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Resumen

El envejecimiento conlleva un deterioro progresivo en la funcionalidad de los
organismos, aumentando el riesgo de enfermedades crénicas. En este contexto, la
sarcopenia es una enfermedad asociada al envejecimiento que se caracteriza por la
pérdida gradual de masa muscular, fuerza y funcién, lo que compromete la movilidad, la
salud general y la esperanza de vida. Aunque sus mecanismos subyacentes no estan
completamente esclarecidos, se han identificado varios factores implicados en su
desarrollo, como la inflamacidn crdnica, el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial,
la apoptosis y cambios hormonales y microvasculares, todos los cuales afectan la

homeostasis del musculo esquelético.

Cada vez hay mas pruebas que vinculan la cronodisrupcién con el
envejecimiento, lo que sugiere que las alteraciones en los ritmos circadianos podrian
contribuir al desarrollo de la sarcopenia. Los genes y proteinas del reloj circadiano se
expresan en el musculo esquelético, y entre ellos destaca Bmall, un gen clave que
vincula el reloj bioldgico con el sistema inmunitario y desempefa funciones esenciales
en la salud muscular. Bmall regula procesos fundamentales como la reparacion
muscular y la funcién mitocondrial. Dado que su expresién disminuye con la edad, la
alteracién del reloj circadiano en el musculo esquelético podria estar estrechamente
relacionada con la sarcopenia. Para investigar esta hipdtesis, desarrollamos un modelo
de ratén deficiente para Bmall inducible y especifico de musculo esquelético (iMS-
Bmal17"), con el objetivo de evaluar si la pérdida de este gen contribuye a los cambios
que conducen a la sarcopenia. Los ratones iMS-Bmall1~/~mostraron una disminucién en
la actividad locomotoray alteraciones en los ritmos circadianos, junto con una reduccién

de la masa muscular y un aumento en la fragilidad. Adema3s, se observo atrofia, fibrosis



Resumen

y una conversion hacia fibras musculares mas oxidativas. Estos cambios se acompafiaron
de una disminucién en la capacidad oxidativa mitocondrial, lo que sugeria una
adaptacidon compensatoria en el metabolismo de las fibras musculares. También se
observaron alteraciones en la ultraestructura muscular, con mayor dafio mitocondrial y
reducciéon en el numero de mitocondrias. Para contrarrestar estos efectos, evaluamos
el impacto terapéutico del ejercicio fisico y la melatonina. Ambos tratamientos
mitigaron las consecuencias negativas de la pérdida de Bmall, destacando la
importancia de este gen en la salud muscular, y demostraron que tanto el ejercicio como
la melatonina son estrategias efectivas contra la sarcopenia, incluso en ausencia de

Bmall.

Basandonos en estos hallazgos, el presente estudio profundiza en los
mecanismos moleculares que subyacen a estos cambios y en las vias a través de las
cuales la melatonina y el ejercicio ejercen sus efectos beneficiosos. Para ello, analizamos
la expresion de marcadores de células madre musculares (MuSC) y de factores
reguladores de la miogénesis muscular (MRFs), asi como alteraciones en la morfologia
muscular mediante resonancia magnética nuclear (RMN). Para conocer el estado
mitocondrial en el modelo experimental, se evalud la tasa de consumo de oxigeno (OCR),
fuga de protonesy produccion de ATP, mediante experimentos con mitocondrias aisladas
en Seahorse. Adicionalmente, se analizaron proteinas y genes relacionados con la
dindmica mitocondrial en los procesos de fusién, fisidon, biogénesis mitocondrial y
mitofagia, asi como cambios en la via NAMPT-NAD*-SIRTs y otros marcadores asociados

a la inflamacién y la sefializacién Klotho-FGF21, mediante técnicas de Western blot y



Resumen

gRT-PCR. Finalmente, se midid el cociente NAD*/NADH en los distintos grupos,

incluyendo los animales control y los tratados con ejercicio y/o melatonina.

Los resultados indican que los ratones iMS-Bmall™~ presentan una menor
expresion en los marcadores de MuSC y MRFs, lo que sugiere una regeneraciéon muscular
alterada en los animales con deficiencia en Bmall, que fue restaurada con los
tratamientos de ejercicio y/o melatonina. Aunque la respiracién mitocondrial no mostré
cambios significativos, el ejercicio produjo una disminucién en el valor de OCR, que la
melatonina no logré contrarrestar. Al contrario, la inhibicién del complejo | (Cl) con
rotenona disminuyd la OCR, lo que podria indicar una alteracidn a nivel del complejo I
(Cll) en este modelo de ratén. Ademads, se observaron mejoras en la fuga de protonesy
la produccion de ATP en los grupos con tratamientos compensando la deficiencia
mitocondrial. También se observaron alteraciones en la dindmica mitocondrial que
afectaron la integridad de las mitocondrias en el musculo esquelético, dando explicacion
a los cambios en la morfologia que se produce con la falta de Bmall. Ademas, estos
ratones mostraron alteraciones en el metabolismo energético, una respuesta
antioxidante deteriorada y un perfil inflamatorio alterado. De manera destacable, tanto
el ejercicio como la melatonina lograron revertir estos déficits, restaurando la salud
muscular en ausencia de Bmall y dando explicacién de los cambios que observamos que

desencadenan sarcopenia.

Estos hallazgos refuerzan la importancia del reloj circadiano en la homeostasis
del musculo esquelético y posicionan al ejercicio y la melatonina como estrategias
terapéuticas prometedoras contra la sarcopenia. Ademas, resaltan la necesidad de

profundizar en las vias moleculares responsables de sus efectos protectores, lo que
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podria abrir nuevas oportunidades para el desarrollo de intervenciones dirigidas a

mitigar el impacto del envejecimiento en la musculatura esquelética.



SUMMARY







Summary

Aging entails a progressive deterioration in the functionality of organisms,
increasing the risk of chronic diseases. In this context, sarcopenia is an aging-associated
disease characterized by the gradual loss of muscle mass, strength, and function, which
affects mobility, overall health, and life expectancy. Although its underlying
mechanisms are not fully elucidated, several factors involved in its development have
been identified, such as chronic inflammation, oxidative stress, mitochondrial
dysfunction, apoptosis, and hormonal and microvascular changes, all of which affect
skeletal muscle homeostasis. There is increasing evidence supporting the relationship
between chronodisruption and aging, suggesting that alterations in circadian rhythms
could contribute to the development of sarcopenia. Circadian clock genes and proteins
are expressed in skeletal muscle, among which Bmall stands out as a key gene that
links the biological clock with the immune system and plays essential roles in muscle
health. Bmall regulates fundamental processes such as muscle repair and
mitochondrial function. Since its expression decreases with age, circadian clock

disruption in skeletal muscle could be closely related to sarcopenia.

To investigate this hypothesis, we developed an inducible and muscle-specific
Bmal1 knockout mouse model (iMS-Bmal17/~) to determine whether the loss of this
gene could be a key factor in the changes leading to sarcopenia. iMS-Bmal1™~ mice
showed a decrease in locomotor activity and alterations in circadian rhythms.
Additionally, they exhibited a reduction in muscle mass and an increase in frailty.
Structurally, muscle atrophy, fibrosis, and a shift toward more oxidative muscle fibers
were observed. These changes were accompanied by a decrease in mitochondrial
oxidative capacity, suggesting a compensatory adaptation in muscle fiber metabolism.

Alterations in muscle ultrastructure were also evident, with increased mitochondrial
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damage and a reduction in the number of mitochondria. To counteract these effects,
we evaluated the therapeutic impact of physical exercise and melatonin. Both
treatments mitigated the negative consequences of Bmall loss, highlighting the
importance of this gene in muscle health, and demonstrated that both exercise and

melatonin are effective strategies against sarcopenia, even in the absence of Bmall.

Based on these findings, the present study delves into the molecular
mechanisms underlying these changes and the pathways through which melatonin and
exercise exert their beneficial effects. For this purpose, we analyzed the expression of
muscle stem cell (MuSC) markers and myogenic regulatory factors (MRFs) as well as
alterations in muscle morphology using nuclear magnetic resonance (RMN). To
determine the mitochondrial state in the experimental model, we assessed oxygen
consumption rate (OCR), proton leak, and ATP production using isolated mitochondria
in Seahorse assays across different experimental groups. Additionally, proteins and
genes related to mitochondrial dynamics in the processes of fusion, fission,
mitochondrial biogenesis, and mitophagy were analyzed, along with changes in the
NAMPT-NAD*-SIRTs pathway and other markers associated with inflammation and
Klotho-FGF21 signaling using Western blot and qRT-PCR techniques. Finally, the
NAD*/NADH ratio was measured in the different groups, including control animals and

those treated with exercise and/or melatonin.

The results indicate that iMS-Bmal1~/~ mice showed lower expression of MuSC
and MRF markers, suggesting impaired muscle regeneration in Bmall-deficient
animals, which was restored with exercise and/or melatonin treatments. Although

mitochondrial respiration did not show significant changes, exercise led to a decrease
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in OCR, which melatonin failed to counteract. On the contrary, complex | (Cl) inhibition
with rotenone decreased OCR, which could indicate an alteration at the complex Il (Cll)
level in this mouse model. Additionally, improvements in proton leak and ATP
production were observed in the treatment groups, compensating for mitochondrial
deficiency. Alterations in mitochondrial dynamics were also evident, affecting
mitochondrial integrity in skeletal muscle and explaining the morphological changes
caused by Bmal1 deficiency. Furthermore, these mice exhibited alterations in energy
metabolism, a deteriorated antioxidant response, and an altered inflammatory profile.
Notably, both exercise and melatonin successfully reversed these deficits, restoring
muscle health in the absence of Bmall and providing an explanation for the changes

that trigger sarcopenia.

These findings reinforce the importance of the circadian clock in skeletal muscle
homeostasis and position exercise and melatonin as promising therapeutic strategies
against sarcopenia. Moreover, they highlight the need to further investigate the
molecular pathways responsible for their protective effects, which could open new
opportunities for developing interventions aimed at mitigating the impact of aging on

skeletal muscle.
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Introduccion

1. Sarcopenia en el envejecimiento: implicaciones en la

salud y funcionalidad muscular

1.1. Envejecimiento

El envejecimiento se define como un proceso progresivo de deterioro funcional
que afecta a los seres vivos, caracterizado por la pérdida gradual de la integridad
fisiolégica. A medida que este proceso avanza se incrementa la susceptibilidad a
enfermedades asociadas con la edad, lo que resulta en una reduccién de la esperanza

de vida en condiciones 6ptimas de salud (Lopez-Otin et al., 2023).

El envejecimiento puede clasificarse en dos categorias segun su origen: fisiolégico
y patoldgico (Figura 1). El envejecimiento fisioldgico se refiere a los cambios graduales
gue ocurren de manera intrinseca en el organismo y que contribuyen al deterioro
funcional general. Entre estos cambios se incluyen, entre otros, el acortamiento de los
teldmeros, el dafio en el ADN, la disfuncién mitocondrial, la disminucién en los niveles
de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD"), alteraciones en los procesos de autofagia,
la pérdida de la capacidad regenerativa de las células madre, la inflamacién crénica de
bajo grado (inflammaging), el desequilibrio proteico, las alteraciones en la deteccion de
nutrientes, la disbiosis y los fallos en la comunicacién intercelular, asi como Ia
disminucion progresiva de la produccidon hormonal. Como un proceso que subyace a
todo lo demads, la disminucion de las sefiales que desde la retina llegan al reloj biolégico

central durante el envejecimiento, condiciona un deterioro funcional y progresivo de
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aquél que afecta a toda la homeostasis del organismo. Todos estos factores interactian
para contribuir al declive funcional progresivo del organismo, definiendo el

envejecimiento fisiolégico como un proceso complejo y multifactorial.

Por otro lado, el envejecimiento patoldgico estd asociado a alteraciones
especificas provocadas por factores externos y esta relacionado con diversas patologias
gue deterioran significativamente la calidad de vida de los pacientes. Entre estas se
incluyen la diabetes, el Parkinson, el Alzheimer, el cancer, asi como enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares, ademas de la degeneracién de érganos esenciales

para el adecuado funcionamiento del organismo (Li et al., 2024).
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Figura 1. Factores y enfermedades asociadas al envejecimiento. La figura destaca los factores
gue impulsan el envejecimiento, como la disminucidon de NAD", el acortamiento de telémeros,
el dano en el ADN, la disfuncidon mitocondrial, la reduccion de células madre, la inhibicidon de la
macroautofagia, el desequilibrio proteico, la inflamacidn, la desregulacién en la deteccién de
nutrientes, la disbiosis y las alteraciones en la comunicacidn celular. Al alcanzar un umbral critico,
estos factores contribuyen al aumento de enfermedades relacionadas con la edad, como
patologias cardiovasculares, diabetes, Parkinson, Alzheimer y cancer, entre otras (Li et al., 2024).
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El envejecimiento poblacional se ha convertido en una preocupacion global de

creciente relevancia, requiriendo la implementacién de estrategias innovadoras para

abordar los desafios que presenta en el dmbito social y en los sistemas de salud. De
acuerdo con estimaciones de Naciones Unidas de 2024, se proyecta que la proporcidn
de personas de 65 afios 0 mds experimente un crecimiento acelerado, practicamente
duplicandose entre 2024 y 2054, al pasar del 17 % al 33 % de la poblacién mundial
(Figura 2). Para el afio 2070, este grupo demografico alcanzard un total de 2.2 billones
de personas, con una estimacién de que representen entre el 33 % y el 49 % de la

poblacién global hacia el afio 2100.

World: Population by broad age groups
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Figura 2. Estimacidn de la poblacién mundial por grupos de edad, entre 1950 y 2100. (United
Nations - Department of Economic and Social Affairs (DESA), Population Division. World
Population Prospects 2024. https://population.un.org/wpp).
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Este fendmeno serd particularmente evidente en regiones desarrolladas, como
Europa, América del Norte, Asia Oriental y Sudoriental, asi como Australia, mientras que,
en otras regiones, la poblacién de adultos mayores de 65 afios podria duplicarse para
mediados de siglo (Figura 3). Este cambio demografico estd intrinsecamente vinculado
al envejecimiento epidemiolégico, ya que el incremento en la esperanza de vida conlleva
una mayor prevalencia de fragilidad y enfermedades asociadas al envejecimiento, siendo
la sarcopenia una de las condiciones mas destacadas (Angulo et al., 2016). En este
contexto, la investigacion de los mecanismos subyacentes al envejecimiento, el
desarrollo de intervenciones efectivas y el fomento de una vida saludable en la poblacién
emergen como estrategias fundamentales para mitigar la carga econdmica global y

promover un envejecimiento saludable.

Percentage of population aged 65 or over, 2030 (medium-variant projection)
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Figura 3. Estimacion del porcentaje de personas de 65 afios 0 mas en diferentes regiones en
2030 (United Nations - Department of Economic and Social Affairs (DESA), Population Division.
World Population Prospects, 2019 https://population.un.org/wpp2019/Maps/).
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1.2. Sarcopenia

1.2.1. Definicidn y clasificacion de la sarcopenia

El término sarcopenia, derivado del griego sarx (“carne”) y penia (“escasez”), fue
introducido hace varias décadas para describir una condicidn clinica caracterizada por la
pérdida de masa muscular esquelética asociada al proceso de envejecimiento
(Rosenberg, 1997). Con el tiempo, esta definicion ha sido revisada y formalizada por el
Grupo de Trabajo Europeo sobre Sarcopenia en Personas Mayores (EWGSOP) y el Grupo
de Trabajo Asiatico para la Sarcopenia (AWGS), y actualizada en 2019 por el EWGSOP2.
En esta version mas reciente, la sarcopenia se clasifica como un trastorno caracterizado
por la pérdida progresiva y generalizada de masa y fuerza muscular esquelética, asociado
a un mayor riesgo de consecuencias adversas, como discapacidad fisica, fragilidad,
deterioro en la calidad de vida y un incremento en la mortalidad (Cruz-Jentoft et al.,

2019).

Si bien la sarcopenia se presenta principalmente en el envejecimiento, también
puede manifestarse en adultos jévenes. En este contexto, se clasifica como "primaria"
cuando su origen estd relacionado exclusivamente con el envejecimiento, o como
"secundaria" cuando se debe a factores adicionales, tales como inactividad fisica,
enfermedades cronicas o malnutricion (Cruz-Jentoft et al., 2010). Este trastorno también
presenta diferentes estadios, los cuales varian segun la gravedad de la afeccidén en cada

paciente. En el estadio de sarcopenia leve o pre-sarcopenia, se observa una reduccién
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de la masa muscular, sin comprometer la fuerza ni el rendimiento fisico. Por otro lado,
el estadio de sarcopenia moderada combina la pérdida de masa muscular con una
disminucion en la fuerza o el rendimiento fisico. Finalmente, la sarcopenia grave se
diagnostica cuando se cumplen los tres criterios anteriores (Cruz-Jentoft et al., 2010;
Sanchez-Tocino et al.,, 2024). Adicionalmente, el EWGSOP2 ha introducido las
subcategorias de sarcopenia aguda, definida como aquella cuya duracion es inferior a 6
meses, y sarcopenia cronica, caracterizada por una duracidn igual o superior a este
periodo (Cruz-Jentoft et al.,, 2019). Por lo tanto, resulta esencial identificar esta
enfermedad de manera precisa, con el objetivo de desarrollar estrategias terapéuticas
eficaces y definir planes de recuperacion personalizados que respondan a las

necesidades especificas de cada paciente.

1.2.2. Causas, manifestaciones clinicas y diagndstico

Aunque la sarcopenia se presenta con mayor frecuencia como un proceso
asociado al envejecimiento, su etiologia es compleja y puede manifestarse también en
aquellos de mediana edad, lo que ha suscitado un creciente interés por parte de diversas
especialidades médicas y quirurgicas. Si bien el envejecimiento representa el principal
factor desencadenante, existen multiples causas subyacentes que contribuyen a su
desarrollo. Entre estas se encuentran las deficiencias nutricionales, como la ingesta
insuficiente de energia y/o proteinas, la malabsorcion, trastornos gastrointestinales o la

anorexia; inactividad fisica o un estilo de vida sedentario; la presencia de patologias
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crénicas, incluidas enfermedades osteoarticulares, trastornos cardiorrespiratorios,
neurolégicos, metabdlicos y cancer entre otras; asi como factores iatrogénicos, tales
como hospitalizaciones prolongadas y efectos adversos por el uso de farmacos. Es por
ello que la etiologia de la sarcopenia es multifactorial, lo que lleva a que se reconozca

como un sindrome geriatrico multifacético (Cruz-Jentoft & Sayer, 2019).

La masa y la fuerza muscular son parametros que varian a lo largo de la vida.
Estos valores aumentan progresivamente durante la juventud, pero disminuyen
gradualmente con el envejecimiento. Segun estudios, a los 75 afios, la pérdida de masa
muscular se presenta a una tasa anual de 0,64-0,70% en mujeres y 0,80—0,98% en
hombres. Sin embargo, la pérdida de fuerza es mas rapida, ocurriendo a una tasa de 3—
4% en hombres y 2,5-3% en mujeres (Mitchell et al., 2012). Dada esta progresion, es
crucial fomentar el desarrollo de fuerza muscular durante la juventud y la adultez
temprana, mantener niveles adecuados en la mediana edad y minimizar la pérdida de

masa muscular en la vejez (Figura 4) (Cruz-Jentoft et al., 2019).

En la practica clinica, la sarcopenia se identifica comunmente en pacientes que
presentan sintomas como caidas recurrentes, debilidad, lentitud en la movilidad,
dificultad para realizar actividades cotidianas o pérdida significativa de peso
acompafiada de atrofia muscular (Morley et al., 2011). Sin embargo, su diagndstico
puede resultar complejo, ya que comparte caracteristicas con otros sindromes

relacionados con pérdida de masa muscular, generando confusidn diagndstica. Este es
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el caso de la desnutricién, que se asocia con una disminucién de la masa muscular
debido a la ingesta insuficiente de nutrientes. Otro caso es la caquexia, un sindrome
metabdlico complejo vinculado a enfermedades graves subyacentes, caracterizado por
una pérdida simultdnea de peso y masa muscular (Evans et al., 2008). Aunque estas
condiciones pueden coexistir con la sarcopenia, esta ultima se distingue porque implica
no solo una reduccion de la masa muscular, sino también de la fuerza y la funcion.
Asimismo, la sarcopenia comparte similitudes con la fragilidad, un sindrome geriatrico
caracterizado por un deterioro acumulativo del organismo. La fragilidad se manifiesta
mediante signos como pérdida involuntaria de peso, agotamiento fisico, debilidad en la
fuerza de agarre, lentitud al caminar y bajos niveles de actividad fisica (Fried et al., 2001).
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Figura 4. Fuerza muscular en las diferentes etapas de la vida y rango de pérdida en el
envejecimiento (Cruz-Jentoft et al., 2019).
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A pesar de las similitudes con estas afecciones, la sarcopenia cuenta con criterios
clinicos especificos que permiten realizar un diagndstico diferencial adecuado. Para
facilitar su identificacion, se utiliza el cuestionario SARC-F, desarrollado por el EWGSOP?2.
Este cuestionario evalla aspectos clave de las limitaciones funcionales del paciente,
como la fuerza, la capacidad para caminar, levantarse de una silla, subir escaleras y el
historial reciente de caidas. La simplicidad y eficacia del SARC-F lo convierten en una
herramienta Util para identificar a individuos en riesgo de sarcopenia, permitiendo
intervenciones tempranas y dirigidas (Cruz-Jentoft et al., 2019). En casos sospechosos
de sarcopenia, se deben medir pardmetros relacionados con la fuerza y masa muscular,
y el rendimiento fisico. La fuerza muscular suele evaluarse mediante una prueba de
fuerza de agarre utilizando un dinamdmetro, mientras que el rendimiento fisico puede
determinarse a través de diversas pruebas, destacando la medicion de la velocidad de
marcha (Beaudart et al., 2019). En la medicion de la masa muscular se usan técnicas no
invasivas como la resonancia magnética (RM), la tomografia computarizada (TC) o la
absorciometria de rayos X de energia dual (DXA). Los resultados obtenidos de estas
pruebas suelen ajustarse de acuerdo con la altura o el indice de masa corporal (IMC) del
paciente para garantizar mayor precision (Cruz-Jentoft et al., 2019). Aunque se han
propuesto varios biomarcadores sanguineos para el diagndstico de sarcopenia, hasta el
momento ninguno ha demostrado ser lo suficientemente confiable como herramienta

diagndstica principal (Calvani et al., 2017). Por lo tanto, el enfoque actual se centra en
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una combinacién de evaluaciones clinicas y pruebas de imagen para establecer un

diagndstico preciso y promover un tratamiento adecuado.

1.2.3. Estructura muscular y fisiopatologia de la sarcopenia

El musculo esquelético estd compuesto por células musculares voluntarias
altamente inervadas y con grandes demandas energéticas, lo que lo convierte en un
tejido con numerosas funciones corporales. Desde un punto de vista mecanico, su
principal funcion es transformar la energia quimica en energia mecanica, permitiendo la
generacion de fuerza y potencia, el mantenimiento de la postura y la facilitacién del
movimiento, elementos fundamentales para la actividad fisica. Ademas de estas
funciones mecanicas, desempena un papel crucial en el metabolismo energético basal,
actuando como depdsito de sustratos, y contribuyendo a la produccion de calor
necesaria para mantener la temperatura corporal. Es por ello por lo que, el musculo
esquelético es un componente esencial en la prevencién de diversas enfermedades y en

el mantenimiento de la homeostasis del organismo (Frontera & Ochala, 2015).

Anatdmicamente, este tejido es heterogéneo y esta compuesto por paquetes de
fibras musculares de forma cilindrica y multinucleadas rodeadas por una capa de tejido
conectivo denominada perimisio. Cada fibra muscular se subdivide en miofibrillas, las
cuales contienen miofilamentos gruesos y delgados responsables de la contraccién

muscular. Alrededor de las miofibrillas se encuentran diversos elementos, como el
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sistema tubular transverso (Tubulos T), el reticulo sarcopldasmico y una red de
mitocondrias (Figura 5) (Frontera & Ochala, 2015), en la que se distinguen dos
subpoblaciones mitocondriales; las subsarcolemales (SSM), que constituyen
aproximadamente el 20% del total y se localizan bajo la membrana plasmatica, y las
mitocondrias intermiofibrilares (IFM), que se encuentran entre las miofibrillas y
representan el 80% del volumen mitocondrial en la fibra muscular (Hoppeler, 1986).
Estas subpoblaciones presentan diferencias en sus propiedades bioquimicas y

funcionales, lo que sugiere una participacidon diferenciada en la patogénesis de la

sarcopenia.
Transverse Sarcoplasmic Opening Nucleus
tubules reticulum into
T-tubule
Mitochondria
Myofibril
Sarcoplasm

Plasmalemma
Terminal cisternae

Adaqeed by peemission from NSCA 208,

Figura 5. Estructura anatomica de una fibra de musculo esquelético y de sus elementos
celulares (Frontera & Ochala, 2015).

Las fibras del musculo esquelético pueden clasificarse en distintos tipos segun las

isoformas de la cadena pesada de miosina (MyHC), las cuales desempefian un papel
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fundamental en la determinacién de las propiedades contractiles y metabdlicas del
musculo. Las fibras tipo | se caracterizan por una contraccién lenta y un metabolismo
predominantemente oxidativo, lo que les confiere una alta resistencia a la fatiga. Por
otro lado, las fibras tipo Il se caracterizan por su rapida contraccion y dependen de vias
glucoliticas. Dentro de estas, las fibras tipo lIA, de caracter oxidativo, y las lIB y lIX, ambas
glucoliticas. No obstante, en humanos solo estan presentes las fibras tipo I, 11A y IIX.
Adicionalmente, tanto en humanos como en otras especies se observan fibras hibridas,
las cuales surgen de combinaciones entre distintos tipos de fibras (Schiaffino & Reggiani,

2011).

La fisiopatologia de la sarcopenia estd estrechamente relacionada con el proceso
de envejecimiento, dado que este genera un desequilibrio entre las vias anabdlicas y
catabdlicas de las proteinas musculares, lo que conlleva una pérdida progresiva de la
masa muscular a través de mecanismos y procesos complejos que aun no han sido
completamente dilucidados (Cruz-Jentoft & Sayer, 2019). A nivel celular, la sarcopenia se
caracteriza por una reduccién tanto en el tamafio como en el numero de fibras
musculares, acompafiada de alteraciones en sus propiedades funcionales. Entre estas
modificaciones se incluyen la atrofia, la disminucion de la contractilidad, la distribucion
irregular de las fibras y un aumento en la proporcién de fibras hibridas, asi como una
reducciéon en el niumero de nucleos y su desplazamiento a una ubicacién central.
Asimismo, se observa un incremento en la denervacion, una menor sintesis de proteinas,

una reduccion en la cantidad de células madre musculares (MuSCs) y una disminucién
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de su capacidad proliferativa y regenerativa (Deschenes, 2004). A estos cambios
estructurales y funcionales se suman los procesos de aumento de tejido conectivo
(fibrosis) y una mayor infiltracion de tejido adiposo (miosteatosis), ademads de
alteraciones en los niveles hormonales, asi como en factores de crecimiento y en la
microvasculatura del tejido muscular (Damluji et al., 2023; Deschenes, 2004). Estas
modificaciones afectan especialmente a las fibras musculares de tipo Il, cuya cantidad
disminuye progresivamente con el envejecimiento. En contraste, las fibras de tipo |
aumentan en numero como un mecanismo compensatorio, lo que genera un

desequilibrio en la estructura y funcién del musculo esquelético (Ogawa et al., 2016).

Por ultimo, el envejecimiento se vincula con otros factores que contribuyen en el
deterioro, como son la inflamacidn crénica de bajo grado (inflammaging), el estrés
oxidativo, la reducciéon de la capacidad respiratoria y disfuncion mitocondrial, y la

apoptosis celular (Angulo et al., 2016).

1.2.4. Interaccion entre inflamacion, estrés oxidativo, mitocondria y

apoptosis en el envejecimiento

Con el avance de la edad, el organismo entra en un estado de inflamacién crénica
de bajo grado, conocido como inflammaging, el cual representa un factor de riesgo para
la morbilidad y mortalidad asociadas a enfermedades relacionadas con el
envejecimiento (Franceschi et al., 2000). Tal estado contribuye al deterioro de la

integridad tisular y al desarrollo de diversas patologias vinculadas con la edad, incluida

15



Introduccion

la sarcopenia (Xu & Wen, 2023). Durante este proceso, se produce un incremento en la
activacion de la via inflamatoria del factor nuclear kB (NF-kB), impulsada por el
incremento del estrés oxidativo. Este aumento puede deberse a una sobreproduccién de
radicales libres, como las especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS), y/o
a una reduccién en la capacidad antioxidante. La acumulacién de radicales libres
favorece la translocacion de NF-kB al nucleo, donde regula la expresidon de genes
implicados en la produccién de proteinas y citoquinas proinflamatorias, como la pro-
interleucina-1B (pro-IL-1B). Esta respuesta inflamatoria genera un ambiente prooxidante
gue dafia la mitocondria, exacerbando la produccion de radicales libres. Como
consecuencia, el estrés oxidativo mitocondrial induce la apertura del poro de transicién
de permeabilidad mitocondrial (MPTP), facilitando la liberacién de estos radicales y el
ADN mitocondrial al citosol. Estas moléculas activan el inflamasoma NLRP3, que a su vez
estimula la pro-caspasa-1, promoviendo la maduracién de la IL-1B y otras citoquinas,
amplificando asi la respuesta inflamatoria. Sin embargo, NF-kB también desempefa un
papel protector al evitar la activacidn excesiva del inflamasoma NLRP3. Esto lo logra
mediante la induccidn de la expresidn de p62, una proteina clave en la mitofagia, que
facilita la eliminacién de mitocondrias dafiadas. No obstante, se ha sugerido que este
mecanismo puede estar comprometido con el envejecimiento, lo que contribuiria a la
progresion del dafio mitocondrial y la inflamacién crénica (Acufia-Castroviejo et al.,

2017; Fernandez-Martinez et al., 2023; Nakahira et al., 2011; Zhong et al., 2016).
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Por ultimo, la apoptosis es otro proceso que se intensifica con el envejecimiento,
desempeiiando un papel fundamental en la sarcopenia, particularmente a través de las
vias mediadas por el factor de necrosis tumoral a (TNf-a) y por las mitocondrias (Figura
6) (Fernandez-Martinez et al., 2023). Estas ultimas son el principal centro de integracion
de sefiales apoptdticas y su disfuncién se asocia no solo con un estado inflamatorio y un
aumento del estrés oxidativo, sino también con alteraciones bioenergéticas,
desequilibrios en la proteostasis, y desequilibrios en la dindmica mitocondrial, mitofagia

y biogénesis mitocondrial (Marzetti et al., 2013; Marzetti et al., 2010; Xu & Wen, 2023).
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Figura 6. Interaccion entre inflamacion, estrés oxidativo, mitocondria y apoptosis en el
envejecimiento. El proceso de inflammaging en el envejecimiento, se caracteriza por un
aumento del estrés oxidativo, dafio mitocondrial y activacién apoptdtica. La acumulacion de
radicales libres activa la via de NF-kB, lo que induce la liberacién de citoquinas proinflamatorias,
agrava el dafo mitocondrial y activa el inflamasoma NLRP3, intensificando la inflamacion. Estos
procesos favorecen fragilidad y sarcopenia en edad avanzada (Fernandez-Martinez et al., 2023).
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1.2.5. Disfuncidon mitocondrial en el envejecimiento

La disfuncion mitocondrial es un factor clave en el envejecimiento del musculo
esquelético y desempefia un papel central en la patogénesis de la sarcopenia (Xu & Wen,
2023). A medida que avanza la edad, la funcién mitocondrial se ve afectada por una serie
de mecanismos interconectados, entre los que destacan el aumento del estrés oxidativo,
la acumulacion de mutaciones en el ADN mitocondrial (mtDNA), y la desestabilizacién
de la cadena de transporte de electrones (ETC). De manera simultdnea, se observa una
reduccion en la biogénesis mitocondrial y en la mitofagia, junto con alteraciones en la
dinamica mitocondrial, lo que afecta la homeostasis celular y contribuye al deterioro

progresivo del tejido muscular (Lépez-Otin et al., 2023).

Las mitocondrias, organulos esenciales para la produccién de adenosin trifosfato
(ATP) mediante la fosforilacion oxidativa (OXPHOS), experimentan un declive funcional
asociado con el envejecimiento. Este deterioro se traduce en alteraciones metabdlicas
significativas, incluyendo una disminucién en la actividad de los complejos de la ETC y
una menor eficiencia en la sintesis de ATP (Acuia-Castroviejo et al., 2012; Escames et
al., 2007). La sarcopenia se ha vinculado con una disfuncién bioenergética mitocondrial
caracterizada por una regulacion deficiente de la via PGC-1la/ERRa y una menor
expresion de genes relacionados con OXPHOS y la proteostasis mitocondrial. Como
consecuencia, se observa una reduccién en el nimero de mitocondrias, una menor

actividad de los complejos respiratorios y un descenso en los niveles de NAD*,
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exacerbando la disfuncion mitocondrial en el musculo envejecido (Migliavacca et al.,

2019).

Este deterioro no solo afecta la disponibilidad energética del musculo, sino que
también altera el equilibrio de la dindmica mitocondrial favoreciendo la acumulacion de
mitocondrias danadas (Lei et al., 2024). En condiciones fisioldgicas, la homeostasis
mitocondrial se mantiene gracias a un equilibrio dindmico entre los procesos de fusién
y fision de la membrana mitocondrial externa (OMM) e interna (IMM). La fusién
mitocondrial, que permite la integracién de dos mitocondrias en una sola, ocurre en dos
etapas: la fusidon de la OMM, mediada por las mitofusinas Mfnly Mfn2, y la fusién de la
IMM, regulada por la proteina Opal. En contraste, la fisién mitocondrial, encargada de
fragmentar una mitocondria en dos, estd dirigida por la proteina Drpl, con la
participacién de otras proteinas como Fisl. Ademds de estos procesos, la renovacién
mitocondrial incluye la eliminacion de mitocondrias disfuncionales mediante la
mitofagia y la generacién de nuevas mitocondrias a través de la biogénesis mitocondrial.
La mitofagia es un proceso de degradacion que permite la eliminacién selectiva de
mitocondrias danadas a través del sistema autofagia-lisosoma, con la participacién de
proteinas clave como Bnip3, Pink1 y Parkin (Guo et al., 2023; Leduc-Gaudet et al., 2021;
Marzetti et al., 2013). Por otro lado, la biogénesis mitocondrial estd regulada
principalmente por PGC-1a, que activa los factores de transcripcion Nrf1/2 y ERRa, los
cuales controlan la expresiéon de Tfam y promueven la formacidn de nuevas mitocondrias

(Scarpulla, 2011; Wu et al., 1999).
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Durante el envejecimiento, la activacion de la familia de proteinas FoxO3 a través
de la via AMPK induce la expresién de MuRF1 y Atrogin-1, promoviendo la degradacion
muscular y afectando la homeostasis mitocondrial (Sandri et al., 2004). Como resultado,
se produce una sobreexpresién de Drpl y Fisl, lo que lleva a una fragmentacién
mitocondrial excesiva y al inicio de una mitofagia adaptativa para eliminar las
mitocondrias disfuncionales (Romanello et al., 2010). En contraste, una reduccion en la
fision mitocondrial o un exceso de fusién pueden promover la biogénesis mitocondrial,
pero también conllevan la acumulacién de subproductos téxicos (Figura 7) (Guo et al.,
2023). En conjunto, estos hallazgos resaltan la estrecha relacién entre la dinamica
mitocondrial y la atrofia muscular, evidenciando que cualquier desequilibrio en estos
procesos puede desencadenar disfunciones mitocondriales que afectan la viabilidad

celular y la bioenergética del musculo esquelético.
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Figura 7. Dinamica mitocondrial en el envejecimiento. (A) La homeostasis en la red mitocondrial
estd ligada a un equilibrio dindmico. La fusiéon, mediada por Mfnl, Mfn2 y Opal, integra
mitocondrias, mientras que la fisién, regulada por Drpl y Fisl, las fragmenta. Ademas, las
mitocondrias se renuevan mediante la eliminacidon de mitocondrias dafiadas y la biogénesis de
nuevas mitocondrias; (B) una reduccién en la fusion o un aumento en la fision provocan la
fragmentacién de las mitocondrias, activando procesos de mitofagia selectivos que alteran el
equilibrio, y ; (C) la reduccién de la fisidn o el exceso de fusién generan una red interconectada

y expandida, favoreciendo la biogénesis mitocondrial pero también la acumulacién de
subproductos tdxicos que aceleran el envejecimiento (Guo et al., 2023).

1.2.6. Miogénesis muscular y envejecimiento

Existe una correlacién entre la disminucién de la capacidad regenerativa
muscular y la edad, un efecto que se manifiesta en la sarcopenia (Angulo et al., 2016).
La miogénesis es el proceso mediante el cual se forma y se desarrolla el tejido muscular
a partir de células indiferenciadas. Este mecanismo ocurre tanto durante Ia
embriogénesis como en etapas postnatales y estd regulado por los MRFs (Figura 8)

(Alheib et al., 2023). En respuesta a estimulos externos o lesiones en el tejido, las MuSCs
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se activan para llevar a cabo la reparacién y regeneracion del musculo esquelético. La
activacion de estas células es promovida por la liberacion de diversos factores de
crecimiento, secretados por distintos tipos celulares y almacenados en la matriz
extracelular (ECM) unidos a proteoglicanos. Entre los factores de crecimiento mas
relevantes en este proceso se encuentran el factor de crecimiento hepatocitario (HGF),
los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-1/2), el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB) (Brzoska et al., 2011; Ciemerych et al., 2011). Una
vez activadas, las MuCSs reingresan al ciclo celular, iniciando un proceso altamente
regulado de diferenciacién miogénica que culmina en la formacion de fibras musculares
maduras. Este proceso es regulado por los MRFs, un grupo de factores de transcripcién
gue incluyen Myf5, MyoD, miogenina (Myog) y MRF4, asi como otros reguladores clave
como Paired Box 7 (Pax7). Pax7 desempefa un papel esencial en la regulacién de la
miogénesis, expresandose tanto en MuSCs en estado quiescente como en células
activadas, donde controla la expresion de MyoD y Myf5 Myf5, presente en las MuSCs en
reposo, promueve la posterior expresidon de MyoD, lo que da lugar a la proliferacién y
diferenciacién en mioblastos. MyoD, a su vez, estimula la expresién de Myog y MRF4,
promoviendo la fusién de mioblastos en miotubos, los cuales maduraran hasta
convertirse en fibras musculares funcionales. Cabe destacar que no todas las células

activadas siguen la via de diferenciacién; un subconjunto de estas mantiene la expresion
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de Pax7 y suprime MyoD, permitiendo la autorrenovacién de las MuSCs asegurando la

homeostasis del tejido muscular a lo largo del tiempo (Jiang et al., 2024; Zammit, 2017).

Durante el envejecimiento, la cantidad de MuSCs disminuye progresivamente, lo
que compromete su capacidad de autorrenovacién y regeneracion (Angulo et al., 2016).
Este deterioro se atribuye a desequilibrios en su divisién celular, una reduccién en su
diferenciacidon y un incremento en la fibrosis, factores que afectan la regeneracién
muscular. Diversas vias de sefializacién estan implicadas en este proceso, entre las que
destacan la via JAK-STAT, cuya actividad aumenta con la edad, interfiere con la division
simétrica de las MuSCs, reduciendo su numero y afectando su capacidad regenerativa,
lo que contribuye a la atrofia muscular (Price et al., 2014). Por otra parte, la via Notch,
esencial para la activacion y proliferacién de las MuSCs, disminuye su actividad con la
edad, lo que provoca una menor proliferacién celular y una regeneracion muscular
deficiente (Yartseva et al.,, 2020). Asimismo, la sobreactivacion de la via Wnt en el
musculo envejecido altera la diferenciacién miogénica de las MuSCs, favoreciendo una
diferenciacion fibrogénica que conduce a un aumento de la fibrosis (Brack et al., 2007).
Ademas, es fundamental el equilibrio entre estas vias, ya que, en las primeras etapas de
activacion de las MuSCs, la sefalizacion Wnt es baja y la via Notch estd activa. Sin
embargo, al finalizar este proceso, la actividad de Wnt aumenta mientras que la de Notch

disminuye (Figura 8) (Brack et al., 2008).
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En conjunto, estas vias de sefializacion intercelular desempefian un papel clave
en la regeneracién muscular y en el mantenimiento de la homeostasis del musculo

esquelético, tanto durante el envejecimiento como en diversas enfermedades.
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Figura 8. Proceso de miogénesis es una la lesién y en el envejecimiento del musculo
esquelético. Tras una lesion muscular, los factores de crecimiento secretados desencadenan la
activacion de las MuSCs. Posteriormente, los MRFs controlan la diferenciacion promoviendo la
regeneracion muscular. Con el envejecimiento, la activacion de las vias JAK-STAT y WNT, y la
disminucién en la via Notch, reducen la cantidad de MuSCs y favorecen la atrofia y fibrosis
muscular (Jiang et al., 2024).

1.2.7. Tratamientos de la sarcopenia

El tratamiento de la sarcopenia se basa en la comprensién de su fisiopatologia e

incluye tanto enfoques farmacolégicos como no farmacoldgicos. Dentro de los ultimos,
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el ejercicio y una alimentacion adecuada juegan un papel fundamental en la

preservacion de la masa muscular y la mejora de la funcién fisica (Cho et al., 2022).

En particular, el entrenamiento, especialmente el de resistencia, contribuye
significativamente al aumento de la masa, la fuerza, el rendimiento fisico y la salud en
general (Argyropoulou et al., 2022; Cho et al., 2022; Steffl et al., 2017). Por ello, se
recomienda un programa de rehabilitacién con una duracién minima de 8 semanas para
pacientes con sarcopenia, independientemente de otras variables de entrenamiento
(Silva et al., 2014). Ademas, han surgido nuevas estrategias, como el entrenamiento con
vibracién de cuerpo entero y la restriccion del flujo sanguineo, que han mostrado
beneficios, especialmente en personas con movilidad reducida (de Paula et al., 2021;
Zhang et al., 2022). Junto con el ejercicio, la nutricién desempefa un papel clave en la
prevencion y el manejo de esta condicidn. Se ha observado que la combinacién de
ejercicio con una ingesta proteica de 1-1.5 g/kg/dia ayuda a reducir la degradacion
muscular (Bauer et al., 2019). Asimismo, se recomienda una dieta equilibrada
complementada con leucina, vitamina D y omega-3, ya que estos nutrientes podrian
prevenir la sarcopenia. Sin embargo, aun no se han establecido con precisidn la dosis

Optima ni el tipo especifico de suplementos mas adecuados (Hu et al., 2024).

En cuanto a las terapias farmacoldgicas, hasta la fecha no existe un
tratamiento aprobado de manera universal para la sarcopenia. No obstante, la

investigacién en este campo sigue en desarrollo. Diversos estudios han evaluado el uso
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de agentes con potenciales beneficios sobre la masa y la fuerza muscular, como la
hormona de crecimiento, la testosterona, moduladores selectivos de los receptores
androgénicos, agentes anabdlicos de proteinas, grelina, inhibidores de la miostatina
(msnt), bloqueadores de los receptores B e inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina, asi como activadores de los receptores Il y de la troponina (Cho et al.,
2022). Sin embargo, la eficacia de estos tratamientos varia y algunos pueden producir

efectos adversos.

Dado que estas estrategias podrian no ser suficientes para prevenir o revertir la
sarcopenia, especialmente debido a la complejidad de sus mecanismos fisiopatoldgicos,
es fundamental seguir explorando enfoques complementarios para su prevencion y

tratamiento.

2. Implicacion de los genes reloj en el musculo esquelético

2.1. El reloj biologico

El "reloj bioldgico" es un mecanismo interno presente en todos los organismos
vivos, incluidos los mamiferos, que regula multiples procesos fisioldgicos. Su funcién
principal es adaptativa y predictiva, anticipando los diferentes procesos fisioldgicos a las
fases del dia. Para ello, sincroniza los ritmos circadianos del comportamiento, el

metabolismo, la secrecién hormonal, y la divisién celular para preservar la homeostasis
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del organismo. El fotoperiodo actia como una sefial externa o Zeitgeber que ajusta el
reloj bioldgico al ciclo de luz y oscuridad. Esta regulacidon depende exclusivamente de la
expresién ritmica de genes en un grupo de neuronas ubicadas en los nucleos
supraquiasmaticos (NSQ) del hipotalamo (Buhr & Takahashi, 2013; Lowrey & Takahashi,
2004), que constituyen el reloj bioldgico central. Ademas de la luz, este reloj responde a
otras dos sefiales principales, la alimentacion y la actividad fisica. Hoy en dia sabemos
gue todas las células del organismo incluyendo las del musculo esquelético poseen sus

propios relojes bioldgicos que no son sensibles a la luz.

El reloj central coordina estos relojes periféricos a través de la produccion ritmica
de melatonina, hormona clave en la sincronizacidon circadiana. Sin embargo, los
mecanismos precisos que regulan la comunicacién entre ambos relojes aun no estan
completamente esclarecidos (Acuia-Castroviejo et al., 2017; Reiter, 1993). Este proceso
se inicia en la retina, donde las células ganglionares intrinsecamente fotosensibles
(ipRGC) detectan la luz mediante la melanopsina. La sefial luminosa viaja a los NSQ a
través del tracto retinohipotalamico, sincronizando el reloj circadiano con el ciclo luz-
oscuridad. Las ipRGCs regulan estos ritmos mediante la liberacién de glutamato, que
estimula la expresién de genes reloj en las neuronas del NSQ. Ademas, existen otras vias
secundarias, como el tracto geniculohipotalamico, que libera acido y-aminobutirico
(GABA), y aferencias serotoninérgicas y noradrenérgicas, que modulan las sefales
excitatorias del tracto retinohipotalamico (Harrington, 1997; Hattar et al., 2002;

Rosenwasser & Turek, 2015). El NSQ envia sefiales eferentes que actian en dos niveles.
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Por un lado, emite sefiales homeostaticas que regulan la actividad de los sistemas
auténomo y neuroendocrino, y por otro lado, envia sefiales cronobidticas, que a través
de una via multisinaptica alcanzan la glandula pineal, regulando la produccién de
melatonina (Perreau-Lenz et al., 2004). De este modo, el reloj central sincroniza la
fisiologia circadiana y ajusta los relojes periféricos mediante la secrecién diaria de

melatonina, que a su vez modula la actividad del NSQ (Vriend & Reiter, 2015).

A nivel molecular, el reloj circadiano en mamiferos estd controlado por los genes
reloj, entre ellos Clock y Bmall, que son activadores, y Perl/2/3 y Cryl/2, que son
represores. Su actividad esta regulada por Rora/B/y y Rev-erba/B, que modulan la
transcripcién de Bmall de manera positiva y negativa, respectivamente (Takahashi,
2017). Estos genes funcionan mediante bucles de retroalimentacién transcripcional y
traduccional con un ciclo de 24 horas. Al inicio del ciclo, BMAL1 y CLOCK forman
heterodimeros que regulan la expresién de alrededor de 3.000 genes, incluidos Cry y
Per. A medida que las proteinas CRY y PER se acumulan, forman complejos en el citosol
y migran al nicleo, donde alcanzan una concentracidn critica durante la noche, suficiente
para inhibir la actividad de BMAL1:CLOCK, reduciendo la transcripcién de sus propios
genes. Cuando los niveles de CRY y PER disminuyen, BMAL1:CLOCK retoma su actividad,
reiniciando asi el ciclo. Paralelamente, otros dos factores de transcripcion, Rora y Rev-
erb, modulan la transcripcién de Bmall, activandola y reprimiéndola, respectivamente
(Figura 9). Ademas de la regulacion transcripcional, la actividad del reloj molecular esta

modulada por modificaciones post-traduccionales, como la fosforilacion mediada por
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caseina quinasa 1€ (CK1g), proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) y glucégeno
sintasa quinasa 3B (GSK-3B), asi como por procesos de ubiquitinacidn,
acetilacién/desacetilacidon de histonas y proteinas reloj, y la regulacidon por microRNAs
(miRNAs), que influyen en distintos aspectos de los ritmos circadianos, principalmente
mediante la regulacién de la concentracidn citosdlica de Per (Anna & Kannan, 2021; Lefta
et al.,, 2011). El conocimiento de la maquinaria molecular del reloj bioldgico la
conocemos hoy gracias a los trabajos de Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash y Michael W.

Young, por lo que recibieron el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 2017.

Para un funcionamiento éptimo del reloj bioldgico, estas modificaciones deben
mantenerse en equilibrio. Sin embargo, factores como el envejecimiento, la inflamacién

o diversas patologias pueden alterar su regulacién y afectar la sincronizacion circadiana.

\
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Figura 9. Mecanismo molecular de los genes del reloj. El reloj circadiano opera en ciclos de 24
horas mediante bucles de retroalimentacién transcripcional/traduccional. BMAL1:CLOCK forman
un heterodimero que promueve la transcripcion de los genes Cry, Per, Ror y Rev-Erb. A medida

29



Introduccion

que las proteinas CRY y PER se acumulan, forman complejos que inhiben BMAL1:CLOCK,
reduciendo asi la expresidn de estos genes. Por otro lado, los factores ROR y REV-ERB regulan la
transcripcion de Bmall, con su funcién activadora e inhibidora (Fernandez-Martinez et al., 2023).
2.2. Cronodisrupcion, genes reloj y su impacto en el musculo
esquelético

El reloj bioldgico es esencial para regular los ritmos del organismo, y su
disfuncidn puede aumentar el riesgo de diversas enfermedades, como
cardiovasculares, trastornos metabdlicos (diabetes, obesidad), cancer, enfermedades
neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer), asi como acelerar el proceso de

envejecimiento (Fishbein et al., 2021).

El término “cronodisrupcién” se introdujo para describir la alteracién en la
organizacion del sistema circadiano, afectando los ritmos bioldgicos, la fisiologia, el
metabolismo y el comportamiento de los organismos vivos (Erren & Reiter, 2009; Erren
et al., 2003). Los factores que pueden influir en el proceso incluyen factores externos,
como la exposicién a luz artificial nocturna, el trabajo rotativo, los patrones de sueno
irregulares y los horarios de alimentacidn alterados, asi como factores internos, como
la presencia de enfermedades o predisposicién genética (Valenzuela et al., 2016). Sin
embargo, numerosos estudios han sefialado que la cronodisrupcidn esta asociada con
el envejecimiento, ya que durante el envejecimiento se reduce la expresidn ritmica de
genes, se alteran componentes del reloj biolégico y hay una disminucién de produccién

de melatonina (Verma et al., 2023; Welz & Benitah, 2020; Wolff et al., 2023). Ademas,
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el reloj bioldgico juega un papel crucial en la modulacién de la inmunidad innata y los
procesos inflamatorios, por lo que su alteraciéon puede generar enfermedades

inflamatorias, dafio tisular y acelerar el deterioro celular (Curtis et al., 2014).

Entre los genes reloj, Bmall desempena un papel clave en la conexidon entre el
ritmo circadiano y el sistema inmunitario. En primer lugar, el complejo BMAL1:CLOCK,
impide la acetilacion de la subunidad p65 y la activacién de NF-«kB por parte de CLOCK.
Como resultado, se reduce la expresidn de genes inflamatorios, incluyendo citoquinas y
otros factores involucrados en la supervivencia y proliferacion celular, lo que conlleva
una menor respuesta inflamatoria (Spengler et al., 2012). Ademds, BMAL1 inhibe
directamente la produccién de la quimioquina CCL2, reduciendo asi el reclutamiento
de monocitos inflamatorios en la sangre y los tejidos afectados (Nguyen et al., 2013).
También modula la produccién circadiana de nicotinamida fosforribosiltransferasa
(NAMPT), una enzima clave en la sintesis de NAD*, que actia como cofactor de las
sirtuinas SIRT1 y SIRT3, ambas con funciones cruciales en la regulacién de la
inflamacién (Peek et al., 2013). En particular, SIRT1, mediante su unién a RORa
deacetila e inhibe la actividad transcripcional de NF-kB, controlando la respuesta
inmune, y modula la desacetilacién y degradacién de PER2 (Garcia et al., 2015).
Asimismo, es fundamental para la transcripcion de genes reloj, como Bmall, Rory, Per2
y Cry1 (Asher et al., 2008; Nakahata et al., 2009). Por otro lado, SIRT3 mejora la funcién
mitocondrial y reduce la produccion de radicales libres, lo que contribuye a la

disminucion de la activacion del inflamasoma NLRP3 (Liu et al., 2018).
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Mads alla de su papel en la inflamacidn, los genes reloj desempefian un papel
clave en la regulacién de los ritmos circadianos que controlan el metabolismo, el
crecimiento y la reparacion de los tejidos periféricos, incluido el musculo esquelético.
En este tejido, se han identificado aproximadamente 200 genes con expresion ritmica,
entre ellos componentes del reloj central como Bmall, Per2 y Cry1, asi como genes
especificos de musculo esquelético como Myod1, Ucp3, Fbxo32/Atroginl y Myh1
(McCarthy et al., 2007; Miller et al., 2007). Entre estos, Bmall ha sido uno de los mas
estudiados debido a su papel esencial en la funcidn y regeneracién muscular
(Chatterjee et al., 2013; Chatterjee et al., 2015). Ademas de regular la homeostasis del
musculo, Bmall mejora la respiracidn mitocondrial al incrementar la capacidad
oxidativa del tejido, lo que refuerza su importancia en el metabolismo energético y la
bioenergética muscular (Mezhnina et al., 2022; Wada et al., 2018). Esto se debe
principalmente porque participa en procesos de regulacion de la dindmica mitocondrial
y activa el metabolismo mitocondrial, mediado por SIRT1 y SIRT3 a través del control
del nivel de NAD". En este sentido, Bmall modula ritmicamente el eje NAMPT-NAD*-
SIRTs, facilitando la transicion mitocondrial entre estados de baja y alta OXPHOS (Peek
et al., 2013). Investigaciones recientes han mostrado que el reloj circadiano regula la
morfologia mitocondrial, incluyendo procesos de fusién, fisién y biogénesis, lo que
resalta la influencia del reloj bioldgico en la capacidad oxidativa del musculo

esquelético (de Goede et al., 2018; van Moorsel et al., 2016).
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La importancia del reloj circadiano en la fisiologia muscular se ha estudiado
mediante modelos de ratén con pérdida de funcién del gen Bmall, como los ratones
Bmall knockout generales y los ratones con eliminacidn especifica de Bmall en el
musculo esquelético (iMS-Bmal1”) (Schiaffino et al., 2016; Viggars et al., 2024). Los
primeros presentan una patologia mas grave, sugiriendo que la ausencia total de
Bmall afecta multiples funciones en el organismo. Entre las alteraciones observadas
se incluyen una reduccién en la esperanza de vida, sarcopenia prematura, cataratas,
atrofia de 6rganos y otros signos de envejecimiento acelerado (Kondratov et al., 2006).
Estos ratones también presentan pérdida de variacion diurna en los niveles de glucosa
y triglicéridos, junto con inhibicién de la gluconeogénesis (Rudic et al., 2004), debilidad
muscular, disfuncién mitocondrial y desorganizacion de los miofilamentos, lo que
impacta la funcién y estructura del musculo esquelético (Andrews et al., 2010). Por
otro lado, los ratones iMS-Bmall”’-han permitido analizar el impacto de la deficiencia
de Bmall en el musculo esquelético. En estudios previos realizados por nuestro grupo
de investigacién, observamos que estos ratones presentaban una alteracién en el ritmo
normal de actividad y descanso, una disminucién en la funcién y masa muscular, asi
como un aumento en la fragilidad. Ademas, se detectd una reduccién en el tamafo de
las fibras musculares y un incremento en coldgeno, acompafiado de cambios en la
morfologia y dafio en la mitocondria que redujo la capacidad oxidativa mitocondrial,
produciendo un mecanismo de compensacidn hacia un perfil de fibras mas oxidativo

(Fernandez-Martinez et al., 2024; P. Zhu et al., 2022).
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En conjunto, estos hallazgos destacan la relacion entre cronodisrupcion,
inflamacién y disfuncién muscular, subrayando el papel fundamental de Bmall en la
salud muscular. Por lo tanto, los genes del reloj biolégico emergen como dianas
terapéuticas clave para mitigar los efectos del envejecimiento y preservar la

funcionalidad muscular a lo largo del tiempo(Y. Zhu et al., 2022).

3. La melatonina en el tratamiento de la sarcopenia

3.1. Melatonina

3.1.1. Sintesis, metabolismo y dianas de la melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una indolamina que deriva del
triptéfano, que se aisld por primera vez por Aaron Lerner, quien identificd
posteriormente su estructura (Lerner et al.,, 1960). Esta molécula se encuentra
conservada evolutivamente, y estd presente tanto en organismos unicelulares, como en

plantas y mamiferos (Kumar, 1996).

En un principio, se creia que la melatonina era exclusivamente sintetizada por la
glandula pineal y que se liberaba a circulacidon sanguinea para llegar a todos los tejidos
regulando los ritmos circadianos. Sin embargo, investigaciones mas recientes han
revelado que esta hormona también se produce en la mayoria de los tejidos y érganos

del cuerpo mediante procesos muy similares a los de la glandula pineal, pero con
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propiedades diferentes (Acufia-Castroviejo et al., 2014). En los vertebrados, la sintesis
de melatonina pineal se lleva a cabo durante la noche, bajo el control del reloj central
ubicado en los NSQ. Este proceso se inicia con la captacion de triptéfano desde el
torrente sanguineo hacia los pinealocitos, donde la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH)
cataliza su conversion a 5-hidroxitriptéfano. Luego, la enzima L-aminoacido aromatico
descarboxilasa (AADC) convierte este intermediario en serotonina. Posteriormente, la
serotonina es acetilada por la enzima arilalquilamina N-acetiltransferasa (AANAT) para
formar N-acetilserotonina, que finalmente es metilada por la enzima acetilserotonina O-
metiltransferasa (ASMT), produciendo melatonina (Figura 10) (Axelrod & Weissbach,

1960; Wurtman et al., 1963; Zhao et al., 2019)

Aunque tanto la AANAT como la ASMT son esenciales en este proceso, existe
debate sobre cual de ellas limita la produccion de melatonina (Liu & Borjigin, 2005). Tras
su sintesis pasa directamente al torrente sanguineo donde tiene una vida media de
aproximadamente 30 minutos. En sangre, 1/3 de esa melatonina viaja en forma libre y
2/3 conjugada a la albumina principalmente (Rizzo et al., 2002); solamente la forma libre
expresa un ritmo circadiano. La melatonina se metaboliza principalmente en higado,
dando lugar a 6-hidroximelatonina y, en menor medida, a N-acetilserotonina, que son

metabolizadas por sulfotransferasas antes de ser excretadas en orina (Tian et al., 2015).
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A diferencia de la melatonina pineal, la sintesis de melatonina extrapineal en los
tejidos periféricos no sigue un patrén circadiano, sino que se produce segln las
necesidades especificas de la célula y permanece en el interior celular (Acufia-
Castroviejo et al., 2014; Venegas et al., 2012). Ademads, la melatonina extrapineal puede
ser degradada tanto por vias enzimdticas como no enzimaticas, generando metabolitos
como la N1-acetil-N2-formil-5-metoxi-cinuramina (AFMK) y la N1-acetil-5-metoxi-
cinuramina (AMK), que tienen funciones en la neutralizacién de radicales libres,
contribuyendo a la proteccidén celular (Tan et al., 2007).

Tryptophan 5 -hydroxytryptophan Serotonin

Tryptophan 0 L-amino acid aromatic HO
w hydroxylase (TPH) Qj/\H‘\ decarboxylase (AADC)
|

l Arylalkylamlne N-

acetyltransferase

Melatonin HO (AANAT)
N
— H
N-acetylserotonin | \[(
O-methyltransferase HN
(ASMT) N-acetylserotonin

Superior cervical ganglion

Figura 10. Sintesis de melatonina pineal. Este proceso ocurre durante la noche, bajo el control
del reloj central ubicado en los NSQ, comenzando con la conversion del triptéfano en 5-
hidroxitriptéofano mediante la TPH. La AADC lo descarboxila a serotonina, que se acetila mediante
la AANAT, generando N-acetilserotonina, la cual es metilada por la ASMT para producir
melatonina (Fernandez-Martinez et al., 2023).
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Para ejercer sus funciones, la melatonina interacttia con receptores especificos y
proteinas intracelulares, o actua de forma independiente. Se une a los receptores de
membrana que estan presentes en diversos tejidos, MT1 (Mell,) y MT2 (Mellp). Estos
estan acoplados a proteinas Giy Ggq, respectivamente, y la unidon de melatonina a dichos
receptores inhibe la produccion de AMPc y GMPc, respectivamente. Otros efectos
dependientes de la unidon de melatonina a sus receptores de membrana incluyen la
activacion de enzimas como las fosfolipasas y la regulacion de canales de calcio y potasio
(Slominski et al.,, 2012). Ademas, la melatonina también interactia con proteinas
citosélicas como la calmodulina, la calreticulina, la tubulina y la proteina quinasa C, las
cuales estan involucradas en la regulacion del calcio intracelular y la dindmica del
citoesqueleto (Benitez-King & Anton-Tay, 1993; Benitez-King et al., 1996; Cardinali &

Freire, 1975; Macias et al., 2003).

Entre las consecuencias de la unién de melatonina a sus receptores de
membrana, incluye la regulacidon de la fosforilacién nuclear de RORaq, permitiendo la
unién de la propia melatonina a este receptor nuclear (Wiesenberg et al., 1995),
induciendo o reprimiendo la expresion de diversos genes, siendo el de la 5-lipoxigenasa
el primero identificado en linfocitos B humanos (Steinhilber et al., 1995). La
identificacion de la presencia de melatonina en el nucleo celular (Menendez-Pelaez et
al.,, 1993) y su unién a su receptor nuclear RORa, ha sido farmacoldgicamente

caracterizada (Acuia-Castroviejo et al., 1993; Acuna-Castroviejo et al., 1994).
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Finalmente, tanto la melatonina como sus metabolitos AFMK y AMK son capaces
de reducir los niveles de ROS y RNS, reforzando su funcién como antioxidante y protector

celular (Acufia Castroviejo et al., 2011).

3.1.2. Funciones de la melatonina pineal y extrapineal

Dependiendo del lugar donde se sintetice, la melatonina tiene diferentes
funciones fisioldgicas en el organismo. Cuando se produce en la glandula pineal, regula
los relojes periféricos de los tejidos mediante la activacidn de rutas de sefializacién, lo
gue permite la modulacién circadiana de todos los procesos biolégicos del organismo,
desde el ritmo de neurotransmisores cerebrales y las funciones cognitivas (Acufa-
Castroviejo et al., 1986; Acuiia Castroviejo et al., 1986), hasta los procesos endocrino
metabdlicos, mitocondriales, inmunitarios, reproductivos y estructurales (Acufa-
Castroviejo et al., 2014; Benitez-King et al., 1996; Calvo & Maldonado, 2024; Charif &

Dorfman, 2025; Li et al., 2025; Reiter, 1993).

La degradacién de proteinas del reloj bioldgico, como BMAL1, PER, CRY y REV-
ERB, parece estar medida por el sistema ubiquitina-proteasoma (Stojkovic et al., 2014).
Se ha propuesto que la melatonina podria regular este proceso debido a su similitud
estructural con inhibidores conocidos del proteasoma. Ademas, la capacidad de la
melatonina para unirse a la Ca?*/calmodulina y bloquear la actividad de la proteina

quinasa Ca?*/calmodulina Il (CaMKIl), involucrada en la fosforilacidn y regulacién del
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proteasoma, sugiere un mecanismo potencial mediante el cual la melatonina podria
estabilizar los ritmos circadianos (Fukunaga et al., 2002; Ledn et al., 2000; Vriend &
Reiter, 2015). No obstante, todavia no se conoce si los genes reloj pueden influir en la

produccién de melatonina en tejidos extrapineales (Acufia-Castroviejo et al., 2014).

Por otro lado, la melatonina extrapineal se sintetiza en las mitocondrias
(Ahluwalia et al., 2018; Suofu et al., 2017) y actua directamente sobre ellas como una de
sus principales dianas (Escames et al., 2003; Martin et al., 2000). Gracias a sus potentes
efectos antioxidantes y antiinflamatorios, la melatonina extrapineal desempefia un
papel crucial en tejidos con alta actividad metabdlica y elevados requerimientos
energéticos, como el musculo esquelético (Acufia-Castroviejo et al., 2014; Martin et al.,
2000; Venegas et al., 2012). Este efecto se produce tanto por la melatonina como sus
metabolitos (AFMK y AMK), que son capaces de neutralizar radicales libres, incluyendo
el radical hidroxilo (OH®), el radical superéxido (027°), el peréxido de hidrégeno (H203),
el éxido nitrico (NO), los peroxinitritos (ONOQO~) y los radicales peroxilo (LOO®) (Acuia-
Castroviejo et al., 2001; Zhang et al., 1999). Ademas, también regula la expresion y
actividad de enzimas antioxidantes, como la glutatién peroxidasa (GPx), la glutatidon
reductasa (GRd), la y-glutamilcisteina sintasa (y-GCS) y la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD), protegiendo asi el equilibrio redox celular (Escames et al., 2006;
Pierrefiche & Laborit, 1995; Rodriguez et al., 2004; Urata et al., 1999). También potencia
la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), protegiendo la

mitocondria del dafio oxidativo y preservando la integridad y funcionalidad de las

39



Introduccion

membranas mitocondriales, lo que aumenta la bioenergética celular (Acuna-Castroviejo
et al., 2007; Acufia Castroviejo et al., 2011; Lépez et al., 2009; Sharafati-Chaleshtori et

al., 2017).

Ademas de su accidn antioxidante, la melatonina ejerce efectos antiinflamatorios
muy potentes a través de la modulacidn de las vias de inmunidad innata dependientes
de NF-kB y el inflamasoma NLRP3. Esta funcidn la realiza mediante su union al receptor
RORa, que activa SIRT1, lo que desacetila e inactiva NF-kB, disminuyendo la expresién
de la oxido nitrico sintasa (iNOS) y citoquinas proinflamatorias como TNf-a e
interleuquina-6 (IL-6). Ademas, la melatonina reduce el dafio oxidativo mitocondrial
derivado de la activacion inflamatoria de NF-kB. Al reducir el dafio, previene la apertura
del poro de transicién mitocondrial y la salida de ROS y ATP al citosol, que son sefiales
para la activacién del inflamasoma NLRP3 inactivo en el citosol. En consecuencia, el
inflamasoma pertenece inactivo impidiendo la maduracion de IL-B por parte de la
caspasa dependiente de NLRP3 (Acufia-Castroviejo et al., 2017; Garcia et al., 2015). Es
por esta doble accidon que la melatonina tiene unas propiedades antiinflamatorias muy
eficaces. Ademas, la melatonina puede inhibir la ciclooxigenasa-2 (COX-2), reduciendo
asi la produccion de mediadores inflamatorios (Deng et al., 2006). En situaciones de
estrés, incrementa la expresion de NRF2, un regulador clave de enzimas antioxidantes y
del mantenimiento de la homeostasis mitocondrial (Dinkova-Kostova & Abramov, 2015;
Rahim et al.,, 2021). También puede prevenir la apoptosis al equilibrar la relacion

BAX/BCL2 y disminuir la actividad de la caspasa-3 (Mehrzadi et al., 2021).
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Figura 11. Vias moleculares implicadas en la sarcopenia y funciones de la melatonina.
La sarcopenia se asocia con cronodisrupcion, inflamacién crénica, disfuncién mitocondrial,
alteracion de la proteostasis y pérdida de masa muscular. La cronodisrupcién afecta genes y
proteinas reloj como BMALI1, altera la regulacién del NAD* y SIRT1/3, lo que impacta
negativamente en la sefializaciéon de NF-kB y la OXPHOS. La inflamacién, causada por ROS y
defensas antioxidantes disminuidas, incrementa las citoquinas proinflamatorias y dafa las
mitocondrias, activando NLRP3. Esto, junto con la alteracion de la mitofagia, perpetua la
disfuncidon mitocondrial. Ademas, la pérdida de masa muscular se caracteriza por la disminucion
del tamafio y numero de fibras musculares, reduccién de células madre musculares y aumento
de fibrosis y miosteatosis. La melatonina, gracias a sus efectos antioxidantes, antiinflamatorios y
reguladores del ritmo circadiano, contrarresta estos procesos patoldgicos, reduciendo el dafio
muscular y mitigando los efectos negativos de la sarcopenia (Ferndandez-Martinez et al., 2023).

Diversos datos apoyan la accién principal de la melatonina a nivel mitocondrial,
siendo la mitocondria la diana principal de aquella. Ademads de sintetizarse en la
mitocondria, la melatonina mantiene la eficiencia mitocondrial reduciendo el consumo

de oxigeno al tiempo que aumenta el cociente ADP/O; (Lépez et al., 2009). Ademas,

41

—



Introduccion

actia como un desacoplante moderado, reduciendo el potencial de membrana y el
escape de electrones. Con estos efectos, la melatonina reduce la generacién de radicales
libres y el dafio mitocondrial durante OXPHOS. Asimismo, aumenta la actividad de los
complejos respiratorios, lo que favorece el transporte de electrones y la produccién de
ATP (Acuia Castroviejo et al., 2011; Lépez et al., 2006). En definitiva, la melatonina
mantiene la homeostasis mitocondrial en todo momento (Escames et al., 2003; Martin

et al., 2000).

Por todas estas razones, se considera a la melatonina una herramienta
terapéutica prometedora para combatir enfermedades relacionadas con el
envejecimiento, como la sarcopenia, donde se observan alteraciones del reloj bioldgico,
inflamacién crénica, estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial (Figura 11) (Fernandez-

Martinez et al., 2023).

3.2. Estudios previos de la melatonina en el envejecimiento y

sarcopenia

Como se ha mencionado previamente, las mitocondrias son esenciales tanto para
la sintesis de melatonina como para ser uno de sus principales objetivos funcionales
(Acuna-Castroviejo et al., 2007; Venegas et al., 2012). Con el envejecimiento, los niveles
de melatonina en los tejidos disminuyen, lo que parece estar relacionado con la
disfuncidn mitocondrial asociada a este proceso. Ademas, la produccién de melatonina

en la gldndula pineal también disminuye considerablemente con la edad, lo que podria
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contribuir al proceso de cronodisrupcién y al envejecimiento (Hardeland, 2012; Sanchez-
Hidalgo et al., 2009). Diversos estudios, incluyendo los de nuestro grupo de
investigacidon, han demostrado que, en contextos experimentales de inflamacién o
envejecimiento, el tratamiento con melatonina mejora la defensa antioxidante
endogena, reduce la activacion de lainmunidad innata y estimula la funciéon mitocondrial
en el modelo de ratéon senescente SAMP8 (Acufia-Castroviejo et al., 2012; Acuia-
Castroviejo et al., 2017; Escames et al., 2007; Escames et al., 2006; Fernandez-Ortiz et
al., 2020; Fernandez-Ortiz et al., 2022; Garcia et al., 2011; Lépez et al., 2006; Rodriguez
et al., 2007; Volt et al., 2016). Ademas, se ha observado que la melatonina es capaz de
restaurar la expresion de los genes reloj alterados en estas condiciones, asi como en
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el cdncer (Aranda-Martinez et

al., 2023; Rodriguez-Santana et al., 2023).

Especificamente, en el estudio de la sarcopenia en el musculo esquelético
durante el envejecimiento, observamos que en ratones de 12 meses de edad se
manifestaba una disminucidn en la actividad locomotora, la masa muscular y un
aumento en el indice de fragilidad (FI). Ademas, se detectaron alteraciones
estructurales tanto en el musculo como en las mitocondrias, cuyos efectos
empeoraban con la edad. El tratamiento con melatonina mejoré la funcién y la
estructura muscular, reduciendo el dafio mitocondrial y la presencia de nucleos
apoptaéticos, sugiriendo su potencial como tratamiento para la sarcopenia (Sayed et al.,

2016; Sayed et al., 2018). Dado que la sarcopenia esta estrechamente asociada al
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envejecimiento y a la inflamacién, utilizamos un modelo de ratén sin el inflamasoma
NLRP3 para evaluar su papel en el desarrollo de la sarcopenia. Encontramos que NLRP3
desempeiia un papel crucial en la progresion de la sarcopenia, tanto en el musculo
esquelético como en el cardiaco, y que este efecto se atenuaba con el tratamiento de
melatonina (Fernandez-Ortiz et al., 2020; Sayed et al., 2021; Sayed et al., 2019).
Ademas, se observd que la melatonina restauraba la expresion y el ritmo circadiano de

los genes del reloj alterados en estos ratones (Fernandez-Ortiz et al., 2022).

A partir de estos estudios y considerando la relevancia Bmall en el musculo,
desarrollamos un modelo de ratéon deficiente en Bmall inducible y especifico de
musculo esquelético (iMS-Bmall7") con el fin de investigar si la pérdida de este gen,
relacionada con el envejecimiento, podria ser una causa subyacente de los cambios
gue inducen la sarcopenia. Los resultados obtenidos mostraron que los ratones iMS-
Bmal17- presentaban una disminucién en la actividad locomotora y alteraciones en la
fase del ritmo circadiano. Ademas, estos animales experimentaron una reduccién de la
masa muscular y un aumento en el Fl. La pérdida de Bmall también provocé
alteraciones estructurales en el musculo, incluyendo atrofia y fibrosis, asi como una
conversién hacia fibras musculares mas oxidativas. Estos hallazgos coincidieron con una
disminucion de la capacidad oxidativa mitocondrial, sugiriendo la existencia de una
adaptacion compensatoria en el metabolismo de las fibras musculares. Finalmente, se
observaron deterioros en la ultraestructura muscular, que aumento el dafo

mitocondrial y redujo el nimero de mitocondrias en este modelo.
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Para abordar estos efectos, investigamos la capacidad terapéutica de la
melatoninay el ejercicio fisico, encontrando que ambos tratamientos mitigaron los
efectos negativos de la pérdida de Bmall, aunque, el daiio mitocondrial empeord con
el ejercicio. Estos resultados subrayan la importancia de Bmal/1 para la salud
musculoesquelética, posicionando este modelo como una herramienta clave en el
estudio de la sarcopenia. Ademas, ambas intervenciones terapéuticas demostraron ser
efectivas contra la sarcopenia, independientemente de la presencia de Bmall en el
musculo esquelético, lo que resalta el potencial de los genes reloj como dianas
terapéuticas en enfermedades asociadas con el envejecimiento (Ferndndez-Martinez et

al., 2024).
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Hipotesis y objetivos

1. Hipétesis

En una sociedad con una poblacidn cada vez mds envejecida, las enfermedades
asociadas al envejecimiento se han convertido en una preocupacién global, lo que
requiere la implementacién de estrategias para afrontar los desafios que esto supone
en el ambito social y en los sistemas de salud. En este contexto, preservar la fuerza, la
masa y la funcién muscular en la poblacién mas vulnerable es clave para mejorar tanto

la calidad de vida como la salud en general.

Diversos estudios, incluidos los de nuestro grupo de investigacion, han
vinculado la cronodisrupcion con el envejecimiento, ya que durante este proceso se
altera la expresién ritmica de genes, se modifican componentes del reloj bioldgico y
disminuye la produccion de melatonina, afectando multiples tejidos, incluido el
musculo esquelético. Con base en estos hallazgos, utilizamos un modelo de raton
deficiente y especifico para Bmall en musculo esquelético y comprobamos que la
pérdida de este gen contribuye al desarrollo de sarcopenia. Ademas, evaluamos la
eficacia del ejercicio y la melatonina como estrategias terapéuticas contra la

sarcopenia, independientemente de la presencia de Bmal1.

En base a los resultados anteriores, nuestra hipdtesis es que la falta de Bmall
va a contribuir a la sarcopenia afectando a los mecanismos de miogénesis y dindmica
mitocondrial, entre otros mecanismos moleculares, ya que son dianas de los efectos

beneficiosos de la melatoninay el ejercicio.
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2. Objetivos

2.2 Objetivo general

Investigar los mecanismos moleculares mediante los cuales la pérdida de Bmall
en el musculo esquelético contribuye al desarrollo de sarcopenia y evaluar el efecto del

ejercicio y la melatonina como posibles estrategias terapéuticas.

2.3 Objetivos especificos

Objetivo 1: Analizar los cambios en la expresién de genes relacionados en la

miogénesis muscular de ratones iMS-Bmal1”-y sus controles.

Objetivo 2: Evaluar el impacto de la pérdida de Bmal1 en la respiraciéon

mitocondrial de ratones iMS-Bmal17"y sus controles.

Objetivo 3: Examinar los cambios en la dindmica mitocondrial, el metabolismo

muscular y la inflamacién en ratones iMS-Bmal17-y sus controles.

Objetivo 4: Identificar las vias moleculares y celulares a través de las cuales el

ejercicio y la melatonina pueden contrarrestar la sarcopenia en ausencia de Bmall.
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Materiales y métodos

1. Animales, tratamientos y disefio experimental

1.1. Generacion del modelo de raton deficiente para Bmall

inducible y especifico de musculo esquelético

Para llevar a cabo este estudio, se establecid un modelo de ratéon knockout
inducible y especifico de musculo esquelético para Bmall (iMS-Bmal1~/-) utilizando el
método descrito previamente por otros autores (Hodge et al., 2015) y posteriormente
actualizado por nosotros (Fernandez-Martinez et al., 2024). En primer lugar, se cruzaron
hembras homocigotas que expresaban el gen Bmall entre dos sitios LoxP (Bmal1/ox/flox,
B6.129S4(Cg)-Arntlt™mIWeit/] - The Jackson Laboratory) con machos heterocigotos que
portaban la recombinasa Cre fusionada a un dominio del receptor de estrégeno mutado
(MER) bajo el control del promotor de la actina alfa 1 de musculo esquelético humana
(ACTA1) (Cre*/-, B6.Cg-Tg(ACTA1-cre/Esr1*)2Kesr/), The Jackson Laboratory). Este cruce
permitié obtener la primera generacidn filial (F1) de ratones doblemente heterocigotos
para Bmal17°/* y Cre*/-. Posteriormente, los machos de esta generacién se cruzaron con
las hembras Bmal1f/flox, dando lugar a la segunda generacion filial (F2) de ratones

Bmal1flov/flox Cre*/- que son los ratones control del estudio (iMS-Bmal1°/foxX) (Figura 12).

Una vez obtenidos los ratones se procedié al genotipado de los mismos
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando una muestra de la cola
con la que se extraia el ADN gendmico mediante el protocolo indicado por The Jackson
Laboratory. Para ello, las muestras se digirieron individualmente con proteinasa K
(PROK-50, Omega Bio-tek, Norcross, GA, EE. UU.) y el ADN se extrajo con isopropanol.

La cuantificacidn se realizé mediante densitometria dptica a 260/280 nm usando un
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NanoDrop (NanoDrop ND-1000 V3.5.2, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE.
UU.). Los cebadores especificos para la deteccién de Bmall flanqueado por sitios LoxP
y del transgén Cre, junto con los posibles productos de ADN, se describen en la tabla 1.
La separacién de los productos de PCR se llevd a cabo en un gel de agarosa al 2% al que
se afiadioé RedSafe (21141, iNtRON Biotechnology, Burlington, MA, EE. UU.) para
visualizar los fragmentos de ADN.

Mouse homozygous for LoxP ~ Mouse expressing skeletal muscle-
flanked Bmal1 (Bmal170%/fio%) specific Cre-MER (Cre*")

Bma.’ 7

Bmall
Bmal1

LoxP site LoxP site Skelelal muscle-specific
[ -{ promoter (ACTA7) MER| Cre MER

F1
(Bmal 1%~ Cre*")

X

Bmall Bmall e

Bmall I—

Bmal1
LoxP site LoxP site Skeletal muscle-specific MER

promoter (ACTAT)

% (ims- Bmal 7fioxfiox)

NO deletion of Bmal?
Bmal Control

Bmall

Skeletal muscle-specific
-{ promoter (ACTAT) @ M\E/R

Figura 12. Cruzamientos realizados para la obtencién del modelo de ratén iMS-Bmal1%o*/fox,
Las hembras Bmal1™/f°x se cruzaron con machos Cre*”” que expresaban de manera inducible y
especifica en el musculo esquelético la recombinasa Cre fusionada en cada extremo a un
dominio de MER bajo el control del promotor de la ACTA1, generando la F1 de ratones Bmal1/¥*
y Cre*’. Los machos de la F1 se cruzaron con hembras Bmal17/f°* para obtener la F2 de ratones
iMS-Bmal1/1ox/flox,
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Tabla 1. Cebadores empleados para la identificacidon del gen Bmall con sitios LoxP y el transgén
Cre, asi como los posibles productos de ADN obtenidos.

Bmal1lox/flox Cre*/-

Directo (5' - 3') ACT GGA AGT AACTTT ATC AAA CTG AGG TGG ACC TGA TCA TGG AG
Reverso (5' = 3') CTG ACCAACTTG CTAACAATT A ATA CCG GAG ATC ATG CAA GC
Control positivo CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT
interno directo (5'
- 3
Control positivo GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C
interno reverso (5'
> 3
Resultados Mutante= Heterocigoto= Tipo Transgene= 440 bp Control positivo
esperados 431 bp 327 bpand 431 salvaje = interno = 324
bp 327 bp bp

A las 12 semanas de edad los ratones iMS-Bmal119/fx se trataron con vehiculo
(15% de etanol en aceite de girasol) para generar el grupo control, o con tamoxifeno
(TMX) (T5648, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) dando lugar al modelo iMS-Bmal17-. La
activacion de la recombinacion Cre/LoxP se indujo mediante inyecciones

intraperitoneales (i.p.) de TMX a una dosis de 2 mg/dia durante cinco dias consecutivos.

A nivel molecular, la proteina Cre fusionada se localiza en el citoplasma de las
células, donde se encuentra asociada a la proteina HSP90. Cuando se administra el TMX,
esta interaccién entre HSP90 y la recombinasa Cre se interrumpe, permitiendo que Cre
se transloque al nucleo. Una vez alli, Cre se une a los sitios LoxP, promoviendo la escisiéon
especifica de Bmall en el musculo esquelético del ratdn (Figura 13). La confirmacion de
la especificidad de la recombinacion se realizé previamente en el estudio de

caracterizacion del modelo mediante una PCR y un western blot de los ratones control y
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de los iMS-Bmal1”- a la semana 15 y 17 de edad en los que se usé higado y musculo

gastrocnemio (GM) para comprobar la presencia de Bmall.

Skeletal muscle

HSP90
Mutated estrogen

: - flox/flox —
|MS Bmal1 “ e receptor(MER)
A

~ Cre recombinase
Tamoxife
(TMX)

» T " TMX

MX
o) (hsro
(HsP0 )

3

-

—H Bmall )—’—
> -

Bmall

Skeletal muscle-specific v .
promoter (ACTAT) @W ‘ ﬂ ﬂ

iMS-Bmal1”

Figura 13. Generacién del modelo de ratén iMS-Bmal17- mediante el uso del sistema Cre/LoxP.
Los ratones iMS-Bmal17fo* fueron inducidos con TMX mediante i.p., a las 12 semanas de edad.
Cre se encuentra asociada a la proteina HSP90 en el citoplasma. Cuando se administra el TMX,
esta interaccién se interrumpe, permitiendo que Cre se transloque al nucleo uniéndose a los
sitios LoxP, y cortando especificamente Bmall en el musculo esquelético del ratén.

Los ratones se mantuvieron en las instalaciones del animalario del Centro de
Investigacién Biomédica de la Universidad de Granada, a una temperatura ambiente
controlada de 22 °C + 1 °C, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (inicio de luz a las
08:00 h) y acceso ad libitum a agua y alimento, en un ambiente libre de patégenos

especificos (SPF).

Todos los procedimientos se realizaron en conformidad con la Guia de los
Institutos Nacionales de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, el

Convenio Europeo sobre la proteccion de los animales vertebrados utilizados para
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experimentacion y otros fines cientificos (CETS #123) y la legislacion espafiola para
experimentacion animal (R.D. 53/2013). El protocolo fue aprobado por el Comité Etico

de Andalucia (#29/05/2020/069).

1.2. Diseio experimental y tratamientos

En este estudio, se seleccionaron ratones macho (n=17 por grupo) para formar
los siguientes grupos experimentales: (a) animales iMS-Bmal1fo/flox tratados con
vehiculo (control), (b) iMS-Bmal1fox/flox tratados con TMX para generar ratones iMS-
Bmall”, (c) iMS-Bmal17-tratados con ejercicio (TMX + E), (d) iMS-Bmal17-tratados con
melatonina (TMX + aMT), y (e) iMS-Bmal1”- tratados con ejercicio y melatonina (TMX +
E + aMT) (Figura 14). El tratamiento con ejercicio comenzé a la semana 12 de edad y
consistié en sesiones de entrenamiento en una cinta de correr horizontal durante 30
minutos, alcanzando una velocidad de hasta 30 cm/s. Este protocolo se mantuvo durante
2 semanas, con 2 dias de descanso consecutivos para evitar estrés y fatiga en los
animales (Xu et al., 2020). Por otro lado, la administracion de melatonina se realizd a una
dosis de 10 mg/kg/dia en el pienso durante un periodo de 2 semanas, comenzando
también a las 12 semanas de edad (Figura 14). Esta dosis es adecuada para mitigar los
efectos de la sarcopenia relacionada con la edad, segun estudios previos de nuestro
laboratorio (Fernandez-Martinez et al., 2024; Rodriguez et al., 2007; Sayed et al., 2019;
Sayed et al., 2018). El pienso, preparado por la Unidad de Produccion de Dietas de la
Universidad de Granada, contenia 50 mg de melatonina por kilogramo, calculado con
base en el consumo promedio diario de los ratones, su peso y edad, para garantizar la

dosis de 10 mg/kg de peso corporal (Bachmanov et al., 2002). Numerosos estudios
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realizados por nuestro laboratorio han comprobado que esta dosis aumentd el
contenido de melatonina en todos los compartimentos subcelulares de manera dosis-
dependiente en roedores. Ademas, se verificd la concentracion de melatonina en el

pienso se verificé mediante HPLC (47,2 + 2,0 mg/kg de alimento).

En la semana 15, se realizaron los analisis moleculares en cada grupo
experimental, comenzando por la obtencion de imdgenes por resonancia magnética
nuclear (RMN), dado que es una prueba no invasiva. Posteriormente, los animales se
sacrificaron para recolectar las muestras de tejido necesarias para los andlisis
posteriores. El inicio del disefio experimental se establecié a las 12 semanas de edad,
con el propdsito de evitar cualquier posible efecto de la deficiencia de Bmall en el
desarrollo del musculo esquelético, asegurando ademas que los ratones se encontraran
en una etapa adulta. Asimismo, se evalué la duracion de la inactivaciéon con TMX, y se
confirmé que una administracidon de 5 dias consecutivos era suficiente para suprimir
Bmall durante un minimo de 5 semanas, tiempo adecuado para completar el disefio
experimental. Los tratamientos comenzaron simultdneamente a la induccidon con TMX,
manteniéndose durante 2 semanas. Esta duracién se definié en estudios previos de
caracterizacion del modelo iMS-Bmal1”, en los cuales ambos tratamientos demostraron
proteger el musculo y contrarrestar la sarcopenia, justificando asi su inclusién en el
protocolo (Ferndndez-Martinez et al., 2024). La semana 15 fue seleccionada para realizar
los analisis moleculares (3 semanas tras la induccidon con TMX) con el objetivo de evaluar

las alteraciones especificas producidas por la deficiencia de Bmall en el musculo
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esquelético y de analizar el impacto de los diferentes tratamientos sobre estas rutas
afectadas (Figura 14).

WEEKS OF AGE

TAMOXIFEN or VEHICLE
5 days (2 mg/day) —i.p.

12 13 14 15 16
[ P
I: 1 + >
TREATMENTS MOLECULAR ANALYSIS
No intervention Nuclear Magnetic Resonance, myogenesis,
Exercise (E) — 5 days/week/30 min/day mitocondrial respiration and dynamics,
Melatonin (aMT) — 10 mg/kg/day inflammation and NAD/NADH ratio

EXPERIMENTAL GROUPS (male mice)

(a) iMS-Bmal1fie<fiex treated with vehicle (control)

(b) iIMS-Bmal1+ treated with tamoxifen (TMX)

(c) iIMS-Bmal1+ treated with tamoxifen plus exercise (TMX + E)

(d) iIMS-Bmal 1+ treated with tamoxifen plus melatonin (TMX + aMT)

(e) iIMS-Bmal1- treated with tamoxifen plus exercise and melatonin (TMX + E + aMT)

Figura 14. Esquema del plan de trabajo: grupos experimentales, tratamientos y andlisis
moleculares. A las 12 semanas de edad se trataron los ratones con vehiculo o TMX (flecha verde).
Los tratamientos con ejercicio y/o melatonina (flecha roja) comenzaron desde la semana 12
hasta la 14. Tras las intervenciones, se dejé una semana de descanso y se comenzaron los analisis
moleculares en la semana 15.

2. Resonancia magnética nuclear

La obtencion de imagenes por RMN se llevd a cabo en la Unidad de
Resonancia magnética nuclear animal (RMA) del Centro de investigaciéon biomédica de
la Universidad de Granada, empleando un equipo Bruker Biospec 70/20 USR (Bruker
BioSpin MRI GmbH, Madird, Spain). Previo al inicio del procedimiento, los ratones se
anestesiaron con isoflurano (1.5% en oxigeno), y se monitored la frecuencia
respiratoria mediante un balén de aire colocado sobre los pulmones (SA Instruments,

Inc., NY). En cada experimento, las tasas de respiracién fueron similares entre los
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ratones de los diferentes grupos experimentales. Para adquirir las imagenes
anatomicas, se utilizo la secuencia axial T2 Turbo RARE de Bruker sobre el GM con los
siguientes parametros: TR/TEef= 950/24 ms, tamafio de matriz= 256 x 256, factor
RARE= 8, campo de vision= 40 x 40 mm?, 12 cortes, grosor de corte=1 mm y
promedios= 1. Posteriormente, en el andlisis de imagenes se seleccioné la seccidn
maxima del musculo y se realizaron las mediciones del area de seccion transversal
(CSA) correspondientes mediante el software ImagelJ (Institutos Nacionales de Salud,

USA).

3. Analisis de la expresion génica
3.1. Preparacion del tejido

En la semana 15 se iniciaron las tomas de muestras para los andlisis moleculares.
Los animales se anestesiaron mediante una i.p. de equitesina (1 mL/kg) y sacrificados.
Posteriormente, se extrajeron y lavaron los GM en solucién salina, para luego
sumergirlos en nitrégeno liquido y almacenarlos a -80°C hasta su procesamiento para la

extraccion de ARN.

3.2. Extraccion de ARN

El ARN se aislé a partir de las muestras de tejido muscular de los distintos grupos
experimentales. Para ello, se pesaron 50 mg de GM, se afiadio el reactivo TRIzol Reagent
(15596026, Invitrogen, Thermo Fisher, Madrid, Spain), y se disgregd con un

homogenizador manual siguiendo las especificaciones del fabricante. Una vez se obtuvo
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el ARN, se afiadié un volumen de 50 pl de agua libre de nucleasas y se incubd a 58 °C
durante 10 minutos. La integridad del ARN se verificé mediante electroforesis en agarosa
al 2%, y la concentracidon fue determinada por espectrofotometria a 260/280 nm en un
NanoDrop (NanoDrop ND 1000 V3.5.2, NanoDrop Technologies, USA). Finalmente, el

ARN se alicuoté y almacend a -80 °C para su posterior retrotranscripcion.

3.3. Reaccion de transcripcion inversa

Para la sintesis de ADNc, se empled el kit de transcripcién inversa High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™), siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el fabricante. La reaccidn de transcripcidn inversa se realizé en un
volumen de reaccidn total de 20 pl, que incluia 10 pl de master mix, 1000 ng de ARN y
el volumen necesario de agua libre de nucleasas. Posteriormente, la reaccidn se llevé a
cabo en un termociclador Doppio (Avantor®, VWR) siguiendo el programa de ciclos
indicado por el fabricante. El ADNc resultante se alicuotd y se conservo a -20 °C para su

uso posterior.

3.4. gRT-PCR Cuantitativa

Para la qRT-PCR, se utilizé el kit PerfeCTa® SYBR® Green FastMix® (Quantabio,
Beverly, Massachusetts, EE. UU.) en una reaccion por pocillo que consistié en 10 ul de
SYBR, 0,6 ul de cada primer (forward y reverse) a una concentracién de 10 uM, y 1 pl de
ADNc, completando un volumen final de 20 ul con agua libre de nucleasas. La

amplificacion se llevé a cabo en el equipo QuantStudio 7 Pro (Applied Biosystems™,
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Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.). Las secuencias de los cebadores
directo y reverso se muestran en la tabla 2. Los niveles de expresién de los genes de
interés se normalizaron frente al gen de referencia B-actina. La cuantificacidn relativa del
ARNm de cada gen objetivo, en comparacién con B-actina, se realizd utilizando el
método de Ct comparativo. Los datos fueron analizados con el software Design &

Analysis (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.).

Tabla 2. Secuencias de los cebadores directo y reverso utilizados para qRT-PCR.

‘ Cebador directo Cebador reverso
pax7 GTT CGA TTA GCC GAG TGC TCA CAT CCA GAC GGT TCC CTT TGT
myf5 TCT GAC GGC ATG CCT GAA T CTC GGA TGG CTC TGT AGA CG
myod AAC TGC TCT GAT GGC ATG ATG G TAG TAG GCG GTG TCG TAG CC
myog TCC CAA CCC AGG AGATCATT AGT TGG GCA TGG TTT CGT CT
myf6  TAA CTG CTA AGG AAG GAG GAG C ATG GAA GAA AGG CGC TGA AGA
mstn ACT TTG GGC TTG ACT GCG AT AAA TCG ACC GTG AGG GGG TA
pcg-1a GTA AGG GGC TGG TTG CCT G CAA CCA GAG CAG CAC ACT CT
drp1 GCC TCA GATC GTC GTA GTG G TTC CAT GTG GCA GGG TCAT T
sirt1 CGG CTA CCG AGG TCC ATA TAC ACA ATC TGC CAC AGC GTC AT
sirt3 GTC CGG GAG GTG GGA GA CAC CAT GAC CAC CAC CCT AC

4. Analisis de la respiracion mitocondrial

Para medir la tasa de consumo de oxigeno (OCR), se aislaron las mitocondrias del
GM como se describié anteriormente (Rogers et al., 2011). En resumen, tras sacrificar al

animal mediante dislocacidn cervical, se extrajo inmediatamente el GM, se limpié en una
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solucion de lavado fria (50 ml de tampdn de aislamiento y 250 mg de albumina sérica
bovina (BSA), y se tratd con proteinasa K. Posteriormente, se homogenizé con 1 ml de
tampon de aislamiento (250 mM de sacarosa, 2 mM de EDTA, 10 mM de TRIS ajustado a
pH 7.4 con HCl) a 800 rpm y 4°C. El homogeneizado resultante se centrifugd a 1000 g
durante 5 minutos a baja temperatura, y el sobrenadante se sometié a centrifugacion
repetida. Las mitocondrias en suspensiéon se centrifugaron a 23000 g durante 10
minutos, tras lo cual se retuvo el sedimento y se afiadié 1 ml de tampdn de aislamiento,
seguido de otra centrifugacion. En este paso, se afiadido 1 ml de tampdn de aislamiento
y la mezcla se centrifugd a 13000 g durante 3 minutos, después de lo cual se afiadieron
40 ul de MAS1X 0.2% BSA (140 mM de sacarosa, 440 mM de manitol, 20 mM de KH2PO4,

10 mM de MgCl2, 4 mM de HEPES y 2 mM de EGTA ajustados a pH 7.2 con KOH).

Para medir la respiracion mitocondrial, se utilizd el Seahorse XFe24 Analyzer
(Agilent, Barcelona, Espafia). A tal efecto, las mitocondrias aisladas se diluyeron en MAS
1X 0.2% BSA (2 pg de proteina/pozo en MG). Con la placa sobre hielo, se afiadieron 50
pl de mitocondrias a cada pocillo y la mezcla se centrifugd a 2000 g durante 10 minutos
a 4°C. Posteriormente, se afiadieron 450 ul de MAS 1X + sustratos (10 mM de glutamato,
10 mM de malato, 10 mM de succinato y 10 mM de piruvato) a cada pocillo. Para inhibir
el complejo | (Cl) en nuestros experimentos de respiracién, se afiadié rotenona (2 mM)
junto con los otros sustratos. La OCR se mididé secuencialmente en un estado acoplado
con el sustrato (Estado 2), seguido por el Estado 3 (adenosin difosfato (ADP) y sustratos).
Después de este paso, se consumid ADP en el Estado 4, y se anadid oligomicina

(respiracion en reposo o no fosforilante). Luego, se midié la respiracién maxima
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utilizando carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) (Estado 3u). Las
inyecciones se realizaron en el siguiente orden: puerto A, 50 pl de 80 mM de ADP (4 mM
final); puerto B, 55 pl de 3 mM de oligomicina (30 uM final); puerto C, 60 ul de 4 mM de
FCCP (40 uM final); y puerto D, 65 ul de 4 mM de antimycina A (40 uM final). Los
resultados fueron analizados con el software Wave Pro-10.1.0 (Agilent, Technologies,

California EE. UU.). Los datos se expresaron en pmol/min/mg de proteina.

5. Determinacion de la concentracion de proteinas y western blot

Para el andlisis por western blot, se homogeneizaron los musculos GM a 1100
rpm en el buffer T-PER (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia), y se afiadié un céctel
inhibidor de proteasas 100X (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia). Las muestras se
sonicaron al 35% durante 5 segundos y centrifugadas a 1000 g por 10 minutos a 4°C, tras
lo cual se recogié el sobrenadante. La concentracion de proteinas de cada muestra se
determiné mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Para ello se prepard una
curva estandar de BSA con concentraciones crecientes de 0,05 a 0,6 mg/ml. A cada
pocillo de una placa se le afiadieron, por duplicado, 10 ul de cada punto de la curva de
calibracién y de cada muestra, seguidos de 200 ul de reactivo de Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Luego, la placa se incubd durante 15 minutos en oscuridad y con
agitacidon suave. La absorbancia se midié en el espectrofotometro Power Wave X-1
(BioTek Instruments, Inc., Vermont, USA) a una longitud de onda de 595 nm. Los

resultados se expresaron en mg de proteina/ml.
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A continuacién, se mezclaron 50 pg de proteina con el tampdn de carga (62,5 mM
Tris — HCI, 2% SDS, 0,05% B-mercaptoetanol, 0,025% azul de bromofenol, 0,2% glicerol)
y se llevaron al mismo volumen con tampén TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8). Las
muestras preparadas se incubaron a 99°C durante 5 minutos y luego a 4°C por otros 5
minutos. La electroforesis se realizé en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE) al 10% utilizando un sistema de electroforesis mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-
Rad). Las proteinas se transfirieron a una membrana de polivinilideno difluoruro (PVDF)
en una Mini Trans-Blot SD Transfer Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), y las interacciones
proteina-anticuerpo se detectaron mediante anticuerpos IgG de caballo conjugados con
peroxidasa anti-ratén o anti-conejo, usando el sustrato Clarity™ Western ECL (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Las bandas fueron visualizadas con el sistema de imagen ChemiDoc
MP (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y cuantificadas usando el software Image Lab (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Los anticuerpos primarios utilizados en este estudio se detallan en

la tabla 3, y se empled el anticuerpo gapdh como proteina de referencia.
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Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios usados en western blot.

Proteina Dilucidn Referencia Compaiiia
Tfam 1:200 sc-166965 Santa Cruz Biotechnology
Nrfl 1:200 sc-33771 Santa Cruz Biotechnology
Opal 1:1000 612606 BD Transduction Lab
Fisl 1:200 sc-376447 Santa Cruz Biotechnology
Bnip3 1:1000 ab10433 Abcam
Parkin 1:1000 ab77924 Abcam
Pink1 1:500 10006283 Cayman Chemical
NAMPT 1:200 sc-393444 Santa Cruz Biotechnology
Sirtl 1:300 13161-1-AP Proteintech
Sirt3 1:500 ab189860 Abcam
FGF21 1:500 ab171941 Abcam
Klotho 1:5000 67331-1-Ig Proteintech
Nrf2 1:200 sc-722 Santa Cruz Biotechnology
Tnf-a 1:200 sc-52746 Santa Cruz Biotechnology
Bmall 1:500 14268-1-AP Proteintech
Clock 1:1000 ab3517 Abcam
Gapdh 1:200 sc-166574 Santa Cruz Biotechnology
Anti-rabbit 1:2000 31460 Thermo Scientific
Anti-mouse 1:5000 554002 BD Biosciences Pharmigen
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6. Medida del nivel de NAD*/NADH

La cuantificacién de los niveles de NAD* y NADH se realizd mediante un kit
colorimétrico para el analisis de NAD*/NADH (ab65348; Abcam, Cambridge, Reino
Unido), siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. Las concentraciones de
NAD* y NADH se evaluaron utilizando un espectrofotémetro Power Wave X-1 (BioTek
Instruments, Inc., Vermont, USA) y los valores se determinaron con base en una curva

de calibracion estandar.

7. Andlisis estadistico

Los datos se expresan como media * error estandar de la media (SEM), con un
tamafio de muestra de n = 7 animales por grupo para la extraccion de ARN, la gRT-PCR,
los experimentos de western blot y los niveles de NAD*/NADH. Para la respiracion
mitocondrial, se utilizé un tamafio de muestra de n =10 animales por grupo, de los cuales
n =5 animales por grupo se emplearon previamente para la RMN. Todos los andlisis
estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 8.0.1 software
(GraphPad Software, Boston, MA, USA). Para las comparaciones estadisticas, se aplicé
una prueba t no apareada, considerando significativos aquellos resultados con un valor

de p < 0.05.
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Parte de los resultados mostrados en esta seccion estan incluidos en el siguiente

articulo de investigacion:

Ramirez-Casas Y, Ferndandez-Martinez J, Martin-Estebané M, Aranda-Martinez P, Lépez-
Rodriguez A, Esquivel-Ruiz S, Yang Y, Escames G, Acuiia-Castroviejo D. Melatonin and
exercise restore myogenesis and mitochondrial dynamics deficits associated with
sarcopenia in iMS-Bmal1~~ mice. Journal of Pineal Research, 2025 (aceptado).

Factor de Impacto: 8,3 (Q1)
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1. Los ratones iMS-Bmall”/- presentan una miogénesis reducida,

gue se restaura con ejercicio y con melatonina

Dado que los animales con deficiencia de Bmall en el musculo esquelético
muestran alteraciones en la morfologia y estructura muscular que se normalizan con el
ejercicio y el tratamiento con melatonina (Fernandez-Martinez et al., 2024),
investigamos los marcadores de miogénesis relacionados con la proliferacion vy
diferenciacion de células musculares. Ademas, evaluamos la expresion de miostatina
(mstn), una mioquina asociada con la pérdida de masa muscular (Baczek et al., 2020; Yu
et al.,, 2021). Especificamente, medimos la expresién de MuSC (pax7) y de MRFs
responsables de la diferenciacidn y formacién de miofibras (myf5, myod, myog y myf6),

asi como de mstn, mediante qRT-PCR (Figura 14).

Se detecté una disminucidn significativa en la expresiéon de pax7 en el musculo
esquelético de animales con déficit de Bmall, lo que indica una regeneracion muscular
deteriorada en comparacién con los controles. El tratamiento con ejercicio y/o
melatonina restauré los niveles de expresion de pax7 (Figura 14A). En cuanto a los MRFs,
se observé un patrdn similar, con una disminucidn en la expresion de myf5, myod, myog
y myf6 en los animales TMX (Figuras 14B-E). Tanto el ejercicio como la melatonina
ejercieron efectos protectores, aumentando la expresién de myod, myog y myf6,
mejorando la miogénesis. Sin embargo, aunque el ejercicio y el tratamiento combinado
recuperaron significativamente la expresién de myf5, la melatonina indujo solo una leve

recuperacion no significativa. Finalmente, la disminucidn significativa en la expresion de
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myog/ p-actin

Resultados

mstn observada en los ratones deficientes en Bmall no se recuperd con los tratamientos

(Figura 14F).
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Figura 14. Analisis de la expresion de genes clave involucrados en la miogénesis y los efectos

protectores de la melatonina y/o el ejercicio en ratones de los grupos control, TMX, TMX+E,
TMX+aMT y TMX+E+aMT. (A) Expresion de ARNm de pax7; (B) expresion de ARNm de myf5;
(C) expresion de ARNm de myod; (D) expresién de ARNm de myog; (E) expresién de ARNm de
myf6; y (F) expresion de ARNm de mstn. Los datos se expresan como medias + SEM (n=7
animales/grupo). *p < 0.05y **p < 0.01 vs. control; #p < 0.05, #p < 0.01 y ##p < 0.001 vs. TMX;

*p < 0.05 vs. TMX+E+aMT.
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2. Los ratones iMS-Bmall”/- presentan alteraciones
morfométricas en el GM, que se restauran con ejercicio y con

melatonina

Dado que los ratones iMS-Bmall”/- presentaban alteraciones en la morfologia y
estructura muscular (Fernandez-Martinez et al.,, 2024), se evalud si estos cambios
también eran detectables in vivo mediante RMN. Para ello, se adquirieron imagenes de
los diferentes grupos experimentales, a partir de las cuales se analizaron las medidas de

longitud y el drea transversal del GM (Figura 15A-B).

Estos hallazgos revelaron que la ausencia de Bmall redujo significativamente
tanto la longitud transversal del GM como el drea de seccidn transversal total, aunque el
ancho transversal permanecié sin cambios entre los grupos experimentales. Sin
embargo, los animales tratados con ejercicio y/o melatonina mostraron un aumento en
la longitud transversal y el drea de seccién transversal total, destacando los efectos
protectores de estos tratamientos y restaurando los valores a niveles similares a los del

grupo control (Figura 15B).

72



Resultados

Control TMX

TMX+E+aMT

mm Control mm TMX
TMX+E mm TMX+aMT

TMX+E+aMT
B Transverse Lenght GM (mm) Transverse Widht GM {mm} Total Cross-sectional Area
15000 8000+ 60000
$
# # 4
6000 — — X — __
10000 * 40000
— -

4000

5000 20000
2000

0- 0- 0-

Males Males Males

Figura 15. Alteraciones morfométricas en el GM debido a la ausencia de Bmal1 y los efectos
protectores del ejercicio y/o la melatonina. (A) Imdgenes de RMN del GM en ratones control,
TMX, TMX+E, TMX+aMT y TMX+E+aMT,; y (B) analisis morfoldgico de la longitud transversal del
del GM (mm), ancho transversal del GM (mm) y el CSA. Los datos se expresan como medias +
SEM (n = 5 animales/grupo). * p < 0.05 vs. control. # p < 0.05 vs. TMX. * p < 0.05 vs. TMX+E+aMT.
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3. Los ratones iMS-Bmal17/- no muestran una respiracién
mitocondrial afectada, pero se deteriora con el ejercicio y la
inhibicion del Cl, mientras que la melatonina mejora la

respiracion a través del Ci

Dado que previamente reportamos alteraciones estructurales en las
mitocondrias con una actividad reducida de la succinato deshidrogenasa (SDH) en el
musculo esquelético deficiente en Bmall (Ferndandez-Martinez et al., 2024), decidimos
explorar los mecanismos moleculares subyacentes a estos cambios en este modelo de
ratén. Se analizaron el OCR, un indicador clave de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial, asi como la fuga de protones y la produccién de ATP en mitocondrias
aisladas del GM. Nuestro analisis no mostrd diferencias significativas en el OCR y los
estados respiratorios entre los animales control y TMX. Sin embargo, los animales
sometidos a tratamiento con ejercicio presentaron una reduccidon notable en estos
valores, posiblemente debido al dafio mitocondrial localizado que ya habiamos
revelado (Fernandez-Martinez et al., 2024). Por otro lado, el tratamiento con
melatonina mejord los valores respiratorios, aunque no logré contrarrestar los efectos

inducidos por el ejercicio (Figura 16 A, C).

Anteriormente también reportamos una reduccién en la actividad de la SDH en
el GM de los ratones deficientes en Bmall (Fernandez-Martinez et al., 2024). Aqui, la
inhibicién del Cl con rotenona disminuyé el OCR en comparacién con la respiracion
basal en TMX, lo que podria indicar una alteracién a nivel del complejo Il (Cll), y esta

reduccién se observd en todos los tratamientos (Figura 16B, D). Es importante destacar
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que la melatonina no pudo mejorar la respiracién en mitocondrias tratadas con

rotenona, lo que sugiere que su accidn se da a nivel del Cl (Figura 16D).

En cuanto a la fuga de protones y la produccidn de ATP, los animales TMX no
mostraron desviaciones significativas respecto a los controles. No obstante, tanto el
ejercicio como el tratamiento con melatonina resultaron en una disminucion
significativa de la fuga de protones y un aumento en la produccién de ATP (Figura 16E).
Aunque los valores de OCR disminuyeron en los grupos TMX+E y TMX+E+aMT, las
mejoras observadas en la fuga de protones y la produccidn de ATP sugieren que estos
tratamientos compensan la deficiencia mitocondrial. Cabe destacar que la rotenona no
provoco cambios significativos, salvo en el grupo TMX+E+aMT, donde se observo una

reduccion en la fuga de protones y un aumento en la produccion de ATP (Figura 16F).
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Figura 16. Parametros respiratorios en mitocondrias aisladas del GM de ratones iMS-Bmal1~/-
y sus controles. (A) Medicion de los valores de OCR en los grupos experimentales (pmol/min);
(B) medicion de los valores de OCR en los grupos experimentales con rotenona (pmol/min); (C)
valores de los estados respiratorios en los grupos experimentales (pmol/min); (D) valores de los
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estados respiratorios en los grupos experimentales con rotenona (pmol/min); (E) mediciones
de fuga de protones y produccion de ATP en los grupos experimentales; y (F) mediciones de
fuga de protones y produccion de ATP en los grupos experimentales con rotenona. Los datos se
expresan como medias £ SEM (n = 10 animales/grupo). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs.
control. #p < 0,05, #p < 0,01, *#p < 0,001 vs. TMX. °p < 0,05, *°p < 0,01, ***p < 0,001 vs.
TMX+E+aMT.

4. Los ratones iMS-Bmal1”/- muestran una dindmica
mitocondrial alterada, la cual fue normalizada por el ejercicio y

el tratamiento con melatonina

Las alteraciones en la dindmica mitocondrial estan relacionadas con el
desarrollo de la sarcopenia, y Bmall es necesario para mantener la funcion
mitocondrial (de Goede et al., 2018; Leduc-Gaudet et al., 2021). En este estudio,
analizamos la biogénesis mitocondrial, la fusidn, la fisién y la mitofagia en el GM de

ratones deficientes en Bmall.

En cuanto a la biogénesis mitocondrial, observamos una disminucién
significativa en la expresidon del ARNm de pgc-I1a en los animales TMX en comparacion
con los controles. Tanto el ejercicio como el tratamiento con melatonina restauraron
eficazmente su expresién normal (Figura 17A). Ademas, los niveles de proteina de Tfam
y Nrfl disminuyeron en los animales TMX, incluso en aquellos tratados (Figura 17B,C).
Estos resultados resaltan el papel critico de Bmall en el mantenimiento de la funcién

adecuada de estos reguladores mitocondriales clave.
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Por otro lado, TMX indujo un aumento significativo en Opal en comparacion

con los controles, mientras que el ejercicio y, especialmente la melatonina, redujeron la

fusién mitocondrial excesiva (Figura 17D). La expresién de drp1 disminuyd en ausencia

de Bmall, siendo restaurada por el ejercicio y/o el tratamiento con melatonina (Figura

17E). En contraste, los niveles de Fis1 no mostraron diferencias significativas entre los

grupos TMX y control; sin embargo, los tratamientos redujeron consistentemente los

niveles de Fis1 en todos los grupos experimentales (Figura 17F).
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Figura 17. Analisis de genes y proteinas involucrados en la dindmica mitocondrial en ratones

iMS-Bmal1~-y sus controles. Considerando la biogénesis mitocondrial: (A) expresién de mRNA

78



Resultados

de pcg-1 a; (B) niveles de Tfam; y (C) niveles de Nrfl en los controles y grupos experimentales.
Marcadores de fusion y fision mitocondrial, respectivamente; (D) niveles de Opal; (E)
expresion de mRNA de drp1;y (F) niveles de Fisl en los grupos experimentales. Para mitofagia,
se estudiaron los siguientes: (G) niveles de Bnip3; (H) niveles de Pink1; y (I) niveles de Parkin en
controles y grupos experimentales. Los datos se expresan como medias + SEM (n = 10
animales/grupo). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. control. #p < 0,05, #p < 0,01, ##p <
0,001 vs. TMX. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. TMX+E+aMT.

5. Los ratones iMS-Bmal1/- presentan cambios en el eje

NAMPT-NAD*-SIRTs

El gen del reloj circadiano Bmall potencia la expresion de NAMPT, aumentando
la sintesis de NAD* y activando Sirtl y Sirt3, al tiempo que regula ritmicamente la
transicién de las mitocondrias entre estados de baja y alta OXPHOS (Acufia-Castroviejo
et al., 2017; Peek et al., 2013). En este estudio, examinamos los componentes clave de

esta via.

Como era de esperar, la proteina Bmall estaba practicamente ausente en los
animales TMX y en aquellos tratados con ejercicio y/o melatonina (Figura 18A). Por el
contrario, los niveles de Clock aumentaron significativamente en ausencia de Bmall,
pero se restauraron tras los tratamientos (Figura 18B). Ademas, los niveles de proteina
NAMPT disminuyeron significativamente no solo en TMX, sino también en los grupos
tratados, lo que indica su dependencia de Bmall (Figura 18C). Como era previsible, el
cociente NAD*/NADH disminuyd significativamente en los animales TMX, mientras que
los tratamientos, especialmente la melatonina, restauraron este cociente en el musculo

(Figura 18D).
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También se midieron la expresion de ARNm y los niveles proteicos de Sirtly
Sirt3 en los grupos experimentales. Aunque la expresiéon de Sirt1 se mantuvo sin
cambios en el GM deficiente en Bmall, aumentd en respuesta a los tratamientos,
principalmente con melatonina (Figura 18E). A pesar de ello, los niveles de proteina
Sirtl fueron notablemente mas bajos en los animales TMX y en los grupos tratados
(Figura 18F). Por otro lado, la expresidn de Sirt3 aumentd en todos los grupos
experimentales, independientemente del estado de Bmall (Figura 18G). Aunque los
niveles de proteina Sirt3 fueron significativamente mas altos en los animales TMX, los

tratamientos los redujeron por debajo del control (Figura 18H).
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Figura 18. Andlisis de genes y proteinas involucrados en el eje NAMPT-NAD*-SIRTs en ratones
iMS-Bmal1~- y sus controles. (A) Niveles de proteina Bmall; y (B) Clock en los grupos control y
experimentales. (C) Niveles de proteina NAMPT; y (D) cociente NAD*/NADH. (E) Expresion de
de sirt1; y (F) niveles de proteina Sirtl en los grupos experimentales. (G) Expresién de sirt3 'y
(H) niveles de Sirt3 en controles y grupos experimentales. Los datos se expresan como media *
SEM (n = 7 animales/grupo). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. control. #p < 0.05, ## p <
0.01, ### p < 0.001 vs. TMX. * p < 0.05 vs. TMX+E+aMT.
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6. Los ratones iMS-Bmall/- presentan alteraciones en la defensa

antioxidante, la respuesta inflamatoria y la via FGF21-Klotho

El estrés oxidativo y la inflamacién, que aumentan con la edad, son factores
clave asociados con la sarcopenia. En consecuencia, se exploraron varias proteinas
involucradas en estas vias, incluido el eje FGF21-Klotho, en nuestro modelo de ratén.
En cuanto a la defensa antioxidante, los niveles de proteina Nrf2 se redujeron
significativamente en ausencia de Bmal1 y se recuperaron parcialmente con
melatonina, mientras que el ejercicio también indujo una recuperacion parcial (Figura
19A). TNF-a, un marcador de inflamacién disminuyé en los ratones TMX y en los
tratados con ejercicio y/o melatonina, lo que sugiere su dependencia de Bmall (Figura

19B).

Dado su papel en la longevidad y su posible uso como marcador de sarcopenia
(Arroyo et al., 2023; Bartali et al., 2013), se midieron los niveles de Klotho y FGF21 en
los ratones iMS-Bmall~~. Los niveles de Klotho se mantuvieron sin cambios en TMX,
pero aumentaron en el grupo TMX+E+aMT en comparacion con el control (Figura 19C).
En contraste, los niveles de FGF21 disminuyeron con la pérdida de Bmall en el

musculo, y los tratamientos no lograron restaurar sus niveles (Figura 19D).
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Figura 19. Analisis de proteinas involucradas en las vias inflamatorias y en la via FGF21-
Klotho en los ratones iMS-Bmal1~~ y sus controles. Marcadores inflamatorios: (A) Niveles de
Nrf2; y (B) Tnf-a en los grupos control y experimentales. Via FGF21-Klotho: (C) Niveles de
Klotho; y (D) FGF21. Los datos se expresan como media * SEM (n = 7 animales/grupo). * p <
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. control. *p < 0.05, #* p < 0.01, **# p < 0.001 vs. TMX. * p <
0.05 vs., ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. TMX+E+aMT.
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Basandonos en nuestros resultados previos del modelo de ratén iMS-Bmall7",
en el que se identificé la deficiencia de Bmall como un factor critico en el desarrollo de
la sarcopenia (Ferndndez-Martinez et al., 2024), los datos presentados aqui
proporcionan nuevas evidencias de los mecanismos moleculares que subyacen al
deterioro muscular en ausencia de Bmall en el musculo, identificando el papel de
Bmall en la homeostasis del misculo esquelético. A modo de esquema general, la
Figura 20 muestra la interaccidon entre la melatonina y el ejercicio con las vias

moleculares en el musculo esquelético analizadas.

El reloj molecular circadiano desempefia un papel clave en la regulacién de la
expresion de genes musculares implicados en la transcripcion, la miogénesis y el
metabolismo (Harfmann et al., 2015). La disminucién de la miogénesis con la edad
contribuye a la pérdida de masa muscular (Cruz-Jentoft & Sayer, 2019; Moustogiannis
et al., 2021). En este estudio, demostramos que la deficiencia de Bmall en el GM
reduce la expresion de marcadores de MuSC y MRFs, lo que indica una regeneracién
muscular deteriorada. Estudios previos con modelos deficientes em Bmall han
demostrado que su ausencia compromete la regeneracidon muscular, estableciendo a
este gen como un regulador positivo de la miogénesis al promover la expansién de
MuSC durante la reparacion del tejido muscular. Ademads, su ausencia se asocia con
una reduccién de la masa muscular y un cambio hacia fibras musculares mas pequefias
(Chatterjee et al., 2013; Chatterjee et al., 2015). Curiosamente, aunque se esperaba
gue estos cambios se relacionaran con un aumento de mstn, un factor asociado a la

pérdida de masa muscular (Baczek et al., 2020), observamos una menor expresion de
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esta mioquina en los ratones deficientes de Bmall. Estos hallazgos coinciden con los de
Schroder et al. (2015), sugiriendo que Bmal1 podria regular la expresién de mstn
mediante mecanismos alternativos que contribuyen al daio muscular observado en
ausencia de Bmall (Schroder et al., 2015). Ademas, los ratones iMS-Bmal1”/- mostraron
alteraciones en la estructura morfométrica del musculo, con reducciones en la longitud
transversal y el CSA, caracteristicas asociadas con el envejecimiento muscular (Sayed et
al., 2016; Sayed et al., 2018). En conjunto, estos hallazgos respaldan que la deficiencia
de Bmall en el musculo esquelético afecta principalmente la miogénesis y podria
explicar la reduccion en el tamafio de la fibra muscular y la atrofia observada en el GM,
como se ha documentado previamente en este modelo animal (Fernandez-Martinez et

al., 2024).

Las mitocondrias son organulos esenciales para la estructura y funcidn celular, y
su disfuncién, particularmente la reduccion de OXPHQOS, se asocia con enfermedades
musculares como la sarcopenia (Angulo et al., 2016; Pei et al., 2024). Aunque nuestros
estudios previos en ratones iMS-Bmall1”/- reportaron dafio estructural y menor nimero
de mitocondrias (Fernandez-Martinez et al., 2024), aqui no se observaron diferencias
significativas en la OCR de los animales con TMX. Sin embargo, se comprobd que la
deficiencia de Bmall compromete la funcionalidad del Cll, como lo demuestra la
disminucion de la actividad de SDH, enfatizando la vulnerabilidad selectiva de este
complejo (Ferndndez-Martinez et al., 2024). Curiosamente, la inhibicion del Cl redujo
significativamente la OCR, sugiriendo que este complejo puede influir indirectamente
en el Cll y compensar su deterioro. Estos resultados subrayan el papel esencial de

Bmall en la integridad mitocondrial y la eficiencia respiratoria, y podrian reflejar
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mecanismos de adaptacion metabdlica en los que un aumento de la actividad del Cl
contribuye a mantener la funcién mitocondrial a pesar del deterioro del ClI. Tales
adaptaciones son fundamentales para preservar la homeostasis energética celular bajo
condiciones de estrés, como se describe en estudios recientes sobre respuestas
energéticas mitocondriales, como han descrito estudios recientes sobre respuestas

mitocondriales a alteraciones en los procesos bioenergéticos (Bennett et al., 2022).

La dindmica mitocondrial también se ve alterada durante el envejecimiento, y
Bmall es un regulador clave de la integridad mitocondrial dentro del reloj circadiano
del musculo esquelético (Del Campo et al., 2018; Kumar et al., 2024). En este estudio,
mostramos como la falta de Bmall interrumpe la dindmica mitocondrial con una
reduccion en la biogénesis mitocondrial, la divisién y la mitofagia, junto con un
aumento en la fusidon mitocondrial en comparacién con los controles. Nuestros
resultados son comparables con otros estudios que informan que la deficiencia de
Bmal1 afecta la dinamica mitocondrial en el musculo (Kumar et al., 2024) y otros
tejidos (Jacobi et al., 2015; Li et al., 2020). Esta regulacién mitocondrial mediada por
Bmal1l aclara cambios, incluida la morfologia alterada, el aumento del tamafio
mitocondrial y el dafio, y la reduccion del nimero de mitocondrias, observados
previamente en GM y refuerza la nocidn de que Bmall es necesario para mantener la
funciéon mitocondrial adecuada en el musculo esquelético (Fernandez-Martinez et al.,

2024).

Ademas de las mitocondrias, la red de genes circadianos, junto con la via
NAMPT/NAD*/SIRTs, desempefia un papel clave en la regulacion del metabolismo

energético (Xia et al., 2023). Especificamente, el complejo BMAL1:CLOCK promueve la
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expresion de NAMPT, que es fundamental para la sintesis de NAD*, el sustrato de las
sirtuinas, incluidas SIRT1 y SIRT3 (Peek et al., 2013; Ramsey et al., 2009). Como era de
esperar, confirmamos el aumento compensatorio en los niveles de la proteina Clock en
el GM de los animales tratados con TMX, lo que respalda los datos previamente
publicados en este modelo (Dyar et al., 2014; Schroder et al., 2015). La pérdida de
Bmall en el GM provoca una disminucion en los niveles de NAMPT y una consecuente
reduccion en el cociente NAD*/NADH, lo que se ha relacionado con disfuncidn
mitocondrial y reduccidn de la fuerza muscular (Migliavacca et al., 2019). La reduccion
de la proteina Sirtl se ha asociado con enfermedades relacionadas con el
envejecimiento (Yuan et al., 2016), lo que resalta el papel de Bmall en el
mantenimiento de la estabilidad y funcién de Sirtl durante el envejecimiento. Por otro
lado, se ha observado que la expresion de Sirt3 aumenta en respuesta al estrés
mitocondrial para ayudar a reducir los niveles excesivos de ROS (Papa & Germain,
2014). Sin embargo, niveles elevados de Sirt3 podrian compensar la ausencia de Bmall

en nuestro modelo de sarcopenia aguda en musculo esquelético.

La cronodisrupcion dependiente de la edad y la inflamacion créonica comparten
vias comunes, y la primera podria desencadenar inflamacién, ya que Bmal1
desempeiia un papel clave en la regulacion del sistema inmunitario, la defensa
antioxidante y la respuesta antiinflamatoria (Curtis et al., 2014; Y. Zhu et al., 2022). En
este contexto, Nrf2, TNF-a, FGF21 y su correceptor Klotho estan involucrados en estas
vias y se han asociado con el fenotipo de fragilidad (Bartali et al., 2013; Huang et al.,
2019; Sciorati et al., 2020). Los ratones iMS-Bmal1” presentaron niveles bajos de Nrf2,

lo que sugiere una respuesta antioxidante disminuida y una mayor susceptibilidad a la

89



Discusion

inflamacion y el estrés oxidativo (Ma et al., 2006; Zhang et al., 2015). Aunque los
niveles elevados de TNF-a y FGF21 suelen estar asociados con inflamacion, asi como
con una reduccion de la masa y fuerza muscular (Jung et al., 2021; Schaap et al., 2009),
nuestro modelo mostré una disminucién en ambas proteinas, a pesar de niveles
inalterados de Klotho. Esta reduccién podria atribuirse a su dependencia de Bmall

para una funcién celular adecuada.

Si bien los tratamientos actuales son insuficientes para prevenir o revertir
completamente la sarcopenia, el ejercicio y la melatonina han demostrado eficacia
como estrategias terapéuticas independientemente de la presencia de Bmall
(Fernandez-Martinez et al., 2024). Tanto el ejercicio como la melatonina regulan los
ritmos moleculares en el musculo esquelético, cuya alteracién podria contribuir a la
sarcopenia (Choi et al., 2020). Mientras que el ejercicio proporciona multiples
beneficios para la homeostasis general (Pedersen & Saltin, 2015), una intensidad
excesiva puede aumentar el estrés oxidativo. En este contexto, se ha demostrado que
la melatonina ejerce un efecto protector sobre el tejido muscular al mitigar el dafio
oxidativo y reducir los marcadores inflamatorios (Kruk et al., 2021). Estudios recientes
sugieren que el ejercicio puede influir en la secrecién de melatonina, posiblemente a
través de la activacién del sistema nervioso simpatico y el aumento subsecuente en la
liberacion de noradrenalina, un regulador clave de la sintesis de melatonina (Escames
et al., 2012). Por lo tanto, los efectos combinados de la melatonina y el ejercicio
podrian tener un impacto sinérgico, optimizando el rendimiento fisico y la homeostasis

muscular. Sin embargo, se necesita mas investigacidn para dilucidar completamente la
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interaccidn entre estos factores y sus efectos en la fisiologia del musculo esquelético

(Kruk et al., 2021).

En este estudio, el ejercicio y la melatonina restauraron la miogénesis alterada
en los ratones iMS-Bmal1”-, en concordancia con el efecto de la melatonina en el
aumento del potencial miogénico de las MuSC y la reduccién de la fibrosis (Zhu et al.,
2024). Ademas, el ejercicio regula la expresién de componentes centrales del reloj
circadiano y de MyoD, ambos esenciales para el mantenimiento de la funcién del
musculo esquelético (Martin et al., 2023). Estos tratamientos también revirtieron las
alteraciones morfométricas en el GM de los ratones deficientes en Bmall (Fernandez-
Martinez et al., 2024). Curiosamente, el ejercicio redujo la OCR en este modelo,
reflejando un posible estrés o dafio mitocondrial, como se observé previamente
mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM) (Fernandez-Martinez et al.,
2024), mientras que la melatonina mejord la OCR, lo que indica su capacidad para
aumentar la actividad del Cl (Ledn et al., 2005). Estos hallazgos sugieren que el Cl es un
objetivo terapéutico clave para reducir el deterioro mitocondrial, con la melatonina
como una intervencién protectora. Sorprendentemente, ambos tratamientos redujeron
la fuga de protones mientras aumentaban la produccion de ATP. Este efecto podria
explicarse porque, aunque el ejercicio genera ROS, también induce adaptaciones
fisiolégicas que mejoran la eficiencia mitocondrial y la salud celular (Vargas-Mendoza
et al., 2021). Los beneficios de la melatonina y el ejercicio también incluyen el
mantenimiento de una dindmica mitocondrial saludable, ya que ambos son conocidos
por mejorar la eficiencia mitocondrial (Sayed et al., 2018; Stacchiotti et al., 2020) y

revertir alteraciones mitocondriales (Fernandez-Martinez et al., 2024; Martin et al.,
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2000). Ademas, los tratamientos con melatonina y ejercicio mejoraron el estado
metabdlico de los ratones iMS-Bmal17- al aumentar el cociente NAD*/NADH y
preservar el NADH mitocondrial (Tan et al., 2005; Xia et al., 2023). También se sabe que
la melatonina induce la sobreexpresién de Sirt1 para proteger contra el estrés
metabdlico, favoreciendo la salud general y retrasando el envejecimiento (Mayo et al.,
2017). Adicionalmente, la melatonina puede prevenir la disfuncién mitocondrial
activando la via de sefializacion SIRT1-PGC-1a-SIRT3, promoviendo la biogénesis
mitocondrial en el musculo cardiaco (Naaz et al., 2020), lo que podria explicar los
cambios observados en nuestro modelo de ratén. Sin embargo, a pesar del aumento en
el cociente NAD*/NADH y las mejoras metabdlicas, la disminucidon en los niveles de
SIRT1 y SIRT3 sugiere una menor actividad de estas desacetilasas. Esto podria deberse
a otros factores regulatorios mas alla del cociente NAD*/NADH, como modificaciones
postraduccionales e interacciones proteina-proteina, que pueden modular la actividad
de las sirtuinas (Nogueiras et al., 2012). Ademas, el estado metabdlico del musculo
deficiente en Bmall podria contribuir a este fendmeno. Tasas metabdlicas mas bajas y
disfuncidn mitocondrial, cominmente asociadas con la pérdida de Bmal1, podrian
conducir a una estabilidad o actividad deteriorada de las sirtuinas (Papa & Germain,
2014; Yuan et al., 2016), contribuyendo alin mas a la disminucién observada en los

niveles de SIRT1 y SIRT3.

Finalmente, aunque los tratamientos no afectaron los niveles de FGF21, los
niveles de Klotho permanecieron independientes de Bmall y aumentaron en respuesta
a la combinacién de ambos tratamientos. Este hallazgo es consistente con estudios

previos que indican que ambas intervenciones mejoran los niveles de Klotho de
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manera independiente al regular su expresion, proporcionando asi beneficios
antienvejecimiento (Ko et al., 2019; Prud'homme et al., 2022). Curiosamente,
observamos una relacidn inversa entre Klotho y FGF21 durante los tratamientos.
Mientras que Klotho aumentd, FGF21 no se restaurd. Esto podria deberse a que Klotho
es independiente de Bmall en nuestro modelo, mientras que FGF21 depende de
Bmall en el musculo, sugiriendo que Klotho y FGF21 podrian tener roles distintos o
incluso opuestos en la regulacidén de los procesos metabdlicos y de envejecimiento, lo

gue justifica una mayor investigacién para comprender su interaccion.

En resumen, este estudio aclara los mecanismos por los cuales la deficiencia de
Bmall desencadena cambios moleculares que conducen al deterioro musculary la
sarcopenia. Ademas, reafirma que los tratamientos con ejercicio y/o melatonina
mitigan el dafio del musculo esquelético asociado con la pérdida de Bmall (Figura 20).
Estos resultados subrayan la importancia de realizar ensayos clinicos en humanos
mediante la combinacion de melatonina y ejercicio moderado para evaluar la

efectividad de estas intervenciones en la prevencién y ralentizacion de la sarcopenia.
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Figura 20. Mecanismos moleculares subyacentes al deterioro muscular inducido por la
deficiencia de Bmall y la sarcopenia: efectos protectores de los tratamientos con ejercicio
y/o melatonina. (A) Miogénesis; (B) ETC completa y efectos de la melatonina y el ejercicio, y (C)
respiracién bajo inhibicidn del complejo | (Cl); (D) dindmica mitocondrial; (E) via NAMPT-NAD*-
SIRTs; y (F) defensa antioxidante, respuesta inflamatoria y via FGF21-Klotho.
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Conclusiones

Primera: Los cambios morfoldgicos en la estructura muscular, que conducen a atrofia y
fibrosis observados previamente en este modelo, se deben en parte a la reduccién de
la miogénesis causada por la inactivaciéon de Bmall en el musculo esquelético en los

ratones iMS-Bmal17’.

Segunda: La ausencia de Bmall no modifica sustancialmente la respiracion
mitocondrial, siendo inhibida significativamente tras el bloqueo del Cl con rotenonayy,
de forma inesperada, por el ejercicio, mientras que la melatonina la restaura. Estos
resultados concuerdan con un estudio anterior nuestro en el que veiamos que el
ejercicio en estos ratones inducia dafio mitocondrial, sugiriendo que el tipo de ejercicio

puede no ser siempre beneficioso.

Tercera: Se observa un cambio significativo en la dindmica mitocondrial en ausencia de
Bmall, con aumento de Opal y disminucién de drp1. Estas moléculas reciprocamente
regulan la morfologia de las crestas mitocondriales, primando la fusién sobre la fisién
mitocondrial, posiblemente en un intento de compensar el dafio mitocondrial

observado en dicho modelo.

Cuarta: Como era de esperar, la ausencia de Bmall reduce NAMPT y como
consecuencia el cociente NAD*/NADH, lo que afecta principalmente a SIRT1. El
aumento de SIRT3, cuya funcién es principalmente mitocondrial, habla de nuevo sobre

estos mecanismos de compensacidn ante un musculo dafado.

Quinta: La deficiencia de Bmall en el musculo esquelético afecta la regulaciéon de vias
antioxidantes, con una reduccion significativa de Nrf2 y previsiblemente las vias

dependientes de esta molécula, que justifica también la sarcopenia observada.
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Sexta: Si bien FGF21 se reduce drasticamente en ausencia de Bmall, sugiriendo su
dependencia de este gen, y por tanto ni la melatonina ni el ejercicio la modifican,
mientras que Klotho si aumenta en respuesta a los tratamientos, de nuevo pensamos

gue de manera compensadora.

Séptima: En general en todos los casos anteriores, salvo el caso de la respiracién
mitocondrial, el tratamiento con ejercicio, y especialmente con melatonina, son
estrategias terapéuticas efectivas que mitigan el dafio del musculo esquelético
asociado con la pérdida de Bmal1. Estos resultados avalan el uso controlado del
ejercicio y la importancia de realizar ensayos clinicos en humanos para evaluar la

efectividad de estas intervenciones en la prevencién y/o ralentizacién de la sarcopenia.
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Conclusions

First: The morphological changes in muscle structure, leading to atrophy and fibrosis
previously observed in this model, are partly attributable to the reduction in
myogenesis caused by the inactivation of Bmall in skeletal muscle in iMS-Bmall~/-
mice.

Second: The absence of Bmall does not substantially alter mitochondrial respiration,
which is significantly inhibited after Cl blockade with rotenone and, unexpectedly, by
exercise, while melatonin restores it. These results are consistent with our previous
study, in which we observed that exercise in these mice induced mitochondrial
damage, suggesting that the type of exercise may not always be beneficial.

Third: A significant change in mitochondrial dynamics is observed in the absence of
Bmall, with increased Opal and decreased drp1. Since these proteins reciprocally
regulate mitochondrial cristae morphology, favoring fusion over fission, this may
represent a compensatory response to the mitochondrial damage observed in this
model.

Fourth: As expected, the absence of Bmall reduces NAMPT levels and consequently
the NAD*/NADH ratio, primarily affecting SIRT1. The increase in SIRT3, whose function
is mostly mitochondrial, again points to compensatory mechanisms in response to
muscle damage.

Fifth: Bmall deficiency in skeletal muscle affects the regulation of antioxidant
pathways, with a significant reduction in Nrf2 and, presumably, its downstream targets,
which also helps explain the observed sarcopenia.

Sixth: Although FGF21 is drastically reduced in the absence of Bmall, suggesting its

dependence on this gene and therefore neither melatonin nor exercise modify its
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levels, Klotho does increase in response to the treatments, again suggesting a
compensatory mechanism.

Seventh: Overall, in all the cases mentioned above, except for mitochondrial
respiration, treatment with exercise, and especially melatonin, proves to be an
effective therapeutic strategy to mitigate skeletal muscle damage associated with
Bmall loss. These results support the controlled use of exercise and highlight the
importance of conducting clinical trials in humans to assess the efficacy of these

interventions in the prevention and/or delay of sarcopenia.
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