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Resum

La sarcopénia és una malaltia relacionada amb la pérdua de la massa muscular i la seva
funcié amb relacié a I'envelliment. Aquest estudi intenta determinar si la Seleno-Metionina (Se-
Met), un aminoacid amb capacitats antioxidants, és capa¢ de millorar la situacié d’aquesta
patologia des dels punts de vista de la senescéncia cel-lular, la funci6 mitocondrial i la
produccié d’enzims antioxidants, aplicada a la linia cel-lular L6E9. L’experiment fou dividit en
tres tractaments: el control, el tractament amb Se-Met sense capacitat antioxidant (10 pM) i el
tractament amb propietats antioxidants (100 uM). Es realitzaren una série de proves per a
determinar la viabilitat cel-lular i els nivells de radicals lliures, aixi com I'expressio de gens
implicats en la capacitat antioxidant, la funcié mitocondrial i la senescéencia. Es va determinar
que el tractament amb 100 uM de Se-Met si té un efecte antioxidant sobre cél-lules musculars
esquelétiques, a més de mostrar diferéncies en I'expressio de gens com Ppargcla, Tp53 i
Sirt3, entre d’altres. L’expressio de Tp53 ha estat la més destacada de tot I'experiment, sent
un punt clau per a futurs estudis sobre aquest seleno-compost. Tot i que farien falta més
estudis per a determinar els efectes d’aquest aminoacid sobre la sarcopénia, s’intueix que
podria tenir un bon futur per a combatre aquest tipus de malalties.

Resumen

La sarcopenia es una enfermedad relacionada con la pérdida de la masa muscular y su
funcion con relacion al envejecimiento. Este estudio intenta determinar si la Seleno-Metionina
(Se-Met), un aminoé&cido con capacidades antioxidantes, es capaz de mejorar la situacién de
esta patologia desde los puntos de vista de la senescencia celular, la funcién mitocondrial y
la produccién de enzimas antioxidantes, aplicada a la linea celular L6E9. El experimento fue
dividido en tres tratamientos: el control, el tratamiento con Se-Met sin capacidad antioxidante
(10 uM) y el tratamiento con propiedades antioxidantes (100 uM). Se realizaron una serie de
pruebas para determinar la viabilidad celular y los niveles de radicales libres, asi como la
expresion de genes implicados en la capacidad antioxidante, la funcion mitocondrial y la
senescencia. Se determind que el tratamiento con 100 uM de Se-Met si tiene un efecto
antioxidante sobre células musculares esqueléticas, ademas de mostrar diferencias en la
expresion de genes como Ppargcla, Tp53 y Sirt3, entre otros. La expresion de Tp53 ha sido
la mas destacada de todo el experimento, siendo un punto clave para futuros estudios sobre
este seleno-compuesto. A pesar de que harian falta mas estudios para determinar los efectos
de este aminoacido sobre la sarcopenia, se intuye que podria tener un buen futuro para
combatir este tipo de enfermedades.

Abstract

Sarcopenia is a disease characterized by to the loss of muscle mass and function with aging.
This study attempts to determine whether Seleno-Methionine (Se-Met), an amino acid with
antioxidant properties, is able to improve the situation of this pathology at the level of cellular
senescence, mitochondrial function, and the production of antioxidant enzymes, applied to the
L6E9 cell line. The experiment was divided into three treatments: control, treatment with Se-
Met with no antioxidant capability (10 uM) and treatment with antioxidant properties (100 pM).
Several experiments were carried out to determine the cellular viability and levels of free
radicals, as well as the expression of genes involved in antioxidant defense, mitochondrial
function, and senescence. The treatment with 100 pM of Se-Met has an antioxidant effect on
skeletal muscle, and affects the gene expression of Ppargcla, Tp53 and Sirt3 genes, among
others. Tp53 expression has been the most prominent of the entire experiment, being a key
point for future studies of this seleno-compound. Although further studies are needed to
determine the effects of this amino acid on sarcopenia, it shows promise against this type of
disease.
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Introducciod

Sarcopenia
La sarcopénia (del grec oapkog—sarkds, que significa “carn”—i mevia—penia, que significa

“deficiéncia”-) és un desordre progressiu i generalitzat del muscul esquelétic relacionat amb
una pérdua accelerada de la massa muscular i la seva funcié (Cruz-Jentoft & Sayer, 2019).
Per a diagnosticar aquesta malaltia és necessari mesurar la massa, la forca muscular i el
rendiment fisic, segons Cruz-Jentoft & Sayer (2019). Quan es mesura la forca de prensié i
aquesta resulta baixa, es diu que és probable patir sarcopénia. Es en el segon mesurament,
la massa muscular, quan es confirma la patologia si els valors sén menors als referenciats per
la European Working Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP). L'avang de I'edat és
un factor que modifica 'homeostasi del mascul esquelétic, el qual necessita un equilibri entre
la regeneracio i la hipertrofia a través de mecanismes complexos i poc coneguts. Com pot
observar-se a la figura 1, el mal funcionament dels mitocondris, juntament amb la inflamacio,
'apoptosi, I'estrés oxidatiu o canvis en hormones i factors de creixement, entre d’altres,

contribueixen en gran manera en I'avang d’aquesta patologia.

« Oxidative stress * Changes in hormones,

growth factors | Satellite cell

« Neural plaque changes, dysfunction

motor neuron loss

« Mitochondrial
dysfunction

« Apoptosis

» Microvascular changes
« Inactivity, disuse * Inflammation
« Imbalance in protein metabolism

Figura 1. Origen multifactorial de la sarcopénia. Figura extreta de Cruz-Jentoft & Sayer
(2019).

Els canvis cel-lulars que s'observen en teixits musculars amb sarcopénia inclouen una
reduccio de la grandaria i del nimero de miofibres, afectant, en particular, a les fibres tipus II.
Aquest fet es deu, en part, a una transicio entre les fibres de tipus Il i | amb I'edat, sumat a la
mioesteatosi (infiltracié de greix intramuscular i intermuscular) i un nombre reduit de cel-lules
satel-lit que es diferencien en fibres de tipus Il (Cruz-Jentoft & Sayer, 2019). A més, la integritat

dels mitocondris localitzats en els miocits es veu modificada (Picca et al., 2018). S'han
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observat canvis moleculars que involucren alteracions en la via de senyalitzacié de complexos
com el factor de creixement insulinic 1 (IGF-1), diana de rapamicina en cel-lules de mamifer
(MTOR) i les proteines FOX (Ziaaldini et al., 2017). Segons Brown et al. (2015): “a causa
d'aguesta patologia es produeix una desregulacié de I'expressié génica per al muscul
esquelétic, probablement mitjancat a través de canvis epigenetics i modulats mitjancant

microARNSs”.

Paper de les espécies reactives d’oxigen (ROS) en la sarcopénia
Com s'observa en la figura 2, un dels principals factors que podrien afavorir I'aparicio de

sarcopénia és l'estrés oxidatiu, el qual pot estar estretament lligat amb un altre factor, la
inflamacié. Existeixen estudis enfocats en els efectes sobre I'alteracié del sistema de defensa
antioxidant i la reduccio6 de la massa muscular a mesura que I'ésser huma envelleix (Deepa et
al., 2019). Aquest fet queda demostrat per Deepa et al., (2019); Meng & Yu, (2010), ja que
observen com la pérdua de massa muscular esta associada a un gran increment de la
produccio de radicals lliures en ratolins salvatges amb sarcopénia. A més, Deepa et al. (2019)
mostren un increment del 30% de la produccid de radicals lliures mitocondrials (mtROS) en
ratolins salvatges amb 30 mesos d'edat. S'ha observat com les ROS solen aparéixer com a
segons missatgers del factor de necrosi tumoral a (TNF-a) en el teixit muscular esquelétic,
activant, de manera directa o indirecta, el factor nuclear k B (NF-kB) (Reid & Li, 2001), el qual
regula positivament citocines com la interleucina 6 (IL-6) (Chung et al., 2009). Els efectes de
TNF-a com a citocina pro-inflamatoria poden induir I'apoptosi cel-lular en teixit muscular.

Quan l'estrés oxidatiu indueix la inflamacio del teixit muscular es produeix una alteracié de
I'equilibri redox intracel-lular que sembla ser un dels factors primaris que acabarien causant
un estat cronic d'inflamacié lleu (Meng & Yu, 2010).

Actualment, sabem que elevats nivells de radicals lliures poden produir danys directament
sobre macromolécules com ara les proteines, els acids nucleics... S'ha mostrat que la
inflamacié també perjudica el funcionament dels mitocondris en muscul cardiac (Mariapann et
al., 2009). Per aixo0, I'efecte conjunt de l'estrés oxidatiu i la inflamaci6 en el miscul esquelétic
pot portar a la disfuncié dels mitocondris, la reduccié de la sintesi proteica, l'increment de la
degradaci6 peptidica i, en funcié de les rutes de senyalitzacié que s'activin, I'apoptosi (Meng
& Yu, 2010).

4|Pagina



Muscul envellit p53

Dany ADN

T ca*

J- Capacitat
antioxidant

J Produccié de forga Atrdfia de fibres

Figura 2. Vies de senyalitzacioé redox relacionades amb I’envelliment del muascul i la
sarcopénia. Les linies que hi ha entre les caixes indiquen interaccio. Aquelles linies que
acaben en punta representen un increment o que promouen l'activitat d’'una determinada
molécula, mentre que aquelles que tinguin un cercle ple indiquen inhibicié o repressio.
Abreviacions: p53-Ac: p53 acetilada; ROS: espécies reactives d’oxigen; SIRT: sirtuina; Nrf2:
factor nuclear eritroide 2 relacionat amb el factor 2; NAD*: nicotinamida adenina dinucleotid;
H.O.: peroxid d’hidrogen; Ca?*: ions calci; mTOR: diana de rapamicina a mamifers; PGC1a:
co-activador 1-a del receptor y activat pel proliferador de peroxisomes; NMJ: unié

neuromuscular. Figura adaptada de Foreman, Hesse & Ji (2021).

Efecte de la senescéncia sobre la sarcopenia
La senesceéncia cel-lular és una resposta caracteritzada per la imposicié d’'un arrest

permanent i irreversible del cicle cel-lular. Un altre fet caracteristic sén les alteracions
fenotipiques induides per diversos factors estressants (tals com mutacions oncogéeniques,
erosio dels teldmers, estres epigenétic...) després d’'un nombre finit de divisions. A més a més,
esta estretament relacionada com un dels contribuidors de l'avang de l'edat i malalties
associades a aquest avang (Childs et al., 2015), tot i que també té efectes positius com podria
ser I'eliminacié de cél-lules que han esdevingut innecessaries.

Aquest procés pot iniciar-se a causa de l'eix del sensor de dany mutat d’ataxia
telangiéctasi (ATM)-p53-p21, les xarxes supressores de tumor p16'™N<“3-Rb i altres potencials

rutes. D’entre les dues rutes acabades de mencionar, tant el p53 com el pRB sén dos péptids
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supressors de tumors “guardians” que inicien els mecanismes per aturar la progressio de la
senescéncia (He et al., 2022).

Per altra banda, el factor de creixement transformant B (TGF-B) juga també un rol
important en la senescéncia, ja que té la capacitat de modular I'expressié de gens implicats
en processos d’envelliment com poden ser la proliferacié cel-lular, la produccié de radicals
lliures, la regulacié del cicle cel-lular, 'apoptosi o la resposta a les proteines desplegades,
entre d’altres. Aquesta proteina pot induir I'expressié de p21 i de la sirtuina 6 (SIRT6), una
histona deacetilassa de classe Il que contraresta la senescencia (Tominaga & Suzuki, 2019).

A més, cal destacar el paper de mTOR. Quan s’activa el complex 1 de mTOR es pot
produir la senyalitzacié i activa la hipertrofia muscular (Baek et al., 2021). L’activitat de
MTORCL1 es troba regulada per la disponibilitat de nutrients, constituint aixi el principal
mediador de la senyalitzacio de nutrients, sent important per a la regulacio del creixement.

Efecte sobre la funcié mitocondrial
El coactivador del receptor gamma activat pel proliferador de peroxisomes (PGC-1a) té

una importancia vital en muscul amb relaci6 a la capacitat d’estimular la biogénesi
mitocondrial. Quan es troba inactivitat muscular cronica, aquesta sol anar acompanyada d’'una
expressié significativament reduida de PGC1-a, que també coincideix amb una reduccio de
les funcions mitocondrials i una major susceptibilitat a I'apoptosi iniciada pel mitocondri.
(Adhihetty et al., 2009).

Altres molecules importants per a la funcié mitocondrial sén el factor de respiracié nuclear
1 (NRF1) i el factor de transcripcié mitocondrial A (TFAM), les quals activen gens clau
necessaris per a la transcripcio i replicacié de 'ADN mitocondrial. També cal ressaltar el paper
de gens com el que codifica per al complex citocrom C oxidasa (COX), dels quals podem
destacar-ne el COX1, COX2 i COX3 (codificades als mitocondris) com les tres subunitats que
conformen el nucli catalitic de I'enzim i COX4 (codificada al nucli) que es correspon amb el
darrer enzim de la cadena de transport d’electrons (Timén-Gémez et al., 2018). L’existéncia
de subunitats codificades als mitocondris i al nucli evidencia la necessitat d’'una regulacié molt
precisa perqué es doni I'expressié simultania d’aquestes i puguin formar-se els complexes, el

que s’aconsegueix gracies a PGC1-a.

Seleno-Metionina (Se-Met)
El seleni (Se) és un micronutrient traca essencial que trobem a aliments com els cereals,

els bolets, les cebes, peixos o carns, entre d’altres. Aquest element ha estat associat amb
diverses activitats, com poden ser la capacitat citostatica, antiinflamatoria o antioxidant. (Pons
et al., 2020).
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La Seleno-metionina (Se-Met) és un analeg organic de la metionina que ha mostrat
presentar més beneficis que el seleni inorganic quant a I'increment, 'acumulacio a teixits i la
millora de la capacitat antioxidant d’animals de granja (Wan et al., 2020). La qual cosa fa que

la Se-Met es consideri un possible suplement alternatiu de seleni per a I'alimentacié animal.

Biosintesi
Els cereals, entre altres organismes vegetals, tenen la capacitat de transformar el

seleni inorganic en seleno-metionina principalment. Solen incorporar-ho a la proteina en lloc

d’'una metionina convencional, ja que el tRNA-Met no discrimina entre ambdues.

Selenite
+ GSM
" Selenomethylcysteine
Selenide
* serine Accumulator plants

v
Selenocysteine & Selenocystathionine — Selenohomocysteine =4 Selenomethionine
3
¢ serine Non-accumwiator plants
mavine aigae, bacteria and yeas!

Soelenate
Plant proteins,

Plant selenoproteins

Figura 3. Ruta biosintética de la seleno-metionina. Extret de: Schrauzer (2003).

La principal via per a la sintesi d’aquest compost tant a plantes, com algues marines i
llevats queda reflectida a la figura 3. La produccié d’aquest aminoacid per part de les espécies
vegetals variara en la quantitat de seleni present a 'ambient per a la seva sintesi.

La sintesi de la Seleno-Metionina es produeix de forma analoga a la de la metionina
segons Schrauzen, (2000). Aquest fet fou constatat mitjangant I's d’'una soca mutant de llevat

gue fou incapag de sintetitzar ambdds compostos en presencia de seleni al medi.

Reemplacament de Metionina per Seleno-Metionina.
El fet que a una cadena proteica aparegui una Se-Met en lloc d’'una Met no altera generalment

la seva estructura proteica, segons evidéncies amb estudis cristal-lografics realitzats amb
rajos X. (Schrauzer et al., 2003).

A més, segons Walter et al., 1973 la Se-Met té la capacitat de revertir la seva propia
oxidacio en preséncia del glutatié reduit (GSH), suggerint el gran potencial que podria tenir de
ser cataliticament actiu com a un antioxidant, especificament contra el peroxinitrit (Schrauzer
et al., 2003).

Per contra, s’ha observat que certs grups propers a aquest nou aminoacid, per
exemple, el grup metil unit al seleni de la Se-Met és molt més hidrofobic en comparacié a la

resta de grups metils units al sofre de Met. (Poulsen et al., 2001).
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Un altre desavantatge trobat involucraria una substitucié excessiva de Met per Se-
Met, la qual ha resultat en una reduccié de I'estabilitat proteica de forma in vitro (Schrauzer

et al., 2003), tot i que no implica que passi el mateix in vivo.

Ingesta, acumulacio i excrecio.
Un cop s’ingereix aquest aminoacid, ja que no pot ser sintetitzat per animals superiors,

és absorbit a I'intesti prim. Concretament, es produeix mitjancant el sistema de transport
d’aminoacids neutres depenent de Na*. La taxa de renovacié a escala corporal de Se-Met és
més lenta que la d’altres compostos amb seleni, indicant que s’incorpora a llarg termini.
(Schrauzer, 2003).

Qualsevol Se-Met que no és metabolitzada de forma immediata és incorporada a
organs amb taxes elevades de sintesi proteica, com poden ser el muscul esquelétic, eritrocits,
ronyons, pancrees, fetge, estdbmac i la mucosa gastrointestinal. (Schrauzer, 2000). EI mascul
esquelétic comprén el reservori més gran tissular de Se-Met, arribant a acumular fins a un
46,9% del seleni total present al cos. (Schrauzer et al., 2003).

Després d’una sola dosi oral, administrada a dones de Nova Zelanda, de Se-Met
corresponent a 1 mg de seleni, entre el 5i el 22% de la dosi fou eliminada en 24 h per orina i
el 3,5% per via fecal. A més, la Se-Met s’incorpora inespecificament a I'albumina i es
transforma en part de la reserva de metionina. (Burk et al., 2001). Els nivells de seleni en sang
dependran completament de la ingesta i, de forma semblant, els nivells de seleni en cabells i
ungles. (Chobert et al., 2003).

Us en la sintesi de la Glutatié Peroxidasa (GSH-PXx).
La glutati6 peroxidasa (GSH-Px) és un enzim que s’encarrega de catabolitzar la

reduccio del peroxid d’hidrogen a aigua, participant també en la reduccié d’hidroperoxids
lipidics a alcohols, emprant el glutatié reduit (GSH) com a reductor.

Aquest enzim fou el primer seleno-enzim que hom va coneixer, les avaluacions
guantitatives relacionades amb la biodisponibilitat de seleni en diverses formes quimiques
estudiaven quasi de forma exclusiva quina era la quantitat minima d’un compost amb seleni

requerit per a la induccié de GSH-Px en sérum, eritrocits o fetge. (Chobert et al., 2003).

Objectius

Pel fet que la Se-Met ha mostrat un potencial antioxidant important, i que el muscul
esqueletic n’és el principal reservori, un increment d'aquest aminoacid podria influir en el
desenvolupament de la sarcopénia. Per a analitzar els efectes de la Se-Met sobre els
processos relacionats amb l'aparicié d’aquesta patologia, s'han cultivat cél-lules de muscul

esqueleétic de rata L6E9 i s'han tractat amb diverses concentracions de Se-Met per a:
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OE.1l. Analitzar I'efecte antioxidant de la Se-Met mitjancant la determinacié dels nivells de
ROS produides en muscul esquelétic de rata en preséncia i abséncia d’aquest seleno-
aminoacid.

OE.2. Establir una concentracio de Se-Met que no interfereixi amb la viabilitat de les cél-lules.
OE.3. Determinar I'expressio de gens relacionats amb la senescéncia, funcié mitocondrial i

I'efecte antioxidant a cél-lules musculars.

Material i metodes

Materials i reactius
Reactius especifics com la SeMet foren adquirits de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

EUA). El Dulbecco’s modified Eagle’s medium fou comprat a LabClinics, el Sérum Bovi Fetal
i la soluci6 de antibiotics (penicil-lina i estreptomicina) provenen de Biological Industries
(Kibbutz Bei Haemek, Israel). Els reactius rutinaris foren proporcionats per Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA), Panreac (Barcelona, Espanya) i Bio-Rad Laboratories (Hércules, CA, EUA).

Cultiu cel-lular i tractaments
La linia cel-lular L6E9 de mioblasts de rata es va mantenir amb Dulbecco’s modified

Eagle’s medium (DMEM) suplementat amb vermell fenol amb un 10% de sérum fetal bovi
(FBS) y 1% de penicil-lina/estreptomicina a una atmosfera al 5% de CO, a 37°C per a mantenir

la seva forma de fibroblast esquelétic.

Per a diferenciar-los a mioblasts es varen mantenir amb DMEM suplementat amb
vermell fenol amb un 2% de sérum fetal bovi (FBS) i un 1% de penicil-lina/estreptomicina a
una atmosfera al 5% de CO2 a 37°C (Mikula et al., 2005) durant 5 dies.

Tots els tractaments foren duts a terme quan les cél-lules s’havien diferenciat i havien
arribat al 100% de la confluéncia. Per a realitzar els assajos de viabilitat cel-lular i producci6
de ROS, les cel-lules foren tractades amb concentracions creixents de Se-Met (des de 1 nM
fins a 1 mM). Per a les analisis mitjancant PCR foren emprades les concentracions 10 uM y
100 pM.

Assaig de viabilitat cel-lular
Es van sembrar 10.000 cél-lules amb DMEM per pou a una placa de 96 pous (p96).

Les cel-lules foren tractades amb la bateria de concentracions creixent de Se-Met mencionada
anteriorment durant 48 h. El nombre de ceél-lules viables fou determinat per I'emissié de
fluorescéncia de '’ADN unit al reactiu Hoechst 33342. Posteriorment, després de les 48 h de
tractament, es va aspirar el DMEM de cada pou i es va rentar amb PBS. Després, varen ser

afegits 100 pL de solucié Hoechst 33342 5 pug/mL. La solucié Hoechst fou incubada amb PBS
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durant 5 min a 37°C. La fluorescéncia fou mesurada a 350 nm d’ona excitatoria i 455 nm d’ona
d’emissio.
Mesura de la produccié de ROS

Varen ser cultivades 10.000 cel-lules per pou a una p96 amb les mateixes condicions
que a l'assaig de viabilitat cel-lular. Les cél-lules foren tractades de la mateixa forma. Els
nivells de ROS després del tractament foren determinats mitjancant el reactiu de diacetat de
diclorofluoresceina (DCFDA). Passades les 48 h de tractament, el DMEM de cada pou fou
aspirat i van ser afegits 100 uL de DCFDA (PBS-glucosa 20 mM i DCFDA 10 pM). La placa
fou incubada durant 30 min a una atmosfera al 5% de CO; a 37°C. La fluorescéncia fou
mesurada a una ona d’excitacid de 570 nm i una ona d’emissi6é de 585 nm. Es va corregir la
fluorescéncia de cada pou pel nombre de cel-lules viables mesurades amb el métode de
Hoechst.

RT-gPCR

Les cel-lules foren cultivades en plaques de 100 mm de diametre (p100) fins a arribar
al 100% de confluéncia. Posteriorment, les cél-lules foren diferenciades i, 48 h. després, es

va iniciar el tractament amb les concentracions 10 uM y 100 uM durant 48 h.

L’ARN total de les cél-lules fou aillat emprant 1 mL de TRI Reagent (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), seguint les instruccions del fabricant. Posteriorment, es va quantificar 'ARN
total mitjangant el nanoespectrofotometre BioSpec (Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan)
programat a 260 nm i 280 n, obtenint aixi el rati 260/280. Les mostres foren retrotranscrites a

ADNCc per a la seva posterior analisi mitjancant q-PCR.

Es va retrotanscriure 1 uyg d’ARN total a ADNc durant 10 min. a 25°C, 50 min. a 37°C,
15 min. a 70°C i, finalment, a 4°C un temps indefinit amb la segiient mix: 50 uyM Random
Hexamers, 10 mM de dNTP mix, 20 U/mL de ARNasa OUT, 10 mM DTTs i 200 U/uL M-Mlv.
L’ADNc obtingut de cada mostra fou diluit en una proporcié 1/10.

Per a dur a terme la qPCR es va realitzar una MIX composada per 2,1 uL d’aigua lliure
de ARNases; 0,2 uL d’encebador (directe) i 0,2 uL d’encebador (invers); i 5 uyL de SYBR Green
(tenint en compte que aquests volums fan referéncia a una Unica mostra). A continuacio, foren
afegits 7,5 pL de MIX i després 2,5 pL de mostra, respectivament, a un dels pous de la placa
de lectura. Abans de realitzar la lectura amb el LightCycler480 es va donar un cop de

centrifuga a la placa de lectura.

El programa d’amplificacié va incloure una passa de desnaturalitzacié a 95°C, 5 min.,
seguit de 45 cicles amb una passa de desnaturalitzacio (10 s., 95°C), una passa d’alineament

(10 s., temperatura depenent dels encebadors, Taula 1), i una passa d’elongacio (12 s., 72°C),
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Els valors Ct de la PCR a temps real es van analitzar tenint en compte I'eficiéncia de
la reacci6 i referint aquests resultats a dos gens constitutius (TATA Binding Protein-Thp-,

Gapdh) utilitzant el software estandard GenEx (Multi-SAnalises, Sweden).

Taula 1. Llistat d’encebadors emprats a la g-PCR. Mt-Col: COX1; Cox4il: COX4; Gapdh:
GAPDH; Mtor: mTOR; Nrf2: NRF2; Ppargcla: PGC1-a; Cdkn2a: p16; Cdknla: p21; Tp53:
p53; Sgstml: p62; Sirt3: SIRT3; Sirt6: SIRT6; Sod1l: Superoxid dismutasa 1 (SOD1); Sod2:
superoxid dismutasa 2 (SOD2); Thp: TBP; Tfam: TFAM

Nombre d’accés al Directe Temperatura
Tali 0
gen Invers d’alineament (°C)
Mt-Col GCTTTTGACTGCTTCCTCCA 60
AATCTACGGATACCCCAGCA
Cox4il CAAGGGCACCAATGAGTGGA 60
AAGCCCTGAATGGGGTTGAC
Gapdh CTGGTGGTCCAGGGGTCTTA 60
CCACTCCTCCACCTTTGACG
Mtor CTGATGTCATTTATTGGCACAAA 60

CAGGGACTCAGAACACAAATGC

Nrf2 GCAACTCCAGAAGGAACAGG 58
AGGCATCTTGTTTGGGAATG
Ppargcla ATGTGCAGCCAAGACTCTGTA 60

GGTCACTACACCACTTCAATCCA

Cdkn2a TCCTCCGCTGGGAACGT 55
GGCGTGCTTGAGCAGAAGTT

Cdknla GAGCAGTGCCCGAGTTAAGG 60
TGGAACAGGTCGGACATCAC

TpS3 TTCCCTCAATAAGCTGTTCTGCC 66

TGCTCTCTTTGCACTCCCTGG

Sgstm1l CTAGGCATCGAGGTTGACATT 56
CTTGGCTGAGTACCACTCTTATC

Sirt3 AGGCCCATATCCCTCTCTGT 55
ACTCCCTGGGGATCTGAAGT
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Sirt6 GACCTAACGCTCGCTGATGA 60
CTGGCGGTCATGTTTTGTGG

Sod1 ACTTCGAGCAGAAGGCAAGC 60
CCAGGTCTCCAACATGCCTC

Sod2 ACCGAGGAGAAGTACCACGA 60
TAGGGCTCAGGTTTGTCCAG

Thp CACCGTGAATCTTGGCTGTAAAC 60
CGCAGTTGTTCGTGGCTCTC

Tfam GCTAAACACCCAGATGCAAAA 60
CGAGGTCTTTTTGGTTTTCC

Analisi estadistic
L'analisi estadistic fou realitzant als nivells de ROS, la viabilitat cel-lular i els

tractaments de Se-Met. Per tant, va ser emprat el programa informatic R Studio per a calcular
contrastos d’hipotesi de mostres independents es va utilitzar el test t entre els diversos
tractaments (sent la bateria de concentracions de Se-Met en I'assaig dels nivells de ROS i la
viabilitat cel-lular; i sent els grups Control i 10 uM Se-Met; i Control i 100 uM Se-Met).
Inicialment, fou comprovada la normalitat de les dades mitjangant la prova Shapiro-Wilk.
Posteriorment, es va comprovar la homocedasticitat amb el test de Bartlet. Finalment, es va
tenir en compte que a totes les proves estadistiques, contrast d’hipotesi inclos, el nivell de

significacio fou de 0,05.

Resultats

Elevades concentracions de Se-Met afecten la supervivencia cel-lular de

fibroblasts en cultiu
La supervivencia dels mioblasts tractats amb altes dosis de Se-Met (1 mM) es va veure

extremadament reduida, minvant quasi per complet la seva viabilitat (Fig. 4). En canvi, a
mesura que la dosi fou disminuint es va observar un augment de la proliferacié cel-lular,
sobretot a les concentracions emprades a aquest experiment. Posteriorment, veiem com la

viabilitat cel-lular a la resta de concentracions decreixents es troba més o menys estable.
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Figura 4. Assaig de viabilitat cel-lular a la linia cel-lular LBE9 emprant Se-Met. Els detalls
de l'assaig es troben detallats a I'apartat de material i métodes. pioo um seme=0,1996; P10 um
seMet=0,000363; p1 um semet=0, 78; P10o nm semet=0,1004; P10 nm semet=0,9751; p1 nm semet=0,1179; po.1
M semet=0,9871. S’han emprat quadruplicats per a I'analisi de la viabilitat cel-lular. * significa

gue hi ha diferéncia estadisticament significativa (p<0,05).

Nivells de ROS

Com s’observa a la figura 5, la seleno-metionina presenta activitat antioxidant a
concentracions de 1 mM i 100 uM. Mentre que a mesura que davalla la concentracié d’aquest
compost amb seleni es veu un augment progressiu dels nivells de ROS fins que pareix

estabilitzar-se.
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Figura 5. Mesura dels nivells de ROS a la linia cel-lular LBE9 emprant Se-Met. Els detalls
de l'assaig es troben detallats a I'apartat de material i métodes. p1 mm semet =0,0006; P1oo um
semet=0,014; P10 ym semet=0,69; P1 um semet=0,21; P1oo nm semet=0,068; P10 nm semet=0,035; P1 nm
semet=0,035; po.1 nm semer=0,013. S’han emprat quadruplicats per a I'analisi dels nivells de ROS.
* significa que hi ha diferéncia estadisticament significativa (p<0,05). # significa diferencies
estadisticament significatives (p<0,1).

L’expressié de la sirtuina 3 pareix tenir una variacio en resposta a Se-Met
Quant als gens antioxidants estudiats (figura 6), pot apreciar-se com a concentracions de 10

MM no hi ha diferéncies estadisticament significatives en I'expressié de cap gen (pni2=0,20;
Psirs=0,78;Psod1=0,51;ps0s2=0,34). Encara que a concentracions de 100 uM, tots quatre
(Pnrt2=0,31;ps0d1=0,32;ps0d2=0,41) tampoc mostren cap diferéncia estadisticament significativa,
llevat de la tendéncia present a I'expressio de Sirt3 (p=0,07).
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Figura 6. L’addicié de Se-Met ha resultat en una reduccio dels nivells d’expressi6 de la
Sirt3. S’han emprat quadruplicats per a l'analisi de I'expressié de gens amb propietats

antioxidants. # significa diferéncies estadisticament significatives (p<0,1).

L’expressid de gens relacionats amb la funcidé mitocondrial es veu
modulada en resposta a Se-Met
L’expressié de Ppargcla sota concentracions de 100 pM ha resultat en una reduccié

significativa (p=0,04). De la mateixa manera, podem veure com I'expressio de Mt-Col i Cox4il
minva de forma significativa (pm.co1=0,02 i pcoxsin=0,02). Per altra banda, com bé queda reflectit
a la figura 7, no trobem diferéncies significatives per a Tfam ni cap dels gens esmentats a
aguest apartat quan es varen tractar les cel-lules amb un tractament de 10 uM de Se-Met
(Ppparge1a=0,76; Prtam=0,42; Pm-co1=0,32; Pcoxair=0,98).
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Figura 7. La Se-Met redueix I’expressié dels gens Ppargcla, Mt-Col i CoXi4 en miocits
de rata. La linia cel-lular fou tractada amb concentracions de 10 yM i 100 yM de I'aminoacid.
S’han emprat quadruplicats per a I'analisi de I'expressié de gens relacionats amb la funcié
mitocondrial. * significa que hi ha diferéncia estadisticament significativa (p<0,05).

L’expressid de certs gens implicats en la senescéncia es veuen modulats

en resposta a Se-Met
Respecte a la resposta observada a gens relacionats amb la senescéncia (Fig. 8), s’ha trobat

que a concentracions de 10 uM no hi ha diferéncies estadisticament significatives (pmwor=0,95;
Psie=0,62; Prps53=0,43; Psgstm1=0,31; Pcdkn1a=0,43; Pcdkn2a=0,30). En comparacié, quan s’ha
emprat el tractament a concentracions de 100 uM no es mostra cap diferéncia estadisticament
significativa per a I'expressio de cap gen (pcdkn2a=0,31; Psqstm1=0,30; psite=0,11), exceptuant la
del Tp53 (p=0,004) que mostra un augment estadisticament significatiu de I'expressio génica
i dels gens Mtor (p=0,10) i Cdknla (p=0,09), els quals mostren una certa tendéncia a veure’s
reduits amb aquest tractament.
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Figura 8. Se-Met produeix un augment en I'expressié de Tp53, mentre que té tendéncia
a reduir les de Mtor i Cdknla. S’han emprat quadruplicats per a I'analisi de I'expressio de
gens implicats amb la senescencia. * significa que hi ha diferéncia estadisticament significativa

(p<0,05). # significa diferéncies estadisticament significatives (p<0,1).

Discussio

En aquest estudi s’ha analitzat I'efecte de la Se-Met sobre la linia cel-lular L6E9 de
muscul esquelétic de rata per a esbrinar si podria contribuir a millorar aspectes com la funcié
mitocondrial, la capacitat antioxidant i la senescéncia cel-lular. Varem triar les concentracions
de 10 uM i 100 uM per a constatar les diferéncies que hi ha quan s’empra Se-Met amb efectes
antioxidants i sense. Com s’ha pogut observar en els resultats, podem confirmar que la seleno-
metionina és un aminoacid amb activitat antioxidant, com afirmen altres autors en altres tipus
cel-lulars (Pons et al., 2020; Wan et al., 2020).

A concentracions de 10 uM no s’han apreciat canvis significatius pel que fa als
antioxidants, senescéncia i funcié mitocondrial, pero, en canvi, a concentracions de 100 uM
si que se n’han observat alguns. Aixi i tot, una reduccié dels nivells de radicals lliures que s’ha
traduit en una major viabilitat cel-lular, com també ho indiquen a Chen et al., 2021; Redman
et al., 1998; Wan et al., 2019. A més, tot i no tenir prou evidéncies significatives d’expressio
de gens antioxidants, si que podem veure una reduccio de I'expressié de gens implicats en la
senescéncia, gens implicats en la senescéncia, el que al final podria significar que aquest
seleno-aminoacid podria contribuir a reduir el nombre de cél-lules senescents en una situacio
de sarcopénia. Per altra banda, a causa d’una limitacioé de I'estudi, no s’han pogut realitzar
I'analisi de proteina mitjancant Western Blot (WB) ni determinar I'activitat d’'aquests enzims.

Si ens fixem en la funcié mitocondrial, trobem una reducci6 de I'expressio de Ppargcla

seguida de Mt-Col i Cox4il. Aquest resultat té sentit, ja que el gen Ppargcla és un dels
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reguladors principals de la biogenesi mitocondrial. Si aquest es redueix, seria d’esperar que
els altres dos gens també es vessin reduits. Ara bé, aquest resultat no era el que esperavem.
A la nostra hipotesi es pensava que afavoriria I'expressio d’aquests gens fent que s’estimulés
la sintesi de nous mitocondris. Aquest fet es podria deure a diversos factors. El fet que hagim
aplicat aquest tractament de forma in vitro pot haver fet que les cél-lules no necessitin generar
molta energia, ja que es troben estatiques al medi de cultiu i no han rebut cap estimul de
contraccid, a diferéncia del que passaria a un model animal. Tot i aix0, podem estar observant
una consequéncia de I'efecte antioxidant de la seleno-metionina, ja que reduint I'expressié de
gens relacionat amb la biogenesi mitocondrial s’estaria reduint el nombre de mitocondris,
principals productors de radicals lliures. De la mateixa forma, esperariem que la Sirt3 augmenti
la seva expressiéo a models animals, perqué s’ha vist com I'exercici estimula el contingut
proteic d’aquesta (Vargas-Ortiz et al., 2019), tot i que convé recordar que no s’han pogut
realitzar analisis proteiques a aquest treball, prova que ens confirmaria si I'expressio d’aquesta
sirtuina es veu reduida perqué ja n’hi ha suficient, si és una consequéncia del tractament, o si
bé podria estar relacionat amb el subjecte de I'estudi. Encara i aixi volem fer émfasi en el fet
gue son hipotesis del que podria haver passat. Per a confirmar que el tractament redueix la
biogénesi mitocondrial hauriem d’estudiar els nivells proteics de complexos mitocondrials, el
conjunt de mitocondris per microscopia o el consum d’oxigen, entre altres parametres.

La sobreexpressi6 resultant de Tp53 després del tractament, de forma preliminar, és
sorprenent. Aquest és un dels guardians del cicle cel-lular i les cél-lules que han estat
emprades durant aquest experiment havien estat diferenciades de forma prévia a
I'administracié del tractament, per tant, una citometria de flux seria necessaria en posteriors
estudis sobre I'efecte del seleno-aminoacid sobre muscul esquelétic per a comprovar a quina
fase del cicle cel-lular es troben. Per altra banda, hi ha literatura que esmena la capacitat de
bloqueig que té Tp53 quan es troba sobreexpressada enfront del gen Nrf2. Segons Faraonio
et al. (2006), s’ha demostrat que p53, a més de totes les seves funcions conegudes, és
responsable de silenciar I'activitat de Nrf2, suggerint aixi, que “la resposta antioxidant de la
cel-lula es troba sota un control estricte a causa de les seves possibles consequéncies
perjudicials”.

El que queda clar és que p53 té un ampli rang de funcions, entre les quals es poden
trobar implicacions tant amb la senescéncia, com amb la funcié mitocondrial i I'estrés oxidatiu.
Alguns exemples de les seves funcions relacionades amb la senescencia s6n mostrades per
Saleem et al. (2009), els quals observen com a ratolins que no presenten p53 mostren una
massa muscular significativament major que a ratolins de tipus salvatges. De forma semblant,
Beyfuss & Hood (2018) comenten com altres malalties com la diabetis poden induir la inhibicio
de vies que regulin p53, fent que aquesta s’acumuli de forma anormal i acabi induint I'apoptosi

del teixit. Segons Mijijt et al. (2020), un cop s’indueix la detencié del creixement cel-lular i la
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mort cel-lular programada, la p53 activada té la capacitat de modular la senescencia, mostrant
efectes aparents duals, en el que en certs casos promou i, en d’altres, inhibeix, el programa
de senescencia. Per tant, proposem que els nivells de p53 poden cursar senescencia 0 no,
perd s’ha de tenir en compte si aquesta proteina es troba acetilada o no.

Els principals reguladors de la senescencia, Cdknla i Cdkn2a, no han mostrat cap
augment, per conseguent, 'augment de p53 no sembla tenir cap efecte sobre aquest procés.
De totes maneres, el nombre de cel-lules senescents es podria determinar mitjan¢ant un

assaig de la B-galactosidasa.

Conclusions

En conclusié, la Se-Met és un aminoacid amb propietats antioxidants a muscul cardiac
de ratoli en funcié de la seva concentracio i no interfereix amb la viabilitat cel-lular quan és
emprada a concentracions antioxidants. Aquest estudi ha mostrat una reduccié significativa
de I'expressio de gens relacionats amb la senescéncia i la funcié mitocondrial, mentre que ha
augmentat significativament I'expressio de Tp53. D’acord a les limitacions de I'experiment, es
preveu que en un futur s’analitzi la quantitat de proteina i I'activitat dels enzims antioxidants

per a dilucidar els resultats reflectits aqui.
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