partir de 20 ng de cDNA utilizando sondas Tagman® y b-actina como
gen de referencia.

Los valores se refieren a variacidn sobre el gen de referencia y se expresan como media + SEM. Para
el andlisis estadistico se ha aplicado una ANOVA de un factor con una p<0.05, utilizando el test de
Scheffé para discriminacidn a posteriori.
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