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Abreviaturas

A: banda anisotropica

AADC: L-aminoacido aromatico
descarboxilasa

AANAT: arilalquilamina N-
acetiltransferasa

ACTAL: actina alfa 1 de madsculo
esquelético humana

ADN: 4cido desoxirribonucleico
AFMK: N1-acetil-N2-formil-5-metoxi-
cinuramina

AMK: N1-acetil-5-metoxi-cinuramina
aMT: melatonina o N-acetil-5-
metoxitriptamina

ASMT: N-acetilserotonina O-
metiltransferasa

ATP: adenosin trifosfato

AWGS: Grupo de Trabajo Asiatico
sobre Sarcopenia

BC: capilar sanguineo

BSA: albumina sérica bovina
CaMKII: proteina quinasa
Ca?*/calmodulina Il

CAT: catalasa

CKle: caseina quinasa le

Col: colageno

COX-2: ciclooxigenasa-2

CSA: area de seccion transversal

DD: oscuridad total

DXA: densitometria 6sea

E: ejercicio

e: endomisio

ECL: quimioluminiscencia mejorada
EELS: espectroscopia de pérdida de
energia de electrones

EWGSOP: Grupo de Trabajo Europeo
sobre Sarcopenia en Personas Mayores
F1/2: primera/segunda generacion filial
FDA: Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos
FI: indice de fragilidad

G6PD: glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa

GABA: acido y-aminobutirico

GM: musculo gastrocnemio

GPx: glutatién peroxidasa

GRd: glutation reductasa

GSH: glutation reducido

GSK-3p: glucdgeno sintasa quinasa 3f3
GSSH: glutation oxidado

H: zona H
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H&E: Hematoxilina y Eosina

H20;: perdxido de hidrogeno
HPLC: cromatografia liquida de alta
resolucion

I.p.: intraperitoneal

I: banda isotrépica

ICD-10: Clasificacion Internacional de
Enfermedades-10

IFM: intermiofibrilar

IgG/M: inmunoglobulina G/M
IL-1p/6: interleuquina-1p/6

INF-y: interferon-y

INOS: éxido nitrico sintasa

ipRGC: células ganglionares
intrinsecamente fotosensibles

IkB: inhibidor de kB

LD: 12 horas de luz/12 horas de
oscuridad

LOO’: radical peroxilo

MAPK: proteina quinasa activada por
mitdgenos

MER: receptor del estrégeno mutado
MF: fibra muscular

Mf: miofibrilla

MPTP: poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial
MuSCs: células satélite

MyHC: cadena pesada de miosina
NAD*: nicotinamida adenina
dinucle6tido (en forma oxidada)
NADH: nicotinamida adenina
dinucle6tido (en forma reducida)
NADPH: nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (en forma reducida)
NAMPT: nicotinamida
fosforribosiltransferasa

Ne: fibra nerviosa

NF-xB: factor nuclear kB
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Resumen

El envejecimiento implica una declinacién gradual en la funcionalidad de los organismos
a lo largo del tiempo, lo cual incrementa el riesgo de padecer enfermedades importantes.
La sarcopenia, que se caracteriza por la pérdida de masa y funcion muscular, constituye
una enfermedad grave en personas mayores, y estd asociada con caidas, deterioro
funcional, fragilidad y un mayor riesgo de mortalidad. Aunque los mecanismos
subyacentes a la sarcopenia no estan completamente claros, se ha sugerido que implican
procesos mas alla de la pérdida de masa y atrofia muscular. Estudios indican que otros
factores como la inflamacion crénica, el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial y la
apoptosis, asi como cambios hormonales y microvasculares, contribuyen a este deterioro

funcional del mdsculo esquelético envejecido.

Cada vez hay mas evidencias que respaldan la relacién entre cronodisrupcion y
envejecimiento, lo que puede llevar a las deficiencias que resultan en sarcopenia. Los
genes y proteinas reloj también se expresan en el muasculo esquelético, donde BMAL1,
una proteina reloj que conecta este mecanismo con el sistema inmunitario, desempefia un
papel crucial en la salud del musculo esquelético, participando en la regulacion y
reparacién muscular, y mejorando el funcionamiento de las mitocondrias en este tejido.
Debido a que la expresion de Bmall disminuye con la edad, la cronodisrupcién en el reloj
periférico del musculo podria estar relacionada con la sarcopenia. No obstante, no existen
datos que identifiquen una relacion causal entre la reduccion de la expresion de Bmall en

el musculo esquelético envejecido y los déficits que culminan en sarcopenia.

El ejercicio de resistencia y una dieta adecuada son las principales estrategias en
el tratamiento de la sarcopenia. Sin embargo, estos métodos pueden no ser suficientes
para prevenir o revertir la sarcopenia, especialmente para contrarrestar 10S numerosos

mecanismos fisiopatoldgicos que conducen a esta enfermedad. Actualmente, no se
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dispone de farmacos especificamente aprobados para la sarcopenia, aunque se han
sugerido varios con resultados y efectos secundarios diversos. En este sentido, la
melatonina, también conocida como N-acetil-5-metoxitriptamina (aMT), se postula como
un excelente candidato para el tratamiento de la sarcopenia debido a sus propiedades. Esta
hormona es producida por la glandula pineal y se genera también en tejidos extrapineales,
incluido el masculo esquelético. Ademas de sus funciones cronobiodticas, que dependen
de su produccion ritmica en la glandula pineal, la melatonina posee importantes
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, al mismo tiempo que estimula la
formacion de ATP en las mitocondrias. Estos beneficios de la melatonina han sido
demostrados en multiples condiciones experimentales, incluyendo situaciones de

inflamacidn aguda y cronica, envejecimiento y sarcopenia.

Por tanto, el objetivo de este trabajo fue demostrar la relacion causal entre
cronodisrupcion (en particular el déficit de Bmall con la edad), inflamacion, disfuncién
mitocondrial y pérdida muscular durante el envejecimiento en el modelo de raton
knockout para Bmall inducible y especifico de musculo esquelético (iMS-Bmall™).
Ademas, se investigd si la melatonina, con sus propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y cronobidticas, en combinacién con el ejercicio, podia contrarrestar la

sarcopenia, Y si esto requeria la presencia de Bmall en el musculo esquelético.

Para este estudio, se utilizaron ratones machos y hembras iMS-Bmal1”-, asi como
sus controles (iMS-Bmal1fo¥fo) “los cuales se generaron en nuestro laboratorio. Estos
animales se sometieron a diferentes tratamientos, incluyendo ejercicio y/o administracion
de melatonina. Se analiz6 el ritmo circadiano de la actividad locomotora de estos ratones
mediante el programa de recopilacion y analisis de datos de comportamiento circadiano

ClockLab. Ademas, se llevaron a cabo pruebas de campo abierto y en cinta de correr
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(treadmill) para evaluar la actividad locomotora espontanea, resistencia y fatiga de los
animales. Estos datos, junto con las mediciones del peso corporal y del mdsculo
gastrocnemio (GM), se utilizaron para calcular el indice de fragilidad (FI). También se
llevaron a cabo analisis histoldgicos y de microscopia electronica en el GM de estos
ratones. Se realizaron las tinciones de Hematoxilina y Eosina (H&E) para un examen
histoldgico general, tincion de Van Gieson (VG) para diferenciar el tejido conectivo y las
fibras musculares, y tincion de succinato deshidrogenasa (SDH) para la deteccién de la
capacidad oxidativa mitocondrial de las fibras musculares. Ademas, se estudio el perfil
de tipo de fibra mediante inmunofluorescencia. Por ultimo, se realizaron analisis
morfométricos y cuantitativos sobre las imagenes obtenidas de microscopia oOptica y

electrénica.

Los resultados de este trabajo demostraron que la pérdida de Bmall en el musculo
esquelético de ratones iMS-Bmall”- machos y hembras conduce a una disminucién de la
condicion fisica y masa muscular en ambos sexos, junto con un aumento en el indice de
fragilidad que define un estado de sarcopenia. Estos cambios estan vinculados a la
reduccién del tamafio de las fibras musculares y al aumento de la infiltracion de colageno,
sugiriendo la presencia de atrofia y fibrosis, caracteristicas clave de la sarcopenia.
Ademas, la inactivacion de Bmall en el musculo esquelético induce una cronodisrupcion
que se manifiesta en una disminucion de la actividad locomotora, especialmente durante
la noche, afectando tanto a ratones machos como hembras. Este fendmeno también
provoca un adelanto de fase, particularmente notable en las hembras, indicando una
influencia significativa en el ritmo circadiano y sugiriendo posibles diferencias entre los
sexos. Ademas, la pérdida de Bmall en el musculo esquelético ocasiona un cambio hacia
fibras musculares mas oxidativas en machos, sin afectar a las hembras. A pesar de este

cambio, se observa una disminucion en la capacidad oxidativa mitocondrial, sugiriendo
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una posible adaptacién compensatoria ante la reduccion de la funcion mitocondrial. La
falta de Bmall en el musculo esquelético en ratones de ambos sexos también conlleva un
deterioro en la ultraestructura del muasculo gastrocnemio, evidenciando un aumento en el
dafio mitocondrial y una reduccion en el numero de mitocondrias, factores subyacentes
en el desarrollo de la sarcopenia. La melatonina y el ejercicio mitigaron los efectos
adversos de la pérdida de Bmall en ratones mutantes de ambos sexos, con la excepcion

del dafio mitocondrial, el cual se agravé como resultado del ejercicio excesivo.

Estos hallazgos respaldan la importancia de Bmall en la salud musculoesquelética
y establecen el ratén iMS-Bmall”- como un modelo valioso para estudiar la sarcopenia.
Ademas, el ejercicio y la melatonina demuestran ser herramientas terapéuticas efectivas
para contrarrestar la sarcopenia, independientemente de la presencia de Bmall en el
musculo esquelético, destacando la relevancia de los genes reloj como posibles dianas

terapéuticas en enfermedades asociadas al envejecimiento.
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Summary

Aging involves a gradual decline in organism functionality over time, increasing the risk
of major diseases. Sarcopenia, characterized by muscle loss and dysfunction, is a serious
condition in older individuals, linked to falls, functional decline, frailty, and higher
mortality risk. While the underlying mechanisms of sarcopenia are not entirely clear, it
has been suggested that they involve processes beyond the loss of muscle mass and
atrophy. Studies indicate that other factors such as chronic inflammation, oxidative stress,
mitochondrial dysfunction, and apoptosis, as well as hormonal and microvascular

changes, contribute to this functional deterioration of aged skeletal muscle.

There is growing evidence supporting the relationship between circadian
disruption and aging, which may lead to deficits culminating in sarcopenia. Clock genes
and proteins are also expressed in skeletal muscle, where BMALL, a clock protein
connecting this mechanism with the immune system, plays a crucial role in muscle health,
participating in regulation, repair, and enhancing mitochondrial function in this tissue.
Because Bmall expression decreases with age, peripheral muscle clock disruption may
be related to sarcopenia. However, there is no data identifying a causal relationship
between reduced Bmall expression in aging skeletal muscle and the deficits that lead to

sarcopenia.

Resistance exercise and a proper diet are key strategies in treating sarcopenia.
However, these methods may not be sufficient to prevent or reverse sarcopenia, especially
in countering the numerous pathophysiological mechanisms leading to this condition.
Currently, there are no specific drugs approved for sarcopenia, although several have been
suggested with varied results and side effects. In this regard, melatonin, also known as N-
acetyl-5-methoxytryptamine (aMT), is proposed as an excellent candidate for sarcopenia

treatment due to its properties. This hormone is produced by the pineal gland and is also
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generated in extrapineal tissues, including skeletal muscle. In addition to its chronobiotic
functions, dependent on pineal gland production, melatonin possesses significant
antioxidant and anti-inflammatory properties, while also ATP formation in mitochondria.
These benefits of melatonin have been demonstrated in multiple experimental conditions,

including acute and chronic inflammation, aging, and sarcopenia.

The aim of this study was, then, to demonstrate the causal relationship between
circadian disruption (specifically Bmall deficiency with age), inflammation,
mitochondrial dysfunction, and muscle loss during aging in the inducible skeletal muscle-
specific Bmall knockout mouse model (iMS-Bmall”). Additionally, we investigated
whether melatonin, with its anti-inflammatory, antioxidant, and chronobiotic properties,
in combination with exercise, could counteract sarcopenia, and whether this required the

presence of Bmall in skeletal muscle.

To conduct this study, male and female iMS-Bmall”- mice, as well as their
controls (iMS-Bmal1fo¥floX) - previously generated in our laboratory, were used. These
animals underwent different treatments, including exercise and/or melatonin
administration. The circadian rhythm of locomotor activity of these mice was analyzed
using the ClockLab program for circadian behavior data collection and analysis. In
addition, open field and treadmill tests were performed to evaluate spontaneous
locomotor activity, endurance, and fatigue of the animals. These data, along with
measurements of body weight and gastrocnemius muscle (GM), were used to calculate
the frailty index (F1). Histological and electron microscopy analyses were also carried out
on the GM of these mice. Hematoxylin and Eosin (H&E) staining was performed for a
general histological examination, Van Gieson (VG) staining to differentiate connective
tissue and muscle fibers, and succinate dehydrogenase (SDH) staining for the detection

of mitochondrial oxidative capacity in muscle fibers. Additionally, fiber type profile was
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studied through immunofluorescence. Finally, various morphometric and quantitative

analyses were performed on the images obtained from optical and electron microscopy.

The results of this study demonstrated that the loss of Bmall in the skeletal muscle
of iMS-Bmal1’- male and female mice leads to a decrease in physical fitness and muscle
mass in both sexes, along with an increase in the frailty index defining a state of
sarcopenia. These changes are linked to a reduction in the size of muscle fibers and an
increase in collagen infiltration, suggesting the presence of atrophy and fibrosis, key
characteristics of sarcopenia. Additionally, the inactivation of Bmall in skeletal muscle
induces chronodisruption manifested by a decrease in locomotor activity, especially
during the night, affecting both male and female mice. This phenomenon also causes a
phase advance, particularly noticeable in females, indicating a significant influence on
the circadian rhythm and suggesting possible sex differences. Furthermore, the loss of
Bmall in skeletal muscle results in a shift towards more oxidative muscle fibers in males,
without affecting females. Despite this shift, a decrease in mitochondrial oxidative
capacity is observed, suggesting a possible compensatory adaptation to the reduction in
mitochondrial function. The absence of Bmall in the skeletal muscle in mice of both sexes
also leads to deterioration in the ultrastructure of the gastrocnemius muscle, indicating an
increase in mitochondrial damage and a reduction in the number of mitochondria,
underlying factors in the development of sarcopenia. Melatonin and exercise mitigated
the adverse effects of Bmall loss in mutant mice of both sexes, with the exception of

mitochondrial damage, which was exacerbated as a result of excessive exercise.

These findings support the importance of Bmall in musculoskeletal health and
establish the iMS-Bmall” mouse as a valuable model for studying sarcopenia.

Additionally, exercise and melatonin prove to be effective therapeutic tools to counteract
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sarcopenia, regardless of the presence of Bmall in skeletal muscle, highlighting the

relevance of clock genes as potential therapeutic targets in age-associated diseases.
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Introduccion

1. Sarcopenia: pérdida de masa y funcion muscular asociada al

envejecimiento

1.1. Envejecimiento

El envejecimiento puede definirse de manera amplia como el declive funcional
dependiente del tiempo que afecta a la mayoria de los organismos vivos, y se caracteriza
por una pérdida progresiva de la integridad fisioldgica, lo que conduce a una funcion
deteriorada y una mayor vulnerabilidad a la muerte. Este deterioro es el principal factor
de riesgo para el desarrollo de patologias humanas importantes, incluyendo cancer,
diabetes, trastornos cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas y sarcopenia,
entre otras. Por suerte, la investigacion sobre el envejecimiento ha experimentado un
avance sin precedentes en los Ultimos afios, especialmente con el descubrimiento de que
la velocidad de envejecimiento esta controlada, al menos en cierta medida, por vias
genéticas y procesos bioquimicos conservados durante la evolucion (Lépez-Otin et al.,
2013). En una revision de 2023, basada en numerosos estudios sobre envejecimiento
realizados en diversos organismos de experimentacion, incluidos roedores y humanos,
estos mismos autores establecieron que el envejecimiento esta impulsado por una serie
de caracteristicas distintivas que cumplen con las siguientes tres premisas: (1) su
manifestacion asociada a la edad, (2) la aceleracion del envejecimiento al acentuarlas
experimentalmente, y (3) la oportunidad de desacelerar, detener o revertir el
envejecimiento mediante intervenciones terapéuticas en ellas. Estos investigadores
propusieron las siguientes doce caracteristicas distintivas del envejecimiento:
inestabilidad gendmica, acortamiento de los telémeros, alteraciones epigenéticas, perdida

de proteostasis, macroautofagia disfuncional, deteccion de nutrientes desregulada,
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disfuncion mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de células madre,
comunicacion intercelular alterada, inflamacién crénica y disbiosis, todas ellas
interconectadas entre si y agrupadas en tres categorias principales (primarias,
antagonistas e integrativas). Las caracteristicas distintivas primarias se consideran causas
principales de dafio celular. Las antagonistas forman parte de las respuestas
compensatorias al dafio. Estas respuestas inicialmente disminuyen el dafio, pero
eventualmente, si son cronicas o exacerbadas, se vuelven perjudiciales por si mismas. Las
caracteristicas integrativas son el resultado de las dos anteriores y son responsables del

deterioro funcional asociado con el envejecimiento (Figura 1) (L6pez-Otin et al., 2023).

Figura 1. Caracteristicas distintivas del envejecimiento. El esquema recopila las 12
caracteristicas distintivas del envejecimiento propuestas: inestabilidad genémica, acortamiento de
los telomeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis, macroautofagia disfuncional,
deteccidn de nutrientes desregulada, disfuncién mitocondrial, senescencia celular, agotamiento

4
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de células madre, comunicacion intercelular alterada, inflamacion cronica y disbiosis. Estas
caracteristicas distintivas se agrupan en tres categorias: primarias, antagonistas e integrativas.
(L6pez-Otin et al., 2023).

Claramente, el envejecimiento se esta convirtiendo en una de las principales
preocupaciones de la humanidad. Cada pais del mundo esta experimentando un
crecimiento tanto en el nimero como en el porcentaje de personas mayores en la
poblacidn. Se proyecta que entre 2022 y 2050, la proporcién de la poblacion mundial de
65 afos 0 mas aumentara del 10% al 16% (Figura 2 y Tabla 1). Para 2050, el nimero de
personas de 65 afios 0 mas sera mas del doble que el nimero de nifios menores de 5 afios

y aproximadamente igual que el nimero de nifios menores de 12 afios.

World: Population by broad age groups
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Figura 2. Proyeccion de la poblacién global por grupos de edad, entre 1950 y 2100. (United
Nations, = DESA, Population Division. World Population  Prospects  2022.
http://population.un.org/wpp/).

Asimismo, en 2022, Europa y América del Norte tenian la mayor proporcion de

poblacion mayor de 65 afios, con casi el 19%, seguido de Australia y Nueva Zelanda
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(16,6%). Ambas regiones continan envejeciendo aun mas. Las proyecciones indican que
para 2050, uno de cada cuatro habitantes en Europa y América del Norte podria tener 65
afios 0 mas (Tabla 1) (United Nations, DESA, Population Division. World Population

Prospects 2022. http://population.un.org/wpp/).

Tabla 1. Porcentaje de poblacion de personas de 65 afios 0 méas en el mundo, agrupado por
regiones, proyectado para 2022, 2030 y 2050. (United Nations, DESA, Population Division.
World Population Prospects 2022. http://population.un.org/wpp/).

Region 2022 2030 2050
World 9.7 11.7 16.4
Sub-Saharan Africa 3.0 33 4.7
Northern Africa and Western Asia 5.5 7.0 12.5
Central and Southern Asia 6.4 8.1 13.4
Eastern and South-Eastern Asia 12.7 16.3 25.7
Latin America and the Caribbean 9.1 11.5 18.8
Australia/New Zealand 16.6 19.4 23.7
Oceania* 3.9 5.1 8.2
Europe and Northern America 18.7 22.0 26.9
Least developed countries 3.6 4.1 6.1
Landlocked developing countries (LLDC) 3.6 4.1 5.8
Small island developing States (SIDS) 8.9 11.3 16.0

*excluding Austraha and New Zealand

Este cambio demogréafico, como consecuencia directa de una menor mortalidad y
un aumento en la supervivencia a edades avanzadas, junto con una disminucion sostenida
en el nivel de fertilidad, va acompafado de otra transicion, la transicion epidemiologica,
caracterizada por cambios en las enfermedades predominantes (Angulo et al., 2016).
Como consecuencia, la prevencion de la discapacidad y la preservacion de la salud y la
independencia en las personas mayores es ahora uno de los principales objetivos de la
atencion médica. En este contexto, la sarcopenia es un problema especialmente grave a

medida que las personas viven mas tiempo, donde la deficiencia muscular esquelética
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provoca pérdida de funcionalidad y fragilidad, empeorando la calidad de vida de las

personas que la sufren.

1.2. Sarcopenia

1.2.1. Definicion

Sarcopenia es un término derivado del griego adp¢ (sarx, que significa “carne™) y nevia
(penia, que significa "pobreza” o “escasez"). Fue descrito por primera vez en la década
de 1980 como una disminucion relacionada con la edad en la masa muscular del cuerpo
que afecta la movilidad, el estado nutricional y la independencia (Rosenberg, 1997). La
definicion ha evolucionado desde entonces, marcada por dos hitos recientes: la inclusién
de la funcién muscular (definida por la fuerza muscular, la potencia muscular y el
rendimiento fisico) en el concepto, al demostrarse que esta es un predictor clinicamente
mas poderoso que la masa muscular por si sola; y el reconocimiento de la sarcopenia
como una condicién independiente con un cédigo de la Clasificacion Internacional de
Enfermedades-10 (ICD-10) (Anker et al., 2016; Cruz-Jentoft & Sayer, 2019). Sin
embargo, la mayoria de los clinicos ain no estan al tanto de esta condicién y de las

herramientas diagndsticas necesarias para identificarla.

En la actualidad, la definicion mas citada para la sarcopenia fue propuesta por el
Grupo de Trabajo Europeo sobre Sarcopenia en Personas Mayores (EWGSOP),
respaldada por el Grupo de Trabajo Asiatico sobre Sarcopenia (AWGS), y actualizada
como EWGSOP?2 en enero de 2019. En ella, se define la sarcopenia como un trastorno
progresivo y generalizado del musculo esquelético que implica la pérdida acelerada de
masa y funcion muscular, asociada con un aumento de resultados adversos como caidas,

declive funcional, fragilidad y mortalidad (Cruz-Jentoft et al., 2019).
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1.2.2. Etiologia, sintomatologia y diagnéstico

La sarcopenia es un fendmeno universal con una etiologia compleja y multifactorial.
Ocurre comunmente como un proceso relacionado con la edad en personas mayores,
aunque también puede ocurrir en la mediana edad en asociacion con una variedad de
condiciones. Entre los factores involucrados en la sarcopenia se incluyen el
envejecimiento, como causa principal, pero también factores genéticos, la inactividad o
estilo de vida sedentario, causas nutricionales (baja ingesta de proteinas y energia,
deficiencia de vitamina D, ...), enfermedades Oseas Yy articulares, trastornos
cardiorrespiratorios, cambios hormonales (disminucion en los niveles de testosterona y
hormona del crecimiento), diabetes, trastornos neurolégicos, cancer, trastornos hepaticos
y renales y factores iatrogénicos (ingreso hospitalario, efectos secundarios relacionados

con drogas o medicamentos) (Cruz-Jentoft & Sayer, 2019; Fielding et al., 2011).

En la practica clinica, se establece que una persona con baja fuerza muscular y
baja masa o calidad muscular debe ser diagnosticada con sarcopenia. La condicién puede
entenderse mejor como un fallo o insuficiencia del musculo esquelético (Cruz-Jentoft,
2016). Como tal, la sarcopenia puede manifestarse agudamente (generalmente en el
contexto de una enfermedad aguda o inmovilidad repentina, como durante una
hospitalizacidn) o tener un curso mas prolongado (crénico). La masa y fuerza muscular
(junto con la densidad mineral ésea) alcanzan su punto maximo durante la edad adulta
joven y, después de un periodo de estabilidad, comienzan a disminuir gradualmente con
la edad, con una declinacion mas rapida en la fuerza (Figura 3) (Cruz-Jentoft & Sayer,
2019; Ferrucci et al., 2012). Sin embargo, la mayoria de los casos de sarcopenia no se
diagnostican, solo cuando se informa de sintomas relevantes. Estos sintomas podrian
incluir caidas, debilidad, lentitud, pérdida de masa muscular autonotificada o dificultades

para realizar actividades diarias. La deteccion de casos es especialmente relevante en
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entornos de atencidn donde se podria esperar una mayor prevalencia de sarcopenia, como
en ingresos temporales a hospitales, entornos de rehabilitacion o residencias de ancianos

(Morley et al., 2011).
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Figura 3. Porcentaje de pérdida de masa y fuerza muscular con la edad en hombres. (Cruz-
Jentoft & Sayer, 2019).

De hecho, la deteccion de la sarcopenia no es tan sencilla. En algunas ocasiones,
se puede asociar la sarcopenia con la delgadez y no estar al tanto de que también puede
estar presente en la obesidad, lo que conduce a un aumento de la discapacidad y la
mortalidad. La obesidad sarcopénica suele identificarse cuando una persona presenta
tanto baja masa muscular como aumento de la adiposidad, pero podria pasar
desapercibida cuando el enfoque de atencion se centra en la obesidad, lo que conduce a
resultados adversos (Scott et al., 2014). La sarcopenia también puede confundirse con
otras condiciones como la desnutricion o la caquexia (pérdida de peso severa y pérdida
de masa muscular asociada con el cancer, el VIH y el SIDA o fallo orgéanico en etapa
terminal), si bien es cierto que puede coexistir con ambas. En todas ellas existe una

reduccion de peso y masa muscular, pero solo la sarcopenia implica una reduccion de la
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fuerza muscular con funcion muscular deteriorada. La sarcopenia también estd
estrechamente relacionada con la fragilidad fisica, siendo descrita como el sustrato
bioldgico del fenotipo de fragilidad, el cual implica pérdida de peso involuntaria,
agotamiento autoinformado, debilidad (baja fuerza de agarre), velocidad de la marcha
lenta y baja actividad fisica (Jeejeebhoy, 2012; Thomas, 2007). Como estamos viendo, la
sarcopenia puede ocurrir en asociacion con una variedad de condiciones cronicas en la

mediana edad, presentando la mayoria de los pacientes mas de una condicién asociada.

En la actualidad, las herramientas de deteccion de sarcopenia no son precisas y
aun no se ha demostrado su impacto en los resultados. El diagnéstico actual se basa en el
uso del SARC-F, un instrumento de deteccion que consta de cinco preguntas que abordan
la fuerza, la necesidad de asistencia para caminar, levantarse de una silla, subir escaleras
y caidas y, posteriormente, la medicion de una combinacion de fuerza muscular, masa
muscular y rendimiento fisico, evaluados en ese orden, de acuerdo a los valores de
referencia usados para el diagndstico de sarcopenia segin la EWGSOP2 (Cruz-Jentoft et
al., 2019; Cruz-Jentoft & Sayer, 2019). La fuerza muscular se mide mediante una prueba
de fuerza de agarre (Roberts et al., 2011) y el rendimiento fisico mediante distintas
pruebas de movilidad (Cruz-Jentoft & Sayer, 2019). La medicion de la masa muscular en
humanos es mas compleja, ya que la mayoria de los métodos disponibles requieren
suposiciones que pueden no siempre ser validas y con grados variables de precision y
dificultad. La medicion mas directa disponible actualmente es la medida de creatinina en
orina durante periodos de 24 horas. Otras medidas indirectas incluyen la antropometria,
impedancia bioeléctrica, exploracién de densidad dsea (DXA), técnicas de imagen (como
la tomografia computarizada y resonancia magnética), ultrasonido, analisis del potasio
corporal total y activacion de neutrones (Fielding et al., 2011). Los biomarcadores

sanguineos de la sarcopenia ain no estan disponibles en la practica clinica.
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La investigacion en esta area ha resultado compleja por varias razones, incluyendo
diferentes opiniones sobre la definicion de la sarcopenia, el reconocimiento creciente de
la sarcopenia aguda y cronica, la existencia de muchas vias interactivas involucradas en
la fisiopatologia, y el efecto de condiciones relacionadas (incluyendo aquellas que
podrian imitar los sintomas de la sarcopenia y otras condiciones presentes en el paciente

que afectan la sarcopenia).

1.2.3. Fisiopatologia

Aunque comportamientos como la inactividad fisica o la mala nutricién son conocidos
por contribuir a la pérdida de masa y funcién muscular relacionada con la edad, no son la
unica explicacion de esta patologia (Buford et al., 2010). De hecho, se ha reportado la
pérdida de masa y funcion muscular en atletas veteranos que siguen una buena
alimentacion (Brisswalter & Nosaka, 2013; Grassi et al., 1991; Pearson et al., 2002), lo
que sugiere que otros factores influyen en esta condicion debilitante. Actualmente, los
mecanismos especificos que subyacen a la sarcopenia no estan claros, aunque se han

propuesto algunos procesos implicados en esta patologia.

El envejecimiento perturba la homeostasis del musculo esquelético, resultando en
un desequilibrio de las proteinas musculares, lo que conduce a una pérdida general de
masa muscular esquelética, ademas de la pérdida de otros componentes criticos de los
miocitos (organulos, contenido citoplasmatico). Esto se traduce en una disminucion tanto
en el tamafio como en el nimero de fibras musculares (Angulo et al., 2016; Buford et al.,
2010). Desde los 20 hasta los 80 afios de edad, hay aproximadamente una reduccion del
30% en la masa muscular y una disminucion del area transversal de alrededor del 20%
(Frontera et al., 2000). Esto es especialmente significativo en las extremidades inferiores,
afectando significativamente la movilidad (Angulo et al., 2016). EI masculo esquelético
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de la mayoria de las especies de mamiferos, incluidos rata y raton, esta compuesto de
cuatro tipos de poblaciones de fibras: lentas tipo 1 (oxidativas), rapidas tipo 2A
(oxidativas), rapidas tipo 2B (glucoliticas) y rapidas tipo 2X (glucoliticas). Sin embargo,
solo las fibras tipo 1, 2A y 2X estan presentes en los musculos humanos. Tanto en
humanos como en otras especies de mamiferos encontramos también fibras hibridas,
formadas por distintas combinaciones entre los distintos tipos de fibras (Ciciliot et al.,
2013; Murgia et al., 2021). Durante el envejecimiento, ocurren cambios morfoldgicos en
las fibras musculares, como un aumento en la variabilidad del tamafio de las fibras,
acumulacion de fibras no agrupadas, dispersas y anguladas, ntcleos situados en posicion
central, expansion del espacio extracelular y deposicién de agregados de proteinas dentro
de la matriz intersticial. Estos cambios morfol6gicos ocurren junto con una mayor
infiltracion de tejido no contractil, como tejido adiposo (miosteatosis) o tejido conectivo
(fibrosis). Los cambios en el musculo sarcopénico afectan especialmente a las fibras de
tipo 2, que son especialmente importantes en actividades que implican fuerza y/o
potencia. Con la edad, se produce una transicion de las fibras musculares del tipo 2 al tipo
1, junto con una disminucion en el namero de células satélite (MuSCs) y de su capacidad
proliferativa y regenerativa, especialmente en fibras de tipo 2, aumento de fibras hibridas
y pérdida de neuronas motoras (Angulo et al., 2016; Buford et al., 2010; Cruz-Jentoft &
Sayer, 2019; Fielding et al., 2011; Hastings et al., 2020). Estos cambios contribuyen a las
disminuciones en la capacidad funcional del musculo que a su vez contribuyen a la
discapacidad funcional. No obstante, varios estudios informaron que la pérdida de masa
muscular no puede ser la Unica explicacién de la pérdida de fuerza muscular y funcion
fisica en los adultos mayores (Angulo et al., 2016). Asi, en este deterioro funcional tienen
lugar varios mecanismos asociados al envejecimiento, entre ellos inflamacion

dependiente de la edad, estrés oxidativo, pérdida de la capacidad respiratoria mitocondrial
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y apoptosis, asi como cambios en hormonas (principalmente hormonas sexuales y
tiroideas) y factores de crecimiento y cambios microvasculares (Angulo et al., 2016;

Buford et al., 2010; Cruz-Jentoft & Sayer, 2019).

1.2.4. Conexion entre inflamacién, estrés oxidativo, disfunciéon mitocondrial y
apoptosis en el envejecimiento

El envejecimiento normal estd acompafnado de una inflamacién créonica de bajo grado,
denominada "inflammaging" (Franceschi & Campisi, 2014), que va acompafiada de estrés
oxidativo y deterioro mitocondrial, y esta directamente relacionada con la condicion de
fragilidad y la sarcopenia (Ferrucci & Fabbri, 2018). Durante el envejecimiento, hay un
aumento en la activacion de la via de inflamacion del factor nuclear kB (NF-«kB)
promovida, entre otros factores, por el aumento del estrés oxidativo, ya sea por una mayor
produccidn de radicales libres (especies reactivas del nitrégeno (RNS) y principalmente
del oxigeno (ROS)), o una capacidad reducida de la defensa antioxidante, o ambos
(Acuna-Castroviejo et al., 2017; Vifa et al., 2016). Aungue se propuso el término
"mitohormesis” para mostrar que el aumento de ROS puede causar un leve estrés
oxidativo que a su vez promueve las defensas mitocondriales, esto solo ocurre ante un
bajo grado de ROS (Ristow & Zarse, 2010). El papel de los radicales libres en el
envejecimiento es un proceso mucho mas complejo. Los radicales libres aumentan con la
edad e inducen la activacion de NF-xB y su traslocacion al nucleo, donde controla la
expresion de cerca de 200 genes, incluidos multiples genes que dan lugar a proteinas
inflamatorias y citoquinas proinflamatorias, incluyendo la pro-interleuquina-1p (pro-IL-
1B). Esta situacion crea un ambiente prooxidante que puede dafiar las mitocondrias a tal
grado que provoque una sobreproduccion de radicales libres. Este estrés oxidativo

mitocondrial, a su vez, provoca la apertura del poro de transicion de permeabilidad
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mitocondrial (MPTP), liberando radicales libres y ADN mitocondrial al citosol. Estas
moléculas desencadenan la activacion del inflamasoma NLRP3 que a su vez activa una
pro-caspasa-1 induciendo la maduracién de la IL-1B y otras citoquinas proinflamatorias
dependientes de NF-xB (Acuiia-Castroviejo et al., 2017; Garcia et al., 2015; Nakahira et
al., 2011). Entre otras cosas, la IL-1p activa atin mas la respuesta de NF-«B, cerrando el
ciclo vicioso y potenciando alin mas la respuesta inflamatoria. Se ha demostrado que NF-
kB también puede actuar como un factor protector contra la activacion excesiva del
inflamasoma NLRP3, al eliminar su principal fuente de activacién, es decir, las
mitocondrias dafiadas. NF-xB induce la expresion de p62, que reconoce estas
mitocondrias induciendo la mitofagia (Zhong et al., 2016), aunque es probable que este
mecanismo no funcione correctamente durante el envejecimiento. Ademas, varios
estudios apuntan que durante el envejecimiento se produce una activacion intensificada
de la apoptosis, ya que la mitocondria se considera el principal sitio para la integracién
de sefiales apoptdticas y puede inducir la apoptosis a través de maltiples vias, y su funcién

esta deteriorada con la edad (Figura 4) (Buford et al., 2010; Marzetti et al., 2012).

AGING

Oxidative stress
W Prooxidant envoronment
il M
g Proinflammatory l
ytokines (pro-IL-1B, ...) [ ) S|
o B |/ )
! _;_\\i .
NF-kB \ ) (] AN B °

NF-kB NLI P3

Mitochondrial impairment Apoptosis

" Caspase-1
Ll ® 5 (2

FRAILTY AND SARCOPENIA

14



Introduccion

Figura 4. Envejecimiento, estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial y apoptosis: factores
entrelazados que contribuyen a la fragilidad y la sarcopenia. La inflamacion cronica de bajo
grado, conocida como “inflammaging”, acomparia al envejecimiento y se caracteriza por un
aumento del estrés oxidativo, dafio mitocondrial y apoptosis. Durante el envejecimiento, los
niveles elevados de radicales libres activan la via NF-kB, liberando citoquinas proinflamatorias
gue dafian aun mas las mitocondrias y activan NLRP3, intensificando la inflamacion. Estos
procesos tienen lugar en varios tejidos, incluido el musculo esquelético, lo que explica la pérdida
de masa muscular y la fragilidad asociadas con la edad. (Fernandez-Martinez et al., 2023, articulo
en revision).

Los mecanismos moleculares descritos anteriormente se incrementan de manera
exponencial con el envejecimiento en diversos 6rganos y tejidos, incluido el masculo
esquelético (Ferrucci & Fabbri, 2018). Por lo tanto, en este tejido en particular, estos
procesos podrian dar cuenta de la pérdida de fibras musculares y de la funcion muscular,

asi como del desarrollo de sarcopenia y fragilidad asociadas a la edad.

1.2.5. Tratamiento

Las opciones para el tratamiento de la sarcopenia se basan en una comprension de la
fisiopatologia y en la inclusion de terapias no farmacoldgicas y farmacologicas. Las
terapias no farmacoldgicas para el tratamiento de la sarcopenia incluyen el ejercicio de
resistencia y una nutricion adecuada (Cruz-Jentoft et al., 2014). El ejercicio de resistencia
ha demostrado ser el principal enfoque no farmacologico para el tratamiento de la
sarcopenia, respaldado por mdltiples pruebas con resultados claramente positivos
(Lozano-Montoya et al., 2017; Peterson et al., 2010; Peterson et al., 2011; Suetta et al.,
2008; Vlietstra et al., 2018). Las intervenciones de ejercicio, especialmente aquellas
basadas en el entrenamiento de resistencia, pueden desempefiar un papel en la mejora de
la masa muscular, la fuerza y el rendimiento fisico. Por otro lado, aunque la eficacia de
la intervencion nutricional sin ejercicio en el tratamiento de la sarcopenia no esta clara,

algunas evidencias muestran beneficios de ciertos patrones dietéticos, como la ingesta
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adecuada de proteinas, vitamina D, nutrientes antioxidantes y &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (Robinson et al., 2018). Se ha informado que la
suplementacion con proteinas enriquecidas con leucina o proteina de suero de leche es
eficaz para aumentar la masa muscular y, en menor medida, la funcién muscular. Por otro
lado, la suplementacion de vitamina D incrementa la fuerza muscular pero no tiene efecto
en la masa muscular (Bauer et al., 2015; Gryson et al., 2014; Martinez-Arnau et al., 2020).
Sin embargo, estos métodos pueden no ser suficientes para prevenir o revertir esta
enfermedad, especialmente para contrarrestar loS numerosos  mecanismos
fisiopatologicos que conducen a la sarcopenia. Ademds, en pacientes gravemente
debilitados, laimplementacion de tratamientos basados en el ejercicio puede resultar poco

practica.

Actualmente, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) no ha aprobado ningin farmaco especifico para el tratamiento de la
sarcopenia. Se recomiendan varios agentes, incluyendo hormona de crecimiento,
esteroides anabdlicos o androgénicos como la testosterona, moduladores selectivos de los
receptores androgénicos, agentes anabdlicos de proteinas, estimulantes del apetito como
la grelina, inhibidores de la miostatina, activadores de receptores Il, bloqueadores de
receptores [, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, y activadores de
troponina (Cho et al., 2022). Todos estos tratamientos pueden tener efectos positivos en
la masa muscular y/o la fuerza. Sin embargo, tienen una eficacia variable, presentando

algunos de ellos varios efectos secundarios.
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2. Papel de los genes reloj en el musculo esquelético

2.1. Organizacion del sistema circadiano

Si lo consideramos desde una perspectiva evolutiva, todas las especies, incluidos los
mamiferos, deben adaptar sus funciones vitales al entorno para sobrevivir. Debido a esto,
experimentan cambios periddicos cada 24 horas, conocidos como ritmos circadianos, que
adaptan los eventos fisioldgicos al fotoperiodo diario o ciclo luz-oscuridad. Practicamente
todas las funciones en un organismo vivo cambian ritmicamente a lo largo del periodo de
24 horas. El mecanismo subyacente a este tipo de adaptacion constituye el Ilamado "reloj
bioldgico™ y el fotoperiodo es la sefial externa o Zeitgeber que sincroniza el reloj con la
duracién del dia. Inicialmente, el control de los ritmos circadianos se atribuy6 a la
expresion ritmica de genes en un grupo de aproximadamente 20.000 neuronas en los
nacleos supraquiasmaticos (NSQ) del hipotalamo (Buhr & Takahashi, 2013; Lowrey &
Takahashi, 2004). Esta perspectiva ha cambiado y sabemos que la mayoria de las células
periféericas, incluyendo las fibras musculares, también contienen relojes que funcionan de
manera similar al reloj central, pero estan influenciados por otras sefiales ambientales,
como el horario de ingesta de alimentos y el ejercicio. El reloj central opera de manera
jerarquica para sincronizar todos los relojes periféricos a traves de la produccion diaria
de melatonina, que actiia como el mensajero de la oscuridad y proporciona informacién
tanto del reloj como del calendario (Acufia-Castroviejo et al., 2017; Reiter, 1993).
Recientemente, se ha revelado la existencia de una comunicacion cruzada entre el cerebro
y el masculo (Arosio et al., 2023; Scisciola et al., 2021). Aunque se sabe poco sobre el

mecanismo por el cual los relojes central y periféricos se comunican.
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La retina alberga células ganglionares fotosensibles especializadas que utilizan la
melanopsina como pigmento visual. Estas células, denominadas células ganglionares
intrinsecamente fotosensibles (ipRGC), constituyen el 3-5% del total de células
ganglionares y son directamente fotosensibles. A través del tracto retinohipotalamico,
proyectan informacién hacia los NSQ para la adaptacion a la luz del reloj circadiano
(Hattar et al., 2002). Distinguiéndose de las células relacionadas con la vision diurna y
nocturna, estas ipRGC desempefian un papel clave en la regulacion circadiana al liberar
glutamato en las neuronas del NSQ, induciendo asi la expresion de los genes reloj. Una
via secundaria desde el tracto geniculohipotalamico, que principalmente libera GABA, y
las aferencias serotoninérgicas y noradrenérgicas al NSQ, pueden también modular las
sefiales excitatorias del tracto retinohipotalamico (Harrington, 1997; Rosenwasser &
Turek, 2015). EI NSQ, a su vez, emite dos tipos de sefiales eferentes: una homeostatica,
que afecta a los sistemas autobnomo y neuroendocrino ubicados en el hipotadlamo; y otra
cronobidtica, que sigue una via multisinaptica compleja hacia la glandula pineal, que es
responsable de la sintesis de melatonina (Kalsbeek et al., 2006; Perreau-Lenz et al., 2004).
Mediante este mecanismo, el marcapasos central regula la fisiologia circadiana y
sincroniza los relojes periféricos a través de la produccién diaria de melatonina, que
también retroalimenta al reloj central (Vriend & Reiter, 2015). La produccion de esta
indolamina en la glandula pineal sigue un ritmo circadiano, alcanzando su punto maximo
durante la noche, cuando se activa la expresion de las enzimas clave en la sintesis de
melatonina: la arilalquilamina N-acetiltransferasa (AANAT) y la N-acetilserotonina O-
metiltransferasa (ASMT). Debido a que la melatonina no se almacena en la glandula
pineal, una vez sintetizada, se libera rapidamente a la circulacion central y sistémica,
llegando a todas las células del cuerpo. Durante el dia, su sintesis es inhibida por la

componente de longitud de onda de 460-480 nm de la luz (Reiter, 1993).
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Desde un punto de vista molecular, cuatro genes principales (y sus respectivas
proteinas), Clock (CLOCK), Bmall (BMALL1), Per1/2/3 (PER1/2/3) y Cryl/2 (CRY1/2),
constituyen el nucleo del reloj biolégico. Ademas, Roro/B/y (RORw/B/y) y Rev-erbo/fs
(REV-ERBa/B) actian como moduladores positivos y negativos (Cox & Takahashi,
2019). Tambien, se identifico que Chrono y su producto, CHONO, son componentes
fundamentales del reloj circadiano (Goriki et al., 2014). Estos genes y sus productos
funcionan en bucles de retroalimentacion transcripcional/traduccional. BMAL1
interacta con CLOCK formando dimeros BMAL1:CLOCK, gue se unen a mas de 6.000
sitios en la cromatina, que corresponden a aproximadamente 3.000 genes. Entre ellos,
BMALL:CLOCK aumentan la expresion de los genes Cry y Per. Las proteinas CRY y
PER forman homo- y heterodimeros en el citosol y luego ingresan al nacleo, donde se
unen e inactivan el dimero BMAL1:CLOCK, disminuyendo la expresion de los primeros.
En esta situacion, una reduccién adicional en los niveles relativos de CRY y PER no
inhibe a BMAL1:CLOCK, iniciando un nuevo ciclo del reloj. Este mecanismo oscila con
un periodo de 24 horas. En este bucle, ROR y REV-ERB acttan para potenciar y reprimir,
respectivamente, la transcripcion de BMALL (Figura 5) (Acufia-Castroviejo et al., 2017;
Cox & Takahashi, 2019). A su vez, los componentes del reloj molecular pueden regularse
a través de modificaciones post-traduccionales, incluidas la fosforilacion con caseina
quinasa l¢ (CK1g), proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK) y glucogeno sintasa
quinasa 3p (GSK-3pB), la ubiquitinacion y la acetilacion/desacetilacion de histonas y
proteinas reloj (Lefta et al., 2011). EI mecanismo molecular y estas modificaciones deben
regularse para un funcionamiento adecuado, pero existen numerosas condiciones como
el envejecimiento, la inflamacion o diversas enfermedades que interrumpen el reloj
bioldgico. La base de la maquinaria molecular del reloj fue revelada gracias al trabajo de

Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash y Michael W. Young, quienes fueron galardonados con
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el Premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 2017 por sus contribuciones (Bargiello et
al., 1984; Hardin et al., 1990; Liu et al., 1992; Price et al., 1998; Siwicki et al., 1988;

Vosshall et al., 1994; Zehring et al., 1984).
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Figura 5. Bucle de retroalimentacion transcripcional/traduccional de los genes del reloj.
Estos genes operan en ciclos de 24 horas. BMAL1y CLOCK forman un heterodimero que activa
la transcripcion de CRY, PER, ROR y REV-ERB. CRY y PER se combinan para inhibir la
actividad del complejo BMAL1:CLOCK, reduciendo la expresion de los primeros. Los
reguladores ROR y REV-ERB activan y reprimen a BMAL1, respectivamente. (Fernandez-
Martinez et al., 2023, articulo en revisién).

2.2. Conexion entre genes reloj e inflamacion en el envejecimiento

Los cambios drésticos en el estilo de vida, con una mayor actividad durante la noche y
menos horas de suefio, y el desarrollo de enfermedades cronicas en los seres humanos,
constituyen una creciente amenaza para la correcta organizacion del reloj bioldgico
(Abbott et al., 2020). EI término cronodisrupcion se define como una alteracion en la

organizacion del sistema circadiano que modifica los ritmos biolégicos v,
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consecuentemente, la fisiologia, el metabolismo y el comportamiento de los organismos
vivos (Erren & Reiter, 2009). Por lo tanto, la cronodisrupcion es un factor que predispone
al desarrollo de multiples enfermedades como problemas cardiovasculares, trastornos
metabolicos, cancer, enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o el Alzheimer
y envejecimiento acelerado (Verma et al., 2023). Curiosamente, esta relacion parece ser
bidireccional, ya que algunos procesos de enfermedad también estan asociados con una

funcién circadiana alterada como sintoma temprano del trastorno (Abbott et al., 2020).

En un estudio reciente en ratones de tres grupos de edades diferentes, se observo
que el envejecimiento reduce el numero de genes expresados ritmicamente en varios
tejidos, incluyendo el musculo esquelético, lo que indica un control circadiano debilitado
(Wolff et al., 2023). Este hallazgo se suma a la creciente evidencia que sugiere una
relacion entre la disrupcion del reloj bioldgico y el proceso de envejecimiento. A medida
que las personas envejecen, el ritmo circadiano experimenta cambios significativos,
probablemente como consecuencia de la alteracion de algunos de los componentes del
reloj bioldgico y el descenso natural de melatonina con la edad, lo que podria acelerar el
proceso de envejecimiento. Por esta razon, se puede decir que la cronodisrupcion
promueve el envejecimiento y el envejecimiento facilita aquella (Verma et al., 2023;
Welz & Benitah, 2020). Del mismo modo, la actividad de la inmunidad innata esta
regulada por el reloj bioldgico, y su alteracion se refleja en patologias inflamatorias, dafio
tisular y activacion de vias de deterioro muscular. Esto se acomparia de una liberacién
alterada de citoquinas/mioquinas. El reloj muscular desajustado también afecta la
regulacion de genes clave (mTOR, Atrogin, MyoD1, Pgcl, etc.), lo que tiene un impacto
directo en el control de la masa muscular (Morena da Silva et al., 2023). Proteinas del
reloj como BMAL1, CLOCK, PER, CRY, y los moduladores RORa y REV-ERBa,
desempefian un papel significativo en la inmunidad celular, la defensa y la inflamacion
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(Curtis et al., 2014), y la expresion de sus genes esta alterada en el envejecimiento,
principalmente en tejidos periféricos (Hood & Amir, 2017; Wolff et al., 2023). En
particular, BMALL es un componente esencial que vincula el reloj molecular con la
inmunidad, limitando asi la inflamacion. Cumple esta funcion de varias maneras. En
primer lugar, BMAL1 se une a CLOCK impidiendo la acetilacién de la subunidad p65 y
la activacion de NF-xB por parte de este Ultimo. Esto resulta en una reduccion de la
induccion de genes especificos, incluyendo citoquinas y reguladores de supervivencia y
proliferacion, lo que lleva a una disminucion de la inflamacién (Spengler et al., 2012).
Nguyen et al demostraron que BMAL1 reduce directamente la expresion de la
quimioquina CCL2, disminuyendo asi el nimero de monocitos inflamatorios tanto en
sangre como en tejidos afectados (Nguyen et al., 2013). Ademas, BMALL1 regula la
produccidn circadiana de la proteina nicotinamida fosforribosiltransferasa (NAMPT), la
enzima limitante en la sintesis de NAD*, cofactor de dos sirtuinas con actividad
desacetilasa, SIRT1 y SIRT3. La primera inactiva NF-xB, gracias a su actividad
desacetilasa, controlando la respuesta inmune, mientras que SIRT3 mejora la funcién
mitocondrial, reduciendo la generacion de radicales libres, lo que disminuye la activacion
del inflamasoma NLRP3 (Acufia-Castroviejo et al., 2017; Peek et al., 2013; Volt et al.,
2016; Yeung et al., 2004). SIRTL, a su vez, regula distintos genes asociados al reloj
circadiano, influyendo asi en la inflamacion. Se ha demostrado que SIRT1 se asocia
directamente con el complejo BMAL1:.CLOCK, donde es capaz de producir
modificaciones en ambas proteinas, y también promueve la desacetilacion y degradacion
de PER2. SIRT1 también es necesario para la transcripcion de varios genes reloj
principales, incluyendo Bmall, Rory, Per2 y Cryl (Asher et al., 2008; Nakahata et al.,
2009). Es importante mencionar que BMAL1 induce la expresién de RORa y REV-

ERBua, que activan e inhiben la expresion de Bmall, respectivamente, influyendo asi en
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la inmunidad. Ademas, estudios realizados en células de musculo liso primarias y
macrofagos humanos, han demostrado que RORa induce la transcripcion del inhibidor de
kB (IxB), impidiendo la translocacién de NF-kB al ndcleo (Delerive et al., 2001), y REV-
ERBa regula la produccion y liberacion de la citoquina proinflamatoria IL-6 (Gibbs et
al., 2012). Por ultimo, las proteinas PER y CRY tienen diferentes roles en el proceso
inflamatorio. Aunque existen tres proteinas PER, parece que PER2 es la mas significativa
en el control del sistema inmunoldgico. PER2 puede contribuir a la inflamacion al
restringir la actividad del complejo BMAL1:CLOCK y aumentar la produccién de INF-y
y IL-1B (Liu et al., 2006). PER2 también puede inhibir la actividad de REV-ERBaq,
teniendo asi un papel mas complejo en la inmunidad (Preitner et al., 2002). CRY1 y
CRY2 inhiben diferentes citoquinas proinflamatorias. La ausencia de estos criptocromos
desencadena la produccion de 6xido nitrico sintasa (iNOS), IL-6 y TNF-a, reflejando una
condicion proinflamatoria, lo que a su vez conduce a una mayor fosforilacion de p65 y

activacion de la via NF-xB (Narasimamurthy et al., 2012).

En conjunto, estos bucles explican como los genes reloj, dirigidos por BMALL,
influyen en el control de la inmunidad innata (Keller et al., 2009), fomentando un estado
antiinflamatorio, que decae con el envejecimiento, como nosotros demostramos en
estudios previos (Fernandez-Ortiz et al., 2022; Sayed et al., 2021; Volt et al., 2016). La
disrupcion del sistema circadiano con la edad, por tanto, podria desencadenar los procesos
de inflamacion, que traen consigo estrés oxidativo, dafio mitocondrial y apoptosis,
mecanismos que, en el masculo esquelético, preceden a la sarcopenia. A su vez, los genes

del reloj se perfilan como dianas emergentes contra el envejecimiento (Zhu et al., 2022).
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2.3. Genes reloj en el musculo esquelético

El reloj molecular esta presente en multiples células y tejidos, incluido el masculo. Reeds
et al observaron cambios en la sintesis y degradacion de proteinas en el musculo
esquelético de ratas durante 24 horas, lo que indica la presencia de un ritmo circadiano
de este tejido (Reeds et al., 1986). Estudios posteriores de transcriptomica han
identificado méas de 200 genes que se expresan ritmicamente en el musculo esquelético
de ratones, incluidos algunos pertenecientes al reloj molecular central como Bmall, Per2
y Cryl, asi como genes especificos de musculo esquelético como Myodl, Ucp3,

Fbxo32/Atroginl y Myhl (McCarthy et al., 2007; Miller et al., 2007).

Cada vez hay més investigaciones que respaldan la importancia de los genes reloj
en la salud muscular. De hecho, ratones mutantes para distintos genes reloj han mostrado
una disminucion en la funcién muscular. Los ratones mutantes homocigotos para Clock,
especificamente aquellos con la proteina truncada CLOCK (A19), mostraron una
reduccion significativa en la expresion de genes relacionados con el sarcémero y la
mitocondria. Esto resultd en alteraciones graves en su ritmo de actividad locomotora,
fuerza y estructura muscular. Ademaés, presentaron disminucion del contenido
mitocondrial y una vida més corta (Andrews et al., 2010; McCarthy et al., 2007; Pastore
& Hood, 2013; Vitaterna et al., 1994). Por otro lado, los ratones knockout para Clock
(Clock™) tuvieron alteraciones musculares minimas y solo una pequefa reduccion en la
duracion del ciclo circadiano de actividad locomotora. Sin embargo, experimentaron una
disminucion en la esperanza de vida y padecieron otras condiciones como cataratas y
mayor riesgo de dermatitis (Debruyne et al., 2006; DeBruyne et al., 2007; Dubrovsky et
al., 2010). Estas diferencias se deben posiblemente a las distintas mutaciones en el gen
Clock entre los dos tipos de ratones, con posible compensacion por parte de la proteina

NPAS2 en los ratones Clock” en ausencia de CLOCK. Los modelos que implican a los
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inhibidores del reloj molecular, Per y Cry, muestran impactos menos significativos en la
salud muscular, manifestando solo ligeras alteraciones en el ritmo circadiano de la
actividad locomotora, aungue la eliminacion simultanea de ambos genes ha llevado a
comportamientos completamente carentes de ritmo (Liu et al., 2007; van der Horst et al.,
1999; Zheng et al., 2001). Por otro lado, se ha demostrado que Rev-erba esta altamente
expresado en el musculo esquelético oxidativo y que su deficiencia en el musculo conduce
a una disminucién en el contenido y funcion mitocondrial, asi como a un aumento de la

autofagia (Woldt et al., 2013).

El gen reloj mas investigado en relacion al musculo esquelético es Bmall. El gen
Bmall desemperia un papel crucial en la funcion muscular, ya que no solo es responsable
de la regulacion y reparacion muscular (Chatterjee et al., 2015; Zhu et al., 2022), sino que
también mejora la respiracion al aumentar la capacidad oxidativa en este tejido (Kohsaka
etal., 2014; Wada et al., 2018). Esto se debe a que Bmall regula los procesos de dinamica
mitocondrial y activa el metabolismo mitocondrial de manera dependiente de las sirtuinas
SIRT1y SIRTS3, respectivamente, al regular los niveles de NAD™. Este gen reloj controla
ritmicamente el eje NAMPT-NAD-SIRTS, regulando la transicion de las mitocondrias de
un estado de baja a alta fosforilacion oxidativa (OXPHOS) y viceversa (Peek et al., 2013).
Ademas, estudios recientes han indicado que los cambios en la morfologia mitocondrial
(es decir, fusion y fision), asi como la generacion de nuevas mitocondrias, dependen de
un reloj circadiano funcional, especificamente a través de la activacion de SIRT1 y otras
proteinas por el complejo BMALL1:CLOCK (de Goede et al., 2018). Estos datos respaldan
la existencia de un ritmo diario en la capacidad oxidativa del musculo esquelético (van
Moorsel et al., 2016). Por otro lado, Bmall también contribuye al desarrollo de hueso y
cartilago, asi como a la sintesis y liberacidn de coladgeno en los condrocitos (Chen et al.,
2023; Schroder et al., 2015). En el estudio del gen Bmall se han empleado diversos
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modelos animales, como los ratones Bmall”- que carecen completamente del gen, y los
ratones con deficiencia especifica de Bmall en el muasculo esquelético. Los primeros
muestran una forma mas severa de patologia, posiblemente debido a la afectacion de
maltiples funciones en el cuerpo ademas del mdsculo. Esto incluye una reduccion
significativa en la esperanza de vida, desarrollo de sarcopenia prematura, arritmia
conductual, sensibilidad a la insulina y tolerancia a la glucosa deterioradas, calcificacion
ectopica y esterilidad. También presentan debilidad, disfuncion mitocondrial y cambios
en la arquitectura de los miofilamentos, lo que indica una fuerte afectacion en la estructura
y funcion del musculo esquelético (Andrews et al., 2010; Bunger et al., 2000; Kondratov
et al., 2006; Rudic et al., 2004). Para comprender la funcion precisa de Bmall en el
musculo esquelético, se llevaron a cabo varios estudios en ratones deficientes en Bmall
en el musculo esquelético. Estos ratones exhibieron alteraciones en la marcha, la
movilidad y la fuerza muscular, ademas de un aumento de fibras de tipo oxidativo, un
incremento en la fibrosis muscular y cambios en el metabolismo del tejido muscular,
especialmente en lo que respecta al metabolismo de la glucosa (Dyar et al., 2014; Hodge

et al., 2015; Schroder et al., 2015).

Todos estos datos indican claramente que los genes del reloj, especialmente
Bmall, desempefian un papel crucial en la salud del muasculo esquelético, particularmente

en el funcionamiento de las mitocondrias en este tejido.
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3. Melatonina como enfoque terapéutico en la sarcopenia

3.1. Melatonina

La melatonina, conocida quimicamente como N-acetil-5-metoxitriptamina, es una
indolamina derivada del triptéfano. Fue aislada por primera vez de glandulas pineales
bovinas en 1958 por Aaron Lerner, quien identifico su estructura quimica (Lerner et al.,
1960). Es una molécula altamente conservada a lo largo de la evolucién, que se encuentra
en casi todos los organismos, desde bacterias y plantas hasta invertebrados y mamiferos

(Hardeland et al., 2006).

3.1.1. Sintesis y metabolismo

Inicialmente, se pensaba que la melatonina era producida exclusivamente por la glandula
pineal y se investigaba principalmente por su papel en la regulacion de los ritmos
circadianos. Sin embargo, ahora sabemos que también se sintetiza en las células de la
mayoria de los tejidos y 6rganos del cuerpo, incluido el masculo esquelético, a través de
los mismos procesos enzimaticos que en la glandula pineal. Por tanto, diferenciamos dos
tipos de melatonina, pineal y extrapineal, que poseen propiedades distintas (Acuiia-
Castroviejo et al., 2014; Stefulj et al., 2001). En animales vertebrados, la sintesis de
melatonina pineal ocurre durante la noche, en sincronia con el ciclo luz-oscuridad y
controlada por el reloj bioldgico central en los NSQ, como se explicé previamente. A
nivel celular, la sintesis de melatonina tiene lugar en la mitocondria, aunque no todos los
eventos de su sintesis ocurren necesariamente en este organulo. Esta comienza con la
absorcion de triptéfano por los pinealocitos desde el torrente sanguineo, que es
hidroxilado por la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH) en la posicién 5, dando lugar al
5-hidroxitriptéfano. Posteriormente, el 5-hidroxitriptéfano se descarboxila para formar
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serotonina (también conocida como 5-hidroxitriptamina) a través de la accién de la
enzima L-aminoacido aromatico descarboxilasa (AADC). La serotonina es acetilada por
la enzima AANAT, lo que resulta en N-acetilserotonina. Luego, la N-acetilserotonina es
metilada por la ASMT, produciendo finalmente la molécula de melatonina (Figura 6)
(Zhao et al., 2019). Las enzimas AANAT y ASMT son fundamentales en la sintesis de
melatonina, aunque existe controversia acerca de cuél de las dos actua como la enzima
limitante en el proceso (Liu & Borjigin, 2005). Es importante destacar que la melatonina
pineal no se almacena en la gldndula, sino que es liberada directamente al torrente
sanguineo, desde donde se distribuye por todo el cuerpo. En contraposicion, aunque las
mismas enzimas estan involucradas en la sintesis de melatonina en tejidos periféricos, su
produccion no sigue un ritmo circadiano. En lugar de ello, cada tejido produce la cantidad
necesaria en cada momento y la melatonina permanece dentro de la célula (Acufa-

Castroviejo et al., 2014; Venegas et al., 2012).
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Figura 6. Sintesis de melatonina pineal. La produccion de esta molécula es nocturna y esta
regulada por el reloj biolégico central el NSQ. Comienza con la hidrdlisis del triptéfano por la
enzima TPH, dando lugar a 5-hidroxitriptéfano. AADC luego lo decarboxila, creando serotonina.
AANAT acetila la serotonina, produciendo N-acetilserotonina, la cual es posteriormente
convertida en melatonina por ASMT. (Ferndndez-Martinez et al., 2023, articulo en revision).

La melatonina pineal circulante tiene una vida media de aproximadamente 30
minutos en la sangre y se encuentra libre o conjugada con la albumina. Esta se metaboliza
principalmente en higado, dando lugar a 6-hidroximelatonina y, en menor medida, a N-
acetilserotonina. Aqui, varias isoformas del citocromo P450, especificamente las enzimas
CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1y CYP2C19, producen estos metabolitos (Ma et al., 2005).
Luego, la 6-hidroximelatonina y la N-acetilserotonina son metabolizadas por
sulfotransferasas antes de ser excretadas en la orina (Tian et al., 2015). En los tejidos, la
melatonina extrapineal puede ser descompuesta mediante procesos enzimaticos y no
enzimaticos, produciendo los metabolitos N1-acetil-N2-formil-5-metoxi-cinuramina
(AFMK) y N1-acetil-5-metoxi-cinuramina (AMK). Estos metabolitos desempefian un

papel crucial en la eliminacién de radicales libres (Tan et al., 2007).

3.1.2. Dianas de la melatonina
Para llevar a cabo sus multiples funciones, la melatonina puede interactuar con diversos

receptores, proteinas citosolicas, o actuar de manera independiente por si misma.

Aunque inicialmente se pensdé que la melatonina podia atravesar todas las
membranas bioldgicas debido a su naturaleza lipofila (Costa et al., 1995), en realidad es
una molécula anfipatica, con extremos hidrofilicos e hidrofobos. Esto limita su capacidad
de difusidn a través de membranas bioldgicas. Investigaciones en nuestro laboratorio han
demostrado que la melatonina no atraviesa facilmente las membranas celulares. En

cambio, se acumula en la superficie de estas membranas y solo una fraccion pequefia
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logra penetrar en el interior celular, saturdndose a determinadas concentraciones sus
niveles intranucleares e intramitocondriales (Venegas et al., 2012). Este mecanismo es
esencial para prevenir un exceso de melatonina dentro de la célula, ya que su accion

antioxidante podria interferir con el metabolismo energético normal.

Los receptores de melatonina estan ampliamente distribuidos entre los distintos
tejidos del organismo, entre ellos el musculo esquelético. Se han descrito dos tipos de
receptores de membrana de melatonina acoplados a proteinas G en animales vertebrados,
MT1 (Mella) y MT2 (Mells). Ambos tienen siete dominios transmembrana y, al unirse
la melatonina, pueden modular la actividad de la adenilato ciclasa, fosfolipasas C y Az,
canales de potasio y calcio, y guanilato ciclasa a través de distintos mecanismos (Aranda-
Martinez et al., 2022; Slominski et al., 2012). En su momento se teorizo la existencia de
un tercer sitio de union de melatonina en la membrana celular (receptor MT3)
(Dubocovich, 1995). Sin embargo, se descubrié que este objetivo bioldgico de la
melatonina en realidad era la enzima citosélica quinona oxidoreductasa 2 (NQQO2)
(Nosjean et al., 2000). Otras proteinas citosolicas, como la calmodulina, la calreticulina,
la tubulina y la proteina quinasa C, implicadas en el metabolismo del calcio y la
modulacion de la estructura del citoesqueleto, han mostrado ser dianas de la melatonina,
ejerciendo diversos efectos tras su union (Benitez-King & Anton-Tay, 1993; Benitez-

King et al., 1996; Cardinali & Freire, 1975; Macias et al., 2003).

La melatonina también se une a receptores nucleares, concretamente a la
subfamilia de los receptores huérfanos relacionados con retinoides (RORs), que incluyen
RORa, RORB y RORYy. Estos receptores estan en el nicleo celular y constan de un
dominio N-terminal, un dominio de unién al ADN y un dominio C-terminal donde se
unen a sus ligandos (Jetten, 2009). Numerosos estudios, incluidos algunos de nuestro

grupo, demostraron la presencia de melatonina en el nucleo celular, asi como su habilidad
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para unirse a estos receptores, particularmente a RORa, regulando la transcripcion genica
y llevando a cabo sus efectos (Acufia-Castroviejo et al., 1993; Acufia-Castroviejo et al.,
1994; Becker-André et al., 1994; Carlberg & Wiesenberg, 1995; Menendez-Pelaez et al.,
1993; Wiesenberg et al., 1995). Ademas, al igual que los receptores de membrana, los
receptores nucleares presentan un ritmo circadiano similar al de la melatonina, con un
pico de produccion a las 3 am, lo que sugiere que su expresion estd regulada por los

niveles de melatonina en sangre (Venegas et al., 2013).

La melatonina, junto con sus metabolitos AFMK y AMK, es capaz de neutralizar
directamente los ROS y RNS (Acufia Castroviejo et al.,, 2011), como veremos a

continuacion.

3.1.3. Acciones de la melatonina pineal y extrapineal
La melatonina es una molécula versatil con la capacidad de desempefiar maltiples

funciones.

Por un lado, la melatonina pineal liberada en la circulacién llega a cada célula del
cuerpo Y, tras su union a los receptores de membrana MT1 y MT2, activa distintas vias
involucradas en la regulacion cronobioldgica controlando asi los relojes periféricos de
diferentes tejidos, incluido el musculo esquelético (Acufia-Castroviejo et al., 2014; Reiter,
1993). Aqui, la melatonina, a través de los genes reloj, coordina de manera conjunta
distintos procesos metabdlicos, mitocondriales, inflamatorios y estructurales del masculo

que siguen un patron circadiano, descritos anteriormente.

Existe evidencia de que la degradacion de las proteinas del reloj biolégico como
BMALL, PER, CRY y REV-ERB, asi como posiblemente otros componentes, es mediada

por el sistema ubiquitina-proteasoma (Gatfield & Schibler, 2007; Stojkovic et al., 2014).
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Se ha sugerido que la melatonina podria regular esta degradacién al inhibir el proteasoma,
ya que comparte similitudes con su inhibidor (Vriend & Reiter, 2014, 2015). Ademas, se
ha observado que la melatonina se une a la Ca?*/calmodulina (Leon et al., 2000) y bloquea
la actividad de la proteina quinasa Ca?*/calmodulina I (CaMKI1) (Fukunaga et al., 2002),
que controla la fosforilacion del proteasoma (Jarome et al., 2013). Este mecanismo podria
ser la forma en que la melatonina regula la degradacion de las proteinas del reloj,
sincronizando los relojes periféricos y proporcionando estabilidad al ritmo. Sin embargo,
actualmente se desconoce si los genes reloj controlan a su vez la sintesis de melatonina
en tejidos extrapineales (Acufia-Castroviejo et al., 2014). No como en la glandula pineal,
donde se ha demostrado que el complejo BMALL:CLOCK activa la transcripcion de
AANAT por su union a la region E-box de este gen (Chong et al., 2000), estimulando la

produccidn ritmica de melatonina.

Mientras que la melatonina pineal tiene funciones cronobidticas, la melatonina
extrapineal actia como antioxidante y antiinflamatorio, teniendo como principal blanco
de accién la mitocondria (Acuna-Castroviejo et al., 2007). Este organulo se encuentra

claramente afectado en el musculo esquelético envejecido.

La capacidad antioxidante de la melatonina se encuentra directamente ligada a su
habilidad para ser producida en diversas células del organismo en grandes cantidades,
significativamente mas altas que las concentraciones de melatonina pineal encontradas
en sangre (Venegas et al., 2012), ejerciendo asi un efecto local. Se ha detectado la
expresion no circadiana de los genes Aanat y Asmt en tejidos periféricos, tales como el
corazén, higado, estdbmago, intestino, musculo esquelético, testiculos y ovarios, entre
otros (Acufa-Castroviejo et al., 2014; Stefulj et al., 2001). Tanto la melatonina como sus
metabolitos, AFMK y AMK, tienen la capacidad de neutralizar directamente los radicales

libres, interactuando con diversas especies reactivas de oxigeno y del nitrégeno,

32



Introduccion

incluyendo el radical hidroxilo (OH"), el radical superdxido (O27), el perdxido de
hidrogeno (H202), el oxido nitrico (NO), los peroxinitritos (ONOO") y los radicales
peroxilo (LOO") (Acufa-Castroviejo et al., 2001; Zhang et al., 1999). Ademas, se ha
demostrado que esta hormona es capaz de eliminar los radicales libres de manera indirecta
al regular la actividad y expresion de otros sistemas antioxidantes, un efecto que podria
ser mediado por su interaccion con la calmodulina y su receptor nuclear (Tomas-Zapico
& Coto-Montes, 2005), o con sus receptores de membrana MT1y MT2 en el caso de la
melatonina pineal (Rodriguez et al., 2004). En primer lugar, la melatonina potencia la
actividad de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa (GPx) y la glutation
reductasa (GRd), impulsando el ciclo del glutation y manteniendo el equilibrio entre el
glutation oxidado y reducido (GSSG/GSH) (Escames et al., 2006; Martin, Macias,
Escames, Leon, et al., 2000). También estimula la y-glutamilcisteina sintasa (y-GCS),
aumentando la produccion de GSH (Urata et al., 1999), y la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD), que provee el NADPH necesario para la GRd (Pierrefiche &
Laborit, 1995). Ademas, la melatonina refuerza la actividad y expresion de otras enzimas
antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) (Acuna-
Castroviejo et al., 2007; Leon et al., 2004). Dado que la mitocondria es la principal fuente
de radicales libres, este organulo es su objetivo principal (Venegas et al., 2012). Més alla
de su funcién antioxidante, la melatonina juega un papel crucial en mantener la
homeostasis mitocondrial, preservando la integridad y funcionalidad de las membranas y
aumentando la bioenergética mitocondrial (Acufia Castroviejo et al., 2011; Garcia et al.,
2011; Lopez et al., 2009; Martin, Macias, Escames, Reiter, et al., 2000; Martin et al.,
2002). Estas funciones de la melatonina son especialmente importantes en el tejido
muscular, donde las mitocondrias son organulos criticos encargados de regular el estado

metabolico del musculo esquelético (Hood et al., 2019).
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La melatonina también puede actuar como molécula antiinflamatoria siendo capaz
de modular las vias de la inmunidad innata dependientes de NF-kB y del inflamasoma
NLRP3. Especificamente, la melatonina se une a su receptor nuclear RORa, activando
SIRT1, que a su vez desacetila NF-xB, inhibiendo su uniéon al ADN Y su activacion, lo
que resulta en una menor expresion de iNOS y citoquinas proinflamatorias como TNF-a,
y IL-6, entre otras. Asi, la melatonina previene la activacion del inflamasoma NLRP3 y
de caspasa-1, asi como de la IL-1p (Acufia-Castroviejo et al., 2017; Garcia et al., 2015).
Ademaés, la melatonina inhibe la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), evitando la
produccion excesiva de mediadores inflamatorios (Deng et al., 2006). Adicionalmente,
en situaciones de estrés, la melatonina potencia la expresion de NRF2, un regulador
transcripcional de enzimas antioxidantes que esta implicado en el mantenimiento de la
homeostasis mitocondrial (Dinkova-Kostova & Abramov, 2015; Rahim et al., 2021), que
ayuda en la respuesta antiinflamatoria. Finalmente, la melatonina también desempefia un
papel crucial en la apoptosis al inhibirla a través de la regulacion del equilibrio
BAX/BCL2 y la reduccion de la actividad y expresion de la caspasa-3 (Mehrzadi et al.,

2021).

Todas estas propiedades de la melatonina la convierten en un agente terapéutico
potencial frente a una gran cantidad de enfermedades relacionadas con el envejecimiento,
como la sarcopenia, en la que la cronodisrupcion, la inflamacién cronica, el estrés
oxidativo, el dafio mitocondrial y la pérdida de masa muscular en el mdsculo envejecido

pueden ser contrarrestadas por la melatonina (Figura 7).

34



Introduccion

SARCOPENIA

|
[ Chronodisruption (SR, Infammaging IR ) —
e ./J\ disruption
@B
; defense

Skeletal
muscle loss

S

bROS "1

e NF-kB NLRP3
o [+
(a) | — 1
k pro-IL-1B/TNF-a/iNOS/COX-2
3 — —
Type 2 fibers Type 1 fibers
SOD/catalase/GPx/GRd \ @ ﬂﬂﬁmﬂm‘ 7 )
- Size and number of fibers
— CaMKIl "_“‘ L
0y ‘1 Fibrosis
l o& SIRT1 cn ‘ -
\‘ 1 “ T Myosteastosis
é . , ) NAMPT — NAD* (—-\ 1Muscs
Proteasome ————» I Mitophagy

| Motor neurons

. >¢,E sm‘rs j l
/ NRF2 Antlux1danti—’ L OXPHOS FRAILTY

¢_ARE NG enzymes.
TNAD DY
i

Y TOXPHOS

Figura 7. Resumen de las vias moleculares involucradas en la sarcopenia y acciones de la
melatonina. La sarcopenia es una condicion asociada con varios factores, incluyendo la
cronodisrupcion, la inflamacion crénica, la disfuncién mitocondrial, la interrupcién de la
proteostasis y la pérdida de musculo esquelético. La cronodisrupcion conduce a la alteracion de
los genes y proteinas reloj, especialmente BMALL, que pierde sus funciones antiinflamatorias.
Afecta a la regulacion de NAD", el cual es utilizado por SIRT1/3, influenciando tanto en la via
NF-kB como en la OXPHOS. Ademas, los niveles de NAD" son controlados por estas dos
desacetilasas. La inflamacion crénica es un proceso caracterizado por la activacion de NF-xB
causada por niveles elevados de ROS y una disminucion de las defensas antioxidantes. Esta
activacién resulta en niveles elevados de citoquinas proinflamatorias y una reduccién en la
actividad de enzimas antioxidantes. El ambiente oxidativo provoca dafio en las mitocondrias, lo
que lleva a un aumento en los niveles de ROS vy la activacién de NLRP3, intensificando asi la
inflamacion. En este escenario, p62 no puede iniciar la mitofagia para la degradacion de
mitocondrias dafiadas. La disfuncién mitocondrial lleva a alteraciones en la fusién, fisién y
mitofagia de estos orgdnulos. La interrupcion de la proteostasis y la pérdida de musculo
esquelético conducen al cambio de fibras musculares tipo 2 a tipo 1, una reduccion tanto en el
tamafio como en la cantidad de fibras, y una reduccion de MuSCs y neuronas motoras. Ademas,
hay un aumento en la fibrosis y la miosteatosis. Estos mecanismos en conjunto afectan la
integridad del mdsculo esquelético, contribuyendo en ultima instancia a la fragilidad. La
melatonina, al actuar en diversos sitios celulares, presenta multiples propiedades beneficiosas que
le permiten contrarrestar estos procesos, reduciendo asi el dafio muscular y mejorando la
sarcopenia. (Fernandez-Martinez et al., 2023, articulo en revision).
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3.2. Antecedentes

Las mitocondrias funcionan tanto como fuente de sintesis de melatonina como diana de
esta indolamina (Acuna-Castroviejo et al., 2007; Venegas et al., 2012). La disminucion
de melatonina en los tejidos asociada al envejecimiento (Hardeland, 2012; Sanchez-
Hidalgo et al., 2009) parece estar vinculada a la disfuncion mitocondrial que ocurre
durante este proceso. Ademas, la produccion de melatonina pineal también experimenta
una disminucion significativa con la edad (Hardeland, 2012), lo que potencialmente
conduce a una reduccion del control circadiano y a la interrupcién de los genes del reloj
en varios tejidos. En multiples condiciones experimentales, incluyendo inflamacion
aguda y crénica, envejecimiento y sarcopenia, la melatonina consistentemente mejoré la
defensa antioxidante enddgena, redujo la activacion de la inmunidad innata y estimulo las
mitocondrias (Escames et al., 2006; Fernandez-Ortiz et al., 2020; Fernandez-Ortiz et al.,
2022; Garciaetal., 2015; Rahim et al., 2017; Sayed et al., 2021; Sayed et al., 2019; Sayed
et al., 2018; Sayed et al., 2021; Volt et al., 2016). Ademas, también se demostré que la
melatonina tiene la capacidad de restaurar la expresion de los genes del reloj, que se
encuentra alterada en estas patologias, asi como en otras condiciones como el cancer o el

Parkinson (Aranda-Martinez et al., 2023; Rodriguez-Santana et al., 2023).

Particularmente, nuestro grupo de investigacion ha demostrado los beneficios de
la melatonina en el masculo esquelético envejecido. En un estudio inicial en nuestro
grupo de investigacion, utilizando ratones C57BL/6J de diferentes edades (3-4 meses, 12
meses y 24 meses), se identificé el comienzo precoz de la sarcopenia a los 12 meses de
edad (Sayed et al., 2016). Esta se caracterizd por una disminucién en la actividad
locomotora y en la masa del musculo, acompafiada de un aumento en el indice de
fragilidad. Ademas, se observaron cambios en la estructura y ultraestructura muscular,

una reduccién en el tamafio y pérdida de fibras de tipo 2, junto con un incremento en el
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tamario de las mitocondrias, indicando posibles alteraciones en la dindmica mitocondrial.
Estos cambios empeoraron en los animales de mayor edad. El tratamiento con melatonina
mejoro la funcién y estructura muscular en ratones envejecidos, al mismo tiempo que
redujo el dafio en las mitocondrias y los nucleos apoptéticos en el masculo. Por lo tanto,
se sugirio que la melatonina podria ser un tratamiento potencial para la sarcopenia (Sayed

etal., 2018).

Dado que la sarcopenia esta vinculada al envejecimiento, se emple6 un modelo de
raton sin NLRP3 para investigar el papel de la inflamacion. Se determind que este
inflamasoma juega un papel en el desarrollo y progresion de la sarcopenia tanto en el
musculo esquelético como en el cardiaco. Este efecto fue mitigado con el tratamiento de
melatonina (Fernandez-Ortiz et al., 2020; Sayed et al., 2021; Sayed et al., 2019; Sayed et
al., 2021). Ademas, se evalud la expresion y ritmo circadiano de los genes del reloj en
estos ratones mutantes. El envejecimiento resulté en cambios en la fase de Clock, una
reduccién en la amplitud de Bmall, Per2 y Clock, y una pérdida de ritmo en Per2 y Rora.
Por otro lado, NLRP3 alterd la acrofase de Clock, Per2 y Rora. La administracion de
melatonina en estos ratones permitié reducir la inflamaciéon asociada a la edad y

restablecer el ritmo de los genes alterados (Fernandez-Ortiz et al., 2022).

En conjunto, estos datos postulan a la melatonina como un potencial candidato
frente a la sarcopenia, y sugieren que la melatonina es el vinculo entre los genes del reloj

y las mitocondrias en el musculo esquelético.
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Hipdtesis y objetivos

1. Hipotesis

Cada vez hay més evidencias que apoyan la relacion entre cronodisrupcién y enfermedad.
Los genes reloj participan en el control de al menos un 10% del genoma, una regulacion
deteriorada con el envejecimiento. Ya que cada célula posee su propio reloj molecular, la
disrupcion dependiente de la edad de los genes reloj en el muasculo esquelético deberia

tener consecuencias a nivel de homeostasis y funcién muscular.

Varios estudios, incluidos los realizados en nuestro laboratorio, respaldan esta
vision, que incluye la reduccion paralela dependiente de la edad en Bmall y Rora y un
aumento en la expresion de Rev-erbo en el musculo gastrocnemio de ratones. El reloj
muscular intrinseco es necesario para la salud musculoesquelética, y estos cambios
podrian explicar el aumento de la inflamacion local por medio de NF-xB y del
inflamasoma NLRP3, la generacién de ROS, el deterioro de la defensa antioxidante
dependiente de NRF2 y el dafio mitocondrial producidos en el envejecimiento,
conduciendo a un incremento en la pérdida de fibras musculares y sarcopenia. Sin
embargo, no existen datos que identifiquen una relacion causal entre la reduccién de la
expresion de Bmall en el masculo esquelético envejecido y estos déficits que culminan

en sarcopenia.

En base a lo anterior, nosotros planteamos que la pérdida de Bmall en musculo
esquelético asociada a la edad, puede ser causa de aquellos cambios que desembocan
finalmente en la sarcopenia. La evaluacion de esta hipotesis requiere un raton knockout
para Bmall especifico de musculo esquelético. Asimismo, probamos si la melatonina,
debido a sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y cronobidticas, restableciendo

la expresion de los genes reloj, puede ser capaz de contrarrestar la sarcopenia, y si esta
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requiere de la presencia de Bmall en el musculo esquelético. Ademas, ya que el ejercicio
puede modular genes relacionados con el envejecimiento y ha demostrado beneficios
contra la sarcopenia, empleamos ambos, ejercicio y/o melatonina como intervenciones

terapéuticas para combatir esta condicion.

2. Objetivos

2.1. Objetivo principal

Demostrar la relacion causal entre cronodisrupcion (en particular el déficit de Bmall con
la edad), inflamacién, disfuncion mitocondrial y pérdida muscular durante el
envejecimiento en el modelo de ratén knockout para Bmall inducible y especifico de

musculo esquelético (iMS-Bmall1™).

2.2. Objetivos especificos

Obijetivo 1. Generar el modelo de raton iMS-Bmal1 y sus controles (iMS-Bmal1fox/flox),
Obijetivo 2. Evaluar si los ratones iMS-Bmal1”- son proclives a desarrollar sarcopenia.

Obijetivo 3. Evaluar las distintas vias y mecanismos relacionados con la sarcopenia en el

GM de ratones iMS-Bmal1” y sus controles.

Objetivo 4. Evaluar la eficacia de una intervencion terapéutica con ejercicio y/o

melatonina para contrarrestar la sarcopenia en ratones iMS-Bmal1”y sus controles.
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Materiales y métodos

1. Animales, tratamientos y disefio experimental

1.1. Generacién del modelo de raton knockout para Bmall inducible y

especifico de musculo esquelético

Se generaron ratones knockout para Bmall inducibles y especificos de musculo
esquelético (iMS-Bmall”) mediante el cruce de ratones homocigotos que expresaban el
gen Bmal1 entre dos sitios LoxP (Bmal1o¥flox B6.129S4(Cg)-Arntl™WelJ The Jackson
Laboratory) con ratones heterocigotos que portaban la recombinasa Cre fusionada en cada
extremo a un dominio del receptor de estrogeno mutado (MER) bajo el control del
promotor de la actina alfa 1 de musculo esquelético humana (ACTA1) (Cre*", B6.Cg-
Tg(ACTA1L-cre/Esrl*)2Kesr/J, The Jackson Laboratory), como se describe en Hodge et
al (Hodge et al., 2015). De forma breve, las hembras Bmal1fio/flox se cruzaron con los
machos Cre*" para obtener la generacion F1 de ratones doblemente heterocigotos
Bmal1fo*+ Cre*". Posteriormente, los machos de la generacion F1 se cruzaron con las
hembras Bmal1fo¥flx dando lugar a la generacion F2 de ratones Bmallflo¥flox Cret-

(denominados como iMS-Bmal1fo¥flox) necesarios para el estudio (Figura 8).
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Figura 8. Generacion del ratén knockout para Bmall inducible y especifico de musculo
esquelético mediante el uso del sistema Cre/LoxP. Las hembras homocigotas para Bmall
"floxeado" por secuencias LoxP (Bmal1"™m™) se cruzaron con los machos heterocigotos que
expresaban de manera inducible y especifica en el misculo esquelético la recombinasa Cre
fusionada en cada extremo 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*") para obtener la
generacion F1 de ratones doblemente heterocigotos Bmal1"®- Cre*". Posteriormente, los machos
de la generacion F1 se cruzaron con las hembras Bmal1"®/"* dando lugar a la generacion F2 de
ratones Bmal1™"1* Cre*” (denominados como iMS-Bmal1"®®) necesarios para el estudio. Para
generar el raton iMS-Bmal1”, se activo la recombinacion Cre/LoxP inducida por tamoxifeno en
ratones iMS-Bmal1™/* mediante inyecciones intraperitoneales (i.p.) de tamoxifeno, lo que
resulta en la eliminacién de las secuencias "floxeadas", es decir, del gen Bmall, en los misculos
esqueléticos. A nivel molecular, normalmente, la proteina Cre fusionada se presenta en el
citoplasma de las células en las que se expresa unida a la proteina HSP90. Al unirse a los
esteroides sintéticos (como el tamoxifeno), la interaccion entre HSP90 y la recombinasa Cre
fusionada se interrumpe. Esto provoca la translocacion nuclear de esta Gltima y la interaccion de
Cre con los sitios LoxP.

Los ratones se genotiparon mediante PCR utilizando ADN gendmico aislado de
muestras de cola, siguiendo el protocolo proporcionado por The Jackson Laboratory.

Fundamentalmente, las muestras de cola fueron digeridas con proteinasa K (PROK-50,
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Omega Bio-tek, Norcross, GA, EE. UU.) y el ADN se extrajo con isopropanol y se
cuantifico por densitometria éptica a 260/280 nm en NanoDrop (NanoDrop ND-1000
V3.5.2, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE. UU.). Los cebadores utilizados
para la deteccion del gen Bmall entre dos sitios LoxP y del transgén Cre, asi como los
posibles productos de ADN obtenidos, se resumen en la Tabla 2. La separacion del
producto de PCR se llevo a cabo en un gel de agarosa al 2% (0,005% de solucion de
tincién de acidos nucleicos RedSafe (21141, iNtRON Biotechnology, Burlington, MA,
EE. UU.) para visualizar los productos de ADN.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la deteccion del gen Bmall "floxeado™ y del transgén
Cre y posibles resultados obtenidos.

B6.129S4(Cg)-Arntitmiweit/] B6.Cg-TgACTAL-

cre/Esrl*)2Kesr/J
ACT GGA AGT AAC TTT ATC AAA AGG TGG ACC TGA TCA
Forward (8' — 3") CTG TGG AG

ATA CCG GAG ATC AT
Reverse (5' >3  CTG ACC AAC TTG CTAACAATT A CCG GAG ATCATG

CAAGC

?gﬁ;:;l E:sxgl:; CTAGGC CACAGAATT
GAA AGATCT

5'— 3"

g:i:?;l :;)\S/Ietrl-\sls GTA GGT GGA AAT TCT
AGC ATCATCC

(5' — 3')

Expected Results Mutant =  Heterozygote = :’;’;Ld_ Transgene = Lr::it[?\?elz ontrol

431 bp 327 bp and 431 bp 327 bp 440 bp = 324 bp

Los ratones iMS-Bmal1flo¥flox se trataron con vehiculo, para obtener controles, o
se trataron con tamoxifeno (T5648, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), para generar los
ratones knockout condicionales (iMS-Bmall”). Para generar el raton iMS-Bmall™, se
activé la recombinacién Cre/LoxP inducida por tamoxifeno en ratones iMS-Bmal1lox/flox
mediante inyecciones intraperitoneales (i.p.) de tamoxifeno a dosis de 2 mg/dia durante

cinco dias consecutivos cuando los ratones alcanzaron las 12 semanas de edad, lo que
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resulta en la eliminacion de las secuencias "floxeadas" en los musculos esqueléticos de
las extremidades, cara/lengua y diafragma. Los animales control consistieron en ratones
iMS-Bmal1fo¥floxde 12 semanas de edad tratados con vehiculo (15% de etanol en aceite

de girasol), que mantienen el gen Bmall en los masculos esqueléticos (Figuras 8 'y 9).

Los ratones se mantuvieron en la instalacion de animales libre de pat6genos
especificos (SPF) del Centro de Investigacion Biomédica de la Universidad de Granada,
a22°C £1°Cyconunciclode 12 horas de luz/12 horas de oscuridad, con luz encendida

a las 08:00 h, y se les proporciond dieta y agua del grifo ad libitum.

Los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con la Guia de los Institutos
Nacionales de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, el Convenio
Europeo sobre la proteccidn de los animales vertebrados utilizados para experimentacion
y otros fines cientificos (CETS #123) y la ley espafiola para experimentacion animal (R.D.
53/2013). El protocolo fue aprobado por el Comité Etico de Andalucia

(#29/05/2020/069).

1.2. Analisis de la especificidad de recombinacion

El anélisis de la especificidad de recombinacion se llevé a cabo mediante PCR y western
blot. Los ratones iMS-Bmal1fo/fox fyeron inyectados (via intraperitoneal) ya sea con
vehiculo (iMS-Bmal1fo¥flox) o tamoxifeno (iMS-Bmall”) a las 12 semanas de edad. Tres
y cinco semanas después de la inyeccion, es decir, a las semanas 15 y 17 de edad, los
ratones fueron anestesiados por inyeccion i.p. de equitesina (1 mL/kg) y sacrificados, y
se extrajeron el musculo gastrocnemio y el higado, los cuales fueron congelados

inmediatamente en nitrogeno liquido y almacenados a -80 °C hasta su analisis.
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El ADN genomico fue extraido de los tejidos como se describid previamente. Para
evaluar la especificidad de la recombinacion, se llevo a cabo una PCR con el ADN de los
tejidos y cebadores para los alelos recombinados y no recombinados, como se describe
en Hodge et al (Hodge et al., 2015). Los cebadores 5’ y 3’ para el alelo no recombinado
fueron los mismos que los cebadores usados en el genotipado y produjeron un producto
de 431 pares de bases. Se incluyd6 un segundo cebador 5'-
CTCCTAACTTGGTTTTTGTCTGT-3' para detectar el alelo recombinado, que mostro
una banda a 572 pares de bases. La separacion del producto de PCR se llevo a cabo en un
gel de agarosa al 2% (0,005% de solucién de tincion de acidos nucleicos RedSafe) para

visualizar los productos de ADN.

Para el andlisis por western blot, las muestras de GM e higado se homogeneizaron
en un reactivo de extraccion de proteinas de tejidos (78510, Thermo Fisher Scientific,
Madrid, Espafia), al que se afiadi6é un coctel de inhibidores de proteasas (78429, Thermo
Fisher Scientific, Madrid, Espafia), se sonicaron y se centrifugaron a 1000 x g durante 15
minutos a 4 °C. Las proteinas se cuantificaron mediante ensayo de Bradford y se
desnaturalizaron a 99 °C durante 5 minutos. Luego, se cargaron 50 pg de proteina de
muestra en un gel SDS-PAGE al 12% y la electroforesis se llevo a cabo utilizando el
sistema de electroforesis mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Madrid, Espafia). La
transferencia de las proteinas a la membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) se
realizd en una celda Mini Trans-Blot (Bio-Rad, Madrid, Espafia) y las interacciones
proteina-anticuerpo se detectaron utilizando anticuerpos secundarios 1gG de caballo
conjugados con peroxidasa (anti-raton o anti-conejo), utilizando un sustrato de western
blotting de quimioluminiscencia mejorada (ECL) (1705061, Bio-Rad, Madrid, Espafia).
Las bandas se detectaron con el sistema de imagen ChemiDoc MP (Bio-Rad, Madrid,
Espafia) y se cuantificaron con el software Image Lab (Bio-Rad, Madrid, Espafia). Los
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anticuerpos primarios fueron anti-BMAL1 (14268-1-AP, Proteintech, Manchester, Reino
Unido), y anti-GAPDH (sc-166574, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Alemania)

como control de carga.

1.3. Tratamientos

Los animales fueron separados por sexo y divididos en los siguientes cinco grupos (n =
36 animales por grupo (18 machos y 18 hembras)) (Figura 9): (a) iMS-Bmal1flox/flox
tratados con vehiculo (control), (b) iMS-Bmal1o/foxtratados con tamoxifeno (TMX) para
generar iMS-Bmal1” (ratén knockout condicional para Bmall), (c) iMS-Bmall” tratados
con ejercicio (TMX + E), (d) iMS-Bmal1” tratados con melatonina (TMX + aMT), y ()

iMS-Bmal1” tratados con ejercicio mas melatonina (TMX + E + aMT).

El ejercicio consisti6 en 2 semanas en una cinta de correr horizontal (5
dias/semana, 30 minutos/dia, hasta una velocidad de 30 cm/s, més 2 dias de
recuperacion/semana, necesarios para reducir el estrés en los animales, segn informes

previos (Xu et al., 2020)), comenzando a las 12 semanas de edad (Figura 9).

La melatonina se administré a una dosis de 10 mg/kg/dia en la dieta durante 2
semanas, comenzando cuando los animales alcanzaron las 12 semanas (Figura 9), segun
estudios previos que muestran la eficacia de esta dosis en la prevencion de la sarcopenia
dependiente de la edad (Rodriguez et al., 2007; Sayed et al., 2019; Sayed et al., 2018). La
preparacion del pienso con melatonina se realizé por la Unidad de Produccién de Dietas
de la Universidad de Granada. La cantidad de melatonina en el pienso para roedores (50
mg/kg de pienso) se calculd segln el consumo promedio diario de alimento, el nimero,
peso y edad de los ratones (Bachmanov et al., 2002), para asegurar que cada raton

recibiera 10 mg/kg de peso corporal diariamente. La concentracion de melatonina en el
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pienso se verificO mediante HPLC (concentracion tedrica = 50 mg/kg de pienso vs.

concentracion medida = 47,2 + 2,0 mg/kg de pienso).

WEEKS OF AGE
TAMOXIFEN or VEHICLE ANALYSIS
5 days (2 mg/day) —i.p. Circadian rhythm assessment of locomotor activity
12 13 14 LD 15 DD 16 DD 17

L ] L | | |

| 1 1 | 1 |
TREATMENTS ANALYSIS
No intervention Physical activity, light and electron

Exercise (E) — 5 days/week/30 min/day microscopy, and fiber type profile studies

Melatonin (aMT) — 10 mg/kg/day

EXPERIMENTAL GROUPS (male and female mice)

(a) iIMS-Bmal 1flexflex treated with vehicle (control)

(b) IMS-Bmai 17exfex treated with tamoxifen (TMX) to generate iMS-Bmal1+ (conditional Bmal1 knockout)
(c) iIMS-Bmal 1+ treated with exercise (TMX + E)

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

(e) IMS-Bmal 1+ treated with exercise plus melatonin (TMX + E + aMT)

Figura 9. Resumen del disefio del estudio: grupos experimentales y tratamientos. Los
tratamientos con tamoxifeno o vehiculo (verde) se realizaron durante la semana 12 de edad. Los
tratamientos con ejercicio y/o melatonina (rojo) comenzaron en la semana 12 y continuaron
durante dos semanas (semanas 12 y 13). El andlisis del ritmo circadiano de la actividad
locomotora (azul) comenzd en la semana 14 de edad en condiciones de LD (ciclo de 12 horas de
luz/12 horas de oscuridad), luego los ratones fueron cambiados a condiciones de DD (oscuridad
total durante 24 horas) durante dos semanas adicionales (semanas 15 y 16). La actividad fisica, la
microscopia éptica y electronica y el andlisis del perfil de tipos de fibras (azul) se realizaron
durante la semana 15.

No medimos los niveles de melatonina en nuestros grupos experimentales. Sin
embargo, hemos publicado en otros articulos los niveles de melatonina alcanzados
después de la administracion in vivo de esta dosis en ratas y en ratones. La administracion
de 10 mg/kg/dia de melatonina aumentd el contenido de melatonina en todos los
compartimentos subcelulares de manera dosis-dependiente. En ratas, la administracion de
melatonina a 10 mg/kg incremento los niveles de la indolamina en sangre hasta 2.350

ng/mL después de 1 hora de administracion y 300 pg/mg de proteina después de 2 horas
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en todos los compartimentos subcelulares. En ratones, 10 mg/kg de melatonina

aumentaron sus niveles endogenos en las mitocondrias hasta 175 pg/mg de proteina.

Todos los andlisis se llevaron a cabo cuando los ratones alcanzaron las 15 semanas
de edad, excepto la evaluacion del ritmo circadiano de la actividad locomotora, que

comenzo en la semana 14 (Figura 9).

1.4. Justificacion del disefio experimental

Se eligid la edad de 12 semanas para comenzar con las inyecciones de tamoxifeno para
eliminar cualquier efecto que la falta de Bmall pudiera tener en el desarrollo del musculo
esquelético y en el rapido crecimiento que ocurre durante la maduracion postnatal. Se
llevaron a cabo experimentos preliminares para evaluar la duracion del efecto del
tamoxifeno. Nuestros datos mostraron que 5 dias de administracion de tamoxifeno
(semana 12) fueron suficientes para inhibir Bmall durante al menos 5 semanas (de las 12
a las 17 semanas de edad, Figura Al). Por lo tanto, solo inyectamos tamoxifeno durante
este periodo de tiempo asegurando la ausencia de Bmall durante todo el disefio
experimental. Para realizar el andlisis, elegimos la edad de 15 semanas (3 semanas
después de la inyeccion con tamoxifeno) porque fue suficiente para la aparicion de

alteraciones significativas en el musculo esquelético causadas por la pérdida de Bmall.

En segundo lugar, queriamos evaluar si los tratamientos (melatonina y/o ejercicio)
podian contrarrestar los efectos de la ausencia de Bmall en el musculo esquelético en
comparacion con el vehiculo. Para esto, llevamos a cabo diferentes evaluaciones de
distinta duracion. El andlisis mas prolongado fue la evaluacion circadiana porque
necesitdbamos tres semanas, una para la condicion de 12 horas de luz/12 horas de

oscuridad (LD) y 2 semanas para la condicion de oscuridad total (DD), y estas se llevaron
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a cabo entre las semanas 14 y 17, justo después de finalizar los tratamientos. Por ello, los
tratamientos se realizaron solo durante dos semanas, en las semanas 12 y 13. Después de
la primera semana en condiciones "control”, es decir, condiciones de LD durante la
semana 14, los animales continuaron durante 2 semanas adicionales bajo condiciones de
DD durante las semanas 15 y 16. Otros grupos de animales con el mismo horario de LD
durante la semana 14, se utilizaron en la semana 15 para las pruebas de actividad fisica,
estudios histoldgicos y de microscopia electrénica (Figura 9). Con este programa,
analizamos la condicion del musculo esquelético al mismo tiempo en todos los grupos,
es decir, 3 semanas después de las inyecciones con tamoxifeno y una después de finalizar
los tratamientos y, al mismo tiempo, evaluamos si dos semanas de tratamientos eran
suficientes para proteger el musculo. Este paradigma experimental fue elegido porque en
articulos previos mostramos que dos meses de terapia con melatonina fueron suficientes
para prevenir y recuperar de la sarcopenia en ratones de edad avanzada (modelo crénico)
(Sayed et al., 2019; Sayed et al., 2018). Por lo tanto, en el modelo agudo utilizado aqui,
se espera que dos semanas de tratamiento con melatonina tengan un efecto protector

similar.

Por altimo, no se realizd ningan tratamiento con ejercicio (y, por ende, tampoco
con melatonina) durante la evaluacién del ritmo circadiano de la actividad locomotora
porque durante la evaluacion de este, los animales se mantuvieron en jaulas
individualizadas colocadas en un gabinete cerrado ventilado con control de luz. Durante
las 3 semanas del experimento, no se les podia perturbar, solo para renovar el agua, para
asegurar un analisis circadiano de confianza. Por lo tanto, no pudimos sacar a los animales

de la jaula para realizar el tratamiento con ejercicio en la cinta.
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2. Analisis del ritmo circadiano de la actividad locomotora

Se utiliz6 una cohorte de ratones para el analisis del comportamiento circadiano,
siguiendo un Protocolo Bésico normalizado (Banks & Nolan, 2011). Se recopilaron los
datos de actividad de carrera en rueda de un total de 12 ratones (6 machos y 6 hembras)
de cada grupo experimental. Los animales se mantuvieron en jaulas individuales con una
rueda para correr (Actimetrics, Wilmette, IL, EE. UU.) ubicadas en un gabinete ventilado
con control de luz. Se registro la actividad bajo un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de
oscuridad durante 7 dias, siguiendo la adaptacion de los animales a este horario. Luego,
los animales fueron mantenidos en completa oscuridad durante 14 dias y todas las
grabaciones fueron analizadas utilizando el programa ClockLab (Actimetrics, Wilmette,
IL, EE. UU.). Se obtuvieron actogramas y perfiles de actividad, usados para representar
los ritmos de actividad circadianos, el periodo circadiano (calculado utilizando el
periodograma de Chi-cuadrado), como medida del reloj circadiano interno de los

animales, y otros pardmetros circadianos.

3. Analisis de la actividad fisica

3.1. Evaluacion de la actividad locomotora espontanea, resistencia y
fatiga

La actividad locomotora espontanea de los animales experimentales fue evaluada en una
prueba de campo abierto como se describié previamente (Sayed et al., 2018). La prueba
de campo abierto consistio en una caja de seguimiento individualizada, con paredes

opacas para que los ratones no pudieran ver la habitacién. Cada animal fue colocado en
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el centro del area de las 9 pm en adelante, bajo exposicion a luz roja, con acceso ad libitum
a agua y alimento, y su movimiento fue monitoreado mediante el sistema de seguimiento
de video SMART (Panlab Harvard Apparatus SMART v.3.0.03, Barcelona, Espafia). Los
animales fueron monitoreados durante 30 minutos después de un tiempo de adaptacién
de 30 minutos. Se cuantificaron la distancia total, el tiempo de descanso y la velocidad
promedio de cada raton. Se adquirieron imagenes digitales que representaban los mapas

de la actividad locomotora.

Se evalud la resistencia y fatiga utilizando una prueba en la cinta de correr como
se describio anteriormente (Sayed et al., 2018). Antes de la prueba de la cinta, los ratones
se adaptaron durante 3-5 dias a una velocidad constante de 9 cm/s durante 20 minutos
para familiarizarse con el aparato de dicha cinta (Panlab Harvard Apparatus LE8710
Treadmill Controller, Barcelona, Espafia) y las estimulaciones aversivas. El dia del
experimento, la velocidad del aparato se ajusto inicialmente a 9 cm/s durante 5 minutos
y luego la velocidad se increment6 en 2 cm/s cada minuto hasta que el raton alcanzo el
agotamiento. Se considerd punto de agotamiento cuando los ratones dejaron de correr en
la cinta durante méas de 10-20 segundos. Se cuantificaron el tiempo de agotamiento y la

distancia recorrida por cada animal.

3.2. Calculo del indice de fragilidad

Se ha propuesto y validado un indice de fragilidad que se correlaciona con el indice
humano en animales, incluyendo ratones y primates (Martinez de Toda et al., 2018). Por
consiguiente, y utilizando los criterios clinicos para humanos, calculamos el FI a partir de
los datos de analisis zoométricos y de actividad fisica muscular. Este célculo utiliza las
siguientes variables: peso = relacion de peso del musculo gastrocnemio/peso corporal;

resistencia = tiempo de descanso y tiempo de agotamiento; lentitud = velocidad promedio;
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y actividad fisica = distancia total y distancia recorrida. Los datos correspondientes a los
grupos control de machos y hembras se utilizaron como valores de referencia, y el Fl se
calculé como se describe en Sayed et al (Sayed et al., 2018) (consultar Tabla A2). Por lo
tanto, un aumento en el FI indica un deterioro de los animales, y un FI disminuido
(negativo) indica una mejora en la condicion fisica de los animales en comparacién con

los grupos control.

4. Andlisis histolégicos y de microscopia electronica

4.1. Preparacion del tejido

Después de los estudios de fenotipado, los animales fueron pesados, anestesiados por
inyeccion intraperitoneal de equitesina (1 mL/kg) y sacrificados para obtener el musculo
gastrocnemio para estudios histolégicos y de microscopia electronica de transmision

(TEM) (R. K. Sayed et al., 2016).

Los ratones utilizados para procedimientos histologicos fueron sacrificados
mediante dislocacion cervical y se extrajeron los GM, los cuales fueron pesados,
embebidos en una cantidad adecuada de OCT (KMA-0100-00A, CellPath Ltd, Mochdre,
Reino Unido), congelados en isopentano enfriado con nitrogeno liquido y almacenados a

-80 °C hasta su posterior analisis.

Los animales utilizados para TEM fueron perfundidos via intracardiaca con
solucidn salina tibia seguida de una solucion de fijador de Trump recién preparado (3,7%
de formaldehido méas 1% de glutaraldehido en solucion salina). Se extrajo el GM desde
su origen hasta su insercion y se elimind el exceso de tejido conectivo. Los musculos se

pesaron y se sumergieron en glutaraldehido al 2,5% en buffer de cacodilato 0,1 M (pH
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7,4) a 4 °C durante la noche. Antes, los muasculos se dividieron en pequefios fragmentos
para asegurar que el fijador llegara a todo el tejido. Luego, estas muestras se procesaron

para el andlisis de TEM.

4.2. Histologia e histoquimica del musculo esqueletico

Las secciones de musculo congelado se tifieron con H&E para un examen histoldgico
general, tincion de VG para diferenciar el tejido conectivo y las fibras musculares, y
tincién de SDH para la deteccion de la capacidad oxidativa mitocondrial de las fibras
musculares. Se obtuvieron secciones transversales de musculo congelado (10 um de
espesor) utilizando un cridstato Leica CM1850 mantenido a -20 °C y se montaron en
portaobjetos de vidrio Superfrost (631-0108, VWR, Leuven, Bélgica). Las secciones se
examinaron y se tomaron imagenes digitales con un microscopio NIKON Eclipse Ni-U
equipado con una camara Nikon DS-Ri2. Las imagenes se analizaron con el software
ImagelJ (Institutos Nacionales de Salud). Se adquirieron medidas morfométricas del area
de seccidn transversal (CSA), el perimetro y el diametro de Feret de las fibras musculares
a partir de imagenes de secciones tefiidas con H&E tomadas a una magnificacion de
objetivo de 40x, mientras que el nimero total de fibras musculares se obtuvo a partir de
imagenes de secciones tefiidas con H&E a una magnificacion de 10x. El analisis del
contenido de colageno y la actividad de la SDH se realizaron a partir de imagenes de

secciones tefiidas con VG y SDH, respectivamente, tomadas a una magnificacion de 10x.

4.3. Inmunofluorescencia para la identificacion del tipo de fibra

Se tifieron secciones congeladas del musculo gastrocnemio con anticuerpos monoclonales
especificos para las diferentes isoformas de la cadena pesada de miosina (MyHC),

siguiendo el protocolo descrito en Dyar et al (Dyar et al., 2014). Se utilizaron tres
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anticuerpos primarios diferentes distribuidos por el Banco de Hibridomas de Estudios del
Desarrollo (DSHB, Universidad de lowa, EE. UU.): 1gG2b de raton especifico para
MyHC-1 (BA-D5, sobrenadante, dilucién 1:50); 1gG1 de raton especifico para MyHC-
2A (SC-71, sobrenadante, dilucion 1:100); e IgM de ratén especifico para MyHC-2B (BF-
F3, concentrado, dilucion 1:100). Dado que las fibras de tipo 2X no son reconocidas por
estos anticuerpos, aparecen en negro. Se utilizaron anticuerpos secundarios comprados
en Jackson ImmunoResearch para unirse selectivamente a cada anticuerpo primario: anti-
raton 1gG2b de cabra marcado con DyLight 405 (115-475-207, dilucion 1:200), para
unirse a BA-D5; anti-ratén IgG1 de cabra marcado con Alexa Fluor 488 (115-545-205,
dilucion 1:200), para unirse a SC-71; y anti-ratén IgM de cabra marcado con Alexa Fluor

594 (115-585-075, dilucion 1:200), para unirse a BF-F3.

Brevemente, después de la fijacion en metanol, las secciones de GM de 10 um se
incubaron con un reactivo de bloqueo de IgG de raton (MKB-2213-1, Vector
Laboratories, Barcelona, Espafia) durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se
lavaron rapidamente con solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Se prepar6 una
solucion con todos los anticuerpos primarios en PBS que contenia un 1% de albumina
sérica bovina (BSA) y se incubaron las secciones durante 2 horas a temperatura ambiente.
Después de 3 lavados de 5 minutos con PBS, las secciones se incubaron durante 40
minutos a 37 °C con una solucién que contenia los tres anticuerpos secundarios diferentes,
diluidos en PBS que contenia un 1% de BSA. Después de 3 lavados de 5 minutos con
PBS y un enjuague rapido en agua destilada, las secciones se montaron con un medio
acuoso de montaje para fluorescencia (00-4958-02, Thermo Fisher Scientific, Madrid,
Espafia). Para excluir cualquier posible reaccion cruzada, se realizd una incubacion
“control” sin anticuerpos primarios e incubaciones "control" con cada anticuerpo primario

y anticuerpos secundarios no especificos. Las imagenes se adquirieron con un
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microscopio NIKON Eclipse Ni-U equipado con una camara Nikon DS-Ri2. Las
imagenes de un solo color se fusionaron y luego se realiz6 el analisis de la composicion

del tipo de fibra utilizando el software ImageJ.

4.4. Analisis de microscopia electronica de transmision

Las muestras fueron procesadas siguiendo el protocolo previamente descrito (Sayed et
al., 2018) y examinadas con un microscopio electronico de transmision Carl Zeiss Libra
120 Plus (EELS). Tras la fijacion en glutaraldehido al 2,5% en un tampon de cacodilato
0,1 M (pH 7,4), pequeiios fragmentos de tejido muscular se postfijaron en la misma
solucion, pero ahora incluyendo tetréxido de osmio al 1% y ferrocianuro de potasio al 1%
durante 1 hora. Posteriormente, las muestras se trataron con acido tanico al 0,15% durante
solo 50 segundos, se incubaron en acetato de uranilo al 1% durante 1,5 horas con
agitacion, se deshidrataron en etanol y se incluyeron en resina. Se realizaron cortes
ultrafinos de 70 nm de grosor utilizando un ultramicrotomo Leica Reichert-Jung
ULTRACUT E vy se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Estos cortes se
examinaron luego con un microscopio electronico de transmision Carl Zeiss Libra 120
Plus (EELS) y se capturaron micrografias electrénicas digitales. Se realizaron mediciones
de las longitudes de los sarcémeros (S), la banda anisotropica (A), la banda isotrdpica (1)
y de los miofilamentos de la zona H, asi como analisis del area de seccién transversal
(CSA), el numero de mitocondrias intermiofibrilares (IFM) y el dafio mitocondrial (%),

todo esto sobre imagenes de TEM. Las imagenes se analizaron con el software ImageJ.
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5. Analisis estadistico

Los datos se expresan como media = SEM de n = 6 animales de cada sexo por grupo (para
la evaluacién del ritmo circadiano de la actividad locomotora), n = 12 animales de cada
sexo por grupo (para la actividad fisica muscular y la evaluacion del indice de fragilidad),
y n =4 animales de cada sexo por grupo (para las pruebas de imagen). Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software,
San Diego, CA, EE. UU.). Se utilizaron ANOVA de dos y tres vias para las

comparaciones estadisticas y se considerd significativo cuando p < 0,05.
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Parte de los resultados mostrados en esta seccion estan incluidos en el siguiente articulo

de investigacion:

Fernandez-Martinez J, Ramirez-Casas Y, Aranda-Martinez P, LOpez-Rodriguez A,
Sayed RKA, Escames G, Acufia-Castroviejo D. iMS-Bmal1”- mice show evident signs

of sarcopenia that are counteracted by exercise and melatonin therapies.

Journal of Pineal Research, 2023

doi:10.1111/jpi.12912

Factor de Impacto: 10,3 (D1)
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1. Inactivacion de Bmall por tamoxifeno en ratones iMS-

Bmall’

Nuestros datos confirmaron la inactivacién especifica de Bmall en el masculo esquelético
adulto mediante analisis de PCR y western blot. La recombinacion del exdn-8 (es decir,
la region de union al ADN) del gen Bmall se detecté especificamente en el muasculo
gastrocnemio de ratones iMS-Bmal1flo¥fioxtratados con tamoxifeno (es decir, ratones iMS-
Bmall”), tanto en machos como en hembras, a las 15 semanas de edad (3 semanas
después de las inyecciones), confirmando la especificidad tisular del modelo de ratén
(Figura 10A). En ratones iMS-Bmal1fo¥flox tratados con vehiculo, tanto en machos como
en hembras, no se identifico recombinacion en el masculo ni en el higado (usado como
ejemplo de tejido no muscular) (Figura 10A). El analisis por western blot confirmé la
deplecion de la proteina BMALL1 en el GM de ratones iMS-Bmal1”-tanto en machos como
en hembras, sin efecto en el higado. En contraste, se detecto la presencia de BMALL en
el misculo y el higado de ratones iMS-Bmal1fo¥flox tanto en machos como en hembras

(Figuras 10B y 10C).
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(A)

(B)

(C)

Figura 10. Confirmacién de la inactivacion de Bmall en el GM del ratén knockout para
Bmall inducible y especifico de musculo esquelético. (A) Ensayo de recombinacién utilizando
ADN gendmico aislado del musculo gastrocnemio y el higado (usado como ejemplo de tejido no
muscular) de ratones machos y hembras iMS-Bmal11®/* tratados con tamoxifeno (es decir,
ratones iMS-Bmal1™) y ratones iMS-Bmal1"/1° tratados con vehiculo a las 15 semanas de edad
(3 semanas después de las inyecciones). La recombinacién del gen Bmall (ex6n 8) produce un
producto de PCR de 572 pares de bases. El alelo no recombinado se detecta a 431 pares de bases.
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(B) Analisis por western blot de la expresion de BMAL1 y (C) cuantificacion en muestras de GM
e higado de ratones machos y hembras iMS-Bmal1” e iMS-Bmal1"* | os datos se expresan
como media £ SEM (n = 6 animales/grupo (3 machos y 3 hembras)). *** p < 0,001 vs. iMS-
Bmallfloxlﬂox'

2. La falta de Bmall en el musculo esquelético induce un avance
de fase en la actividad locomotora de los ratones, con el
ejercicio y principalmente la melatonina previniendo la

pérdida de ritmo

Durante el dia (de 08:00 a 20:00 horas), la actividad de ratones machos y hembras no fue
modificada por el tamoxifeno o las intervenciones con ejercicio y/o melatonina. Sin
embargo, se produjo una reduccion significativa en la actividad durante la noche (de
20:00 a 08:00 horas) en ambos sexos de ratones TMX, la cual fue contrarrestada con
melatonina, pero no con ejercicio (Figura 11A). Los actogramas (Figura 11C), perfiles de
actividad (Figura 11D) y periodos (Figura 11F) en condiciones de LD fueron bastante
similares en ratones TMX machos y hembras en comparacion con los controles, sin
influencia de los tratamientos. Las hembras presentaron una mayor actividad que los
machos durante la noche, siendo significativa en el grupo control (Figura 11A). Estos
cambios también se reflejaron en los actogramas (Figura 11C) y perfiles de actividad
(Figura 11D). EIl periodo circadiano en condiciones de LD no mostr6 variabilidad entre
los sexos y no dependié de una interaccion entre el momento del dia, el sexo o el

tratamiento después del anélisis de ANOVA de tres vias (Figura 11F).
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Posteriormente, los ratones se colocaron en condiciones de DD durante 14 dias
para obtener las mediciones locomotoras circadianas en condiciones de oscilacion
espontanea. EI comportamiento de los ratones fue similar al de los estudios de LD. Aqui,
la falta de Bmall no alteré la actividad de los animales de ambos sexos en el dia subjetivo
(de 08:00 a 20:00 horas), pero disminuyé significativamente su actividad en la noche
subjetiva (de 20:00 a 08:00 horas), en comparacion con los controles. El ejercicio y/o la
melatonina tampoco afectaron la actividad locomotora durante el dia subjetivo, pero, de
manera similar a los estudios de LD, la melatonina tendié a contrarrestar la pérdida de
actividad en los ratones TMX durante la noche (Figura 11B). Los actogramas de los
animales TMX machos y hembras en condiciones de DD mostraron un avance en el inicio
de la actividad (avance de fase) mas temprano y mas pronunciado en comparacion con
los controles, especialmente en las hembras. La melatonina, pero no el ejercicio, restaurd
completamente el ritmo normal de actividad/descanso en ambos sexos (Figuras 11C y
11E). Estas variaciones en los ritmos de actividad circadiana se confirmaron mediante
cambios en el periodo circadiano en condiciones de DD, que fue significativamente mas
corto en las ratonas TMX en comparacion con los controles. El ejercicio y/o la melatonina
aumentaron el periodo de oscilacion espontanea en los machos y principalmente en las
hembras (Figura 11F). Nuevamente, las hembras presentaron una mayor actividad
locomotora que los machos en la noche subjetiva y, en el dia subjetivo, solo fue
significativa en el grupo TMX + E + aMT (Figuras 11B, 11C y 11E). El periodo
circadiano en condiciones de DD no mostrd diferencias significativas entre los sexos y,
nuevamente, no dependié de una interaccion entre el momento del dia, el sexo o el
tratamiento después del analisis de ANOVA de tres vias (Figura 11F) (consultar Tabla

Al).
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Figura 11. Variaciones en el ritmo circadiano de la actividad locomotora con la falta de
Bmall en GM y el efecto cronobidtico de los tratamientos de ejercicio y/o melatonina. (A)
Anadlisis de la actividad luz/oscuridad en condiciones de LD y (B) actividad luz/oscuridad
subjetiva en condiciones de DD en ratones machos y hembras (y ambos juntos) control, TMX,
TMX + E, TMX + aMT y TMX + E + aMT mantenidos en jaulas con ruedas de ejercicio. (C)
Actogramas representativos de los mismos grupos de animales, primero sincronizados en
condiciones de LD durante 7 dias, y luego mantenidos en oscuridad constante (DD) durante 14
dias en jaulas con ruedas de ejercicio. Las zonas grises representan la oscuridad. (D) Perfiles de
actividad locomotora para ratones machos y hembras (y también ambos juntos) control, TMX,
TMX + E, TMX + aMT y TMX + E + aMT mantenidos en condiciones de LD y (E) de DD en
jaulas con ruedas de ejercicio. (F) Analisis del periodo circadiano en los mismos grupos de
animales en condiciones de LD y de DD. Los datos se expresan como media £ SEM (n = 12
animales/grupo (6 machos y 6 hembras)). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. control; # p
< 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001 vs. TMX; $p < 0,05, $$ p < 0,01 vs. TMX + E + aMT; & p <
0,05 vs. machos.

3. La falta de Bmall en el muasculo esquelético conduce a una
disminuciéon en la actividad fisica en ratones que se
correlaciona con un aumento en el indice de fragilidad,

normalizandose con los tratamientos de melatonina y ejercicio

Los ratones machos y hembras TMX mostraron una disminucion significativa en la
distancia total y la velocidad promedio, y un aumento significativo en el tiempo de
descanso en comparacion con sus controles correspondientes en la prueba de campo
abierto. El ejercicio y/o la melatonina restauraron los cambios en la distancia total, la
velocidad promedio y el tiempo de descanso causados por la pérdida especifica de Bmall
en el musculo esquelético en ambos sexos, mientras que la combinacion de ambos
tratamientos mostrd una mayor recuperacion. Hubo una tendencia a aumentar la distancia
total y la velocidad promedio y disminuir el tiempo de descanso en las hembras en

comparacion con los machos, siendo significativo en el grupo TMX (Figura 12A). Los
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mapas tipicos de actividad locomotora adquirida se representan en la Figura 12B. En la
prueba de la cinta, los animales TMX machos y, en menor medida, las hembras
recorrieron una distancia mas corta y resistieron el agotamiento durante menos tiempo
que los controles. No se observé un efecto significativo del ejercicio en la actividad de
los ratones machos y hembras. Sin embargo, estos cambios se revirtieron en los machos
y hembras de los grupos TMX + aMT y TMX + E + aMT, lo que sugiere un efecto
principal de la melatonina. No se encontraron diferencias significativas en la actividad

entre los sexos (Figura 12C).

La falta de Bmall en el muasculo esquelético no modificé el peso corporal de los
ratones machos y hembras TMX. En contraste, se observé una disminucion significativa
en el peso del GM vy la relacion entre el peso del GM y el peso corporal en machos y
hembras del grupo TMX en comparacion con los controles. No se encontrd ningun efecto
del tratamiento con melatonina en el peso corporal, el peso del GM vy la relacion entre el
peso del GM y el peso corporal en los animales machos y hembras. De manera similar, la
intervencion con ejercicio no modifico el peso corporal en ratones machos y hembras. Sin
embargo, aumenté el peso del GM vy la relacion entre el peso del GM y el peso corporal,
como se refleja en los grupos TMX + E'y TMX + E + aMT, aunque sin alcanzar los
niveles de los grupos control. Ademas, las hembras de todos los grupos experimentales
mostraron valores significativamente mas bajos para el peso corporal y el peso del GM
en comparacion con los machos, como era de esperar. No se observaron variaciones entre
los ratones machos y hembras en la relacion entre el peso del GM vy el peso corporal,
excepto en los grupos de tratamiento, que presentaron valores mas bajos en las hembras,
sugiriendo un mayor efecto del ejercicio y/o la melatonina en los machos que en las

hembras (Figura 12D).
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La Figura 12E y la Tabla A2 muestran el indice de fragilidad calculado a partir de
la actividad fisica (Figuras 12A y 12C) y los datos zoométricos (Figura 12D) para cada
grupo experimental. La pérdida de Bmall en el musculo esquelético increment6 el Fl, y
las intervenciones con ejercicio y melatonina por separado normalizaron el FI
recuperando el deterioro fisico de los ratones machos y hembras TMX. El tratamiento de
ejercicio mas melatonina redujo atn mas el estado de fragilidad de los ratones machos y
hembras TMX, aunque solo se detectd un efecto sinérgico en las hembras. No hubo

diferencias en el FI entre los sexos (consultar Tabla Al).
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Figura 12. Cambios en la actividad fisica, parametros zoométricos y el indice de fragilidad
con la pérdida de Bmall en el GM y el efecto protector de los tratamientos con ejercicio y/o
melatonina. (A) Anélisis de la prueba de campo abierto mediante seguimiento de video en ratones
machos y hembras de los grupos control, TMX, TMX + E, TMX + aMTy TMX + E + aMT. (B)
Iméagenes de la actividad locomotora capturadas por el sistema de seguimiento de video SMART.
(C) Anélisis en cinta de correr de los mismos grupos de animales. (D) Analisis del peso corporal,
peso del GM y relacion del peso del GM con el peso corporal en ratones machos y hembras de
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los grupos control, TMX, TMX + E, TMX + aMT y TMX + E + aMT. (E) indice de fragilidad
calculado para cada grupo experimental en comparacion con sus respectivos grupos control de
machos y hembras (utilizados como valores de referencia). Los valores positivos indican indices
de fragilidad mas altos, mientras que los valores negativos indican una mejora en la condicion de
fragilidad. Los datos se expresan como media £ SEM (n = 24 animales/grupo (12 machos y 12
hembras)). * 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; & p< 0,05, && p <
0,01, &&& p < 0,001 vs. machos.

4. La falta de Bmall en el muasculo esquelético induce una
reduccion en la actividad de la SDH y cambios en los tipos de
fibras del GM, los cuales se normalizaron después de las

intervenciones con melatoninay ejercicio

Examinamos la actividad de la SDH y la composicidn de los tipos de fibras en las regiones
profundas y superficiales del muasculo gastrocnemio, debido a la presencia de dos areas
distintas con diferente capacidad oxidativa mitocondrial en este musculo (Chang et al.,
2018). La ausencia de Bmall redujo significativamente la actividad de la SDH en la
region profunda del GM en machos y hembras en comparacion con los controles, sin
cambios en el GM superficial. La administracion de melatonina aumentd ain mas la
actividad de la SDH en las areas profundas y superficiales del GM en ambos sexos. El
ejercicio mejoré la capacidad oxidativa mitocondrial en las areas profundas y

superficiales del GM en machos, pero no en hembras (Figuras 13A y 13B).

El perfil de tipos de fibras en ratones TMX machos y hembras fue comparable al
de los controles, con el GM profundo predominantemente compuesto por fibras tipo 2A

y 2B, y pocas fibras tipo 1 y 2X, y el GM superficial compuesto casi en su totalidad por
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fibras tipo 2B. Sin embargo, el andlisis cuantitativo revelé un aumento significativo de
las fibras tipo 2A y una reduccion de las fibras tipo 2B en la regién profunda del GM en
machos TMX, sin cambios en hembras. Las intervenciones con ejercicio y/o melatonina
restablecieron el porcentaje normal de fibras tipo 2A y 2B en la region profunda del GM
en machos. En otros casos, los tratamientos no modificaron el perfil de tipos de fibras
(Figuras 13C y 13D). Como se muestra en la Figura 13D, el analisis cuantitativo reveld
pequefias variaciones en la composicion de las fibras musculares entre los sexos en

algunos grupos experimentales (consultar Tabla Al).
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Figura 13. Cambios en la capacidad oxidativa mitocondrial y el perfil de tipos de fibras con
la falta de Bmall en el GM profundo y superficial, y el efecto protector de los tratamientos
con ejercicio y/o melatonina. (A) Iméagenes de microscopia dptica de secciones transversales del
musculo gastrocnemio profundo y superficial de los ratones machos y hembras de los grupos
control, TMX, TMX + E, TMX + aMT y TMX + E + aMT, tefiidas con tincion de succinato
deshidrogenasa. Un color azul mas intenso indica una mayor actividad de la SDH. La barra de

74



Resultados

escala es de 200 um. (B) Analisis cuantitativo de la actividad de la SDH en el GM profundo y
superficial de los mismos grupos de animales. (C) Imagenes de inmunofluorescencia de secciones
transversales del GM profundo y superficial de los ratones machos y hembras de los grupos
control, TMX, TMX + E, TMX + aMT y TMX + E + aMT, tefiidas con anticuerpos anti-miosina
especificos para las cadenas pesadas de miosina tipo 1/lenta (azul), tipo 2A (verde) y tipo 2B
(rojo). Las fibras de tipo 2X no estan tefiidas y aparecen en negro. La barra de escala es de 200
pum. (D) Cuantificacion de la proporcion relativa de los diferentes tipos de fibras en el GM
profundo y superficial de los mismos grupos de animales. Los datos obtenidos en el analisis
cuantitativo se expresan como media + SEM (n = 8 animales/grupo (4 machos y 4 hembras)). * p
< 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. control; # p < 0,05, ## p < 0,01, ## p < 0,001 vs. TMX;
$$p<0,01, $$$ p < 0,001 vs. TMX + E + aMT; && p < 0,01, &&& p < 0,001 vs. machos.

5. La falta de Bmall en el musculo esquelético revela cambios
histologicos y morfométricos en el GM, que son

contrarrestados por la melatonina y el ejercicio

El mdsculo gastrocnemio de los controles machos y hembras mostré una estructura
muscular normal (Leyenda Figura 5). Las fibras musculares del musculo esquelético de
animales machos y hembras que carecian de Bmall en el musculo esquelético mostraron
algunos cambios, incluyendo atrofia de las fibras musculares y un aumento significativo
en el contenido de colageno. Sin embargo, los musculos estaban correctamente dispuestos
y los nucleos se encontraban en posicion periférica. Las intervenciones con ejercicio y/o
melatonina tuvieron un efecto protector en las fibras musculares de los ratones TMX
machos y hembras. Ambas terapias preservaron la arquitectura normal de las fibras,
restaurando el tamafio normal de las fibras y reduciendo, en parte, las acumulaciones de
tejido colageno. No se encontraron variaciones en la estructura de las fibras musculares
entre los sexos. El andlisis del contenido de colageno no revelé cambios entre los sexos,
excepto en el grupo TMX + aMT, que presentd una mayor acumulacion de colageno en

las hembras (Figuras 14A, 14C y 14D).
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Morfométricamente, la pérdida de Bmall en el musculo esquelético indujo una
disminucion significativa en el area de seccion transversal individual de las fibras
musculares, el perimetro y el didmetro de Feret en los ratones TMX machos y una ligera
reduccion de estos parametros en las hembras TMX, en comparacion con sus respectivos
controles. Sin embargo, se observé un aumento en el nimero de fibras musculares en
ambos ratones machos y hembras TMX en comparacion con los controles. El ejercicio
y/o la melatonina aumentaron el CSA de las fibras musculares, el perimetro y el didmetro
de Feret en ratones machos y hembras, y disminuyeron el nimero de fibras en los
musculos de los machos, sin efectos significativos en el nimero de fibras en las hembras.
Las hembras presentaron un mayor nimero de fibras musculares que los machos. EI CSA
individual de las fibras musculares, el perimetro y el diametro de Feret fueron similares
en ambos sexos, solo con una reduccién significativa en el CSA y el perimetro con el
tratamiento combinado de ejercicio y melatonina en las hembras en comparacion con los

machos (Figura 14B) (consultar Tabla Al).
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Figura 14. Cambios histoldgicos y morfométricos en el GM debido a la falta de Bmall y el
efecto protector de los tratamientos con ejercicio y/o melatonina. (A) Imagenes de
microscopia Optica de secciones transversales del musculo gastrocnemio de ratones machos y
hembras en los grupos control, TMX, TMX + E, TMX + aMT y TMX + E + aMT, tefiidas con
hematoxilina y eosina. Observar la estructura normal de los mdsculos de los machos y hembras
del grupo control, que consisten en haces de fibras musculares (MF) separados por espacios
estrechos de endomisio (e) y perimisio (P), con capilares sanguineos (BC) y fibras nerviosas (Ne)
incrustadas en estos espacios, los cuales son soportados por una pequefia cantidad de fibras de
colageno (Col). Las fibras individuales son multinucleadas, y los nucleos se ubican
periféricamente. Las flechas sefialan los nucleos. La barra de escala es de 50 um. (B) Analisis
morfomeétrico del area de seccion transversal de las fibras, el perimetro, el diametro de Feret y el
numero de fibras musculares en el GM de los mismos grupos de animales. (C) Imagenes de
microscopia éptica de secciones transversales del GM de ratones machos y hembras en los grupos
control, TMX, TMX + E, TMX + aMT y TMX + E + aMT, tefiidas con la tincion de Van Gieson.
Col, fibras de coldgeno. Las acumulaciones de colageno aparecen en rosa. La barra de escala es
de 50 um. (D) Analisis cuantitativo del contenido de colageno en el GM de los mismos grupos de
animales. Los datos obtenidos en el anélisis morfométrico y cuantitativo se expresan como media
+ SEM (n = 8 animales/grupo (4 machos y 4 hembras)). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
vs. control; #p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 vs. TMX; $$p < 0,01 vs. TMX + E + aMT; &
p <0,05, &&& p < 0,001 vs. machos.

6. La falta de Bmall en el musculo esquelético provoca
alteraciones  ultraestructurales en las  mitocondrias

intermiofibrilares del GM, que son revertidas con el

tratamiento de melatonina, pero no con el ejercicio

La microscopia electrénica de transmision de las miofibrillas del muasculo gastrocnemio
(Figura 15A) y las mitocondrias intermiofibrilares (Figura 16A) en ratones machos y
hembras control revel6 una arquitectura ultraestructural del muasculo esquelético normal
(Leyenda Figura 15). Sin embargo, la falta de Bmall indujo la desorganizacion del
reticulo sarcoplasmico (asteriscos rojos) y la destruccion de las crestas de las IFM

(asteriscos negros), donde algunas IFM presentaban vacuolas de varios tamarios (flechas
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rojas). La terapia de ejercicio tuvo poco impacto en la preservacion de la orientacién de
las miofibrillas, el dafio de las IFM y la desorganizacion del reticulo sarcoplasmico. Sin
embargo, estas alteraciones fueron interesantemente evitadas con la administracion de

melatonina.

Desde el punto de vista morfométrico, los ratones machos no mostraron cambios
significativos en la longitud del sarcomero entre los grupos experimentales. Sin embargo,
las ratonas TMX tratadas con ejercicio aumentaron la longitud del sarcomero. La falta de
Bmall se asoci6 con una disminucion significativa en la longitud de la banda A en los
animales machos. Las terapias con ejercicio y/o melatonina no mostraron efecto en los
grupos. La longitud de la banda | mostré cambios no significativos entre los grupos de
machos. Sin embargo, en las hembras, el Unico aumento significativo se encontro en las
ratonas TMX tratadas con melatonina. La longitud de la zona H se incrementd
significativamente en los ratones machos TMX, y este aumento se restaurd
significativamente con las intervenciones de melatonina y con ejercicio mas melatonina

(Figura 15B).
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Figura 15. Alteraciones ultraestructurales en las miofibrillas del GM con la falta de Bmall
y el efecto profilactico de los tratamientos con ejercicio y/o melatonina. (A) Micrografias
electrénicas de transmision del muasculo gastrocnemio de ratones machos y hembras en los grupos
control, TMX, TMX + E, TMX + aMT y TMX + E + aMT. Observar la disposicion normal de
las miofibrillas en machos y hembras del grupo control (Mf), que estdn compuestas por
miofilamentos delgados y gruesos. Los finos miofilamentos de actina estan unidos a la linea Z
(2), y sus otros extremos ingresan en la banda A (A), donde terminan en la zona H (H). Los
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gruesos miofilamentos de miosina se extienden a lo largo de la banda A. Por lo tanto, hay una
banda I (I) a ambos lados de la linea Z. El intervalo entre dos lineas Z sucesivas se conoce como
sarcomero (S). Los espacios intermiofibrilares muestran un reticulo sarcoplasmico orientado de
manera normal (flechas blancas) y las mitocondrias intermiofibrilares compactas (flechas negras).
Asterisco negro, IFM con crestas destruidas; Asterisco rojo, espacio intersticial amplio con
reticulo sarcoplasmico interrumpido; Flecha roja, vacuolas mitocondriales. La barra de escala es
de 1 um. (B) Analisis morfométrico de la longitud del sarcoémero, banda A, banda | y zona H. Los
datos obtenidos en el analisis morfométrico y cuantitativo se expresan como media + SEM (n =
8 animales/grupo (4 machos y 4 hembras)). * p < 0,05, ** p < 0,01 vs. control; # p < 0,05, ## p <
0,01 vs. TMX; $p<0,05,$$ p <0,01 vs. TMX + E + aMT; && p < 0,01 vs. machos.

La falta de Bmall indujo un aumento significativo en el area de seccion transversal
de las IFM en ambos sexos, y este aumento fue reducido por las terapias de melatonina y
ejercicio. Ademas, el tamoxifeno redujo significativamente el nimero de IFM, y esta
reduccién fue revertida en machos y hembras con la intervencién de melatonina, pero no
con el ejercicio. La pérdida de Bmall indujo un aumento significativo en el porcentaje de
dafio mitocondrial. La intervencidn con ejercicio mantuvo e incluso aumento el dafio en
machos, pero lo redujo en hembras. El tratamiento con melatonina mostr6 una
disminucion significativa en el dafio mitocondrial en ambos sexos. El ejercicio y la
melatonina juntos redujeron significativamente el dafio en las IFM inducido por el

tamoxifeno en ambos sexos (Figura 16B) (consultar Tabla Al).
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Figura 16. Alteraciones ultraestructurales en las mitocondrias intermiofibrilares del GM
con la falta de Bmall y el efecto protector de los tratamientos con ejercicio y/o melatonina.
(A) Micrografias electrénicas de transmisién de las IFM en el misculo gastrocnemio de ratones
machos y hembras en los grupos control, TMX, TMX + E, TMX + aMT y TMX + E + aMT.
Flecha negra, IFM intacta; Flecha blanca, reticulo sarcopldsmico orientado normalmente;
Asterisco negro, IFM con crestas destruidas; Asterisco rojo, espacio intersticial amplio con
reticulo sarcoplasmico interrumpido; Flecha roja, vacuolas mitocondriales. La barra de escala es
de 0.5 um. (B) Analisis morfométrico del area de seccion transversal de las IFM, nimero y
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porcentaje de dafio mitocondrial. Los datos obtenidos en el analisis morfométrico y cuantitativo
se expresan como media + SEM (n = 8 animales/grupo (4 machos y 4 hembras)). * p < 0,05, **
p < 0,01, *** p < 0,001 vs. control: # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 vs. TMX; $$$ p <
0,001 vs. TMX + E + aMT; & p < 0,05, && p < 0,01, &&& p < 0,001 vs. machos.
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Los resultados reportados aqui proporcionan las primeras pruebas que demuestran la
necesidad del gen reloj Bmall intrinseco del musculo para el mantenimiento de la
estructura y funcion del musculo esquelético y la prevencion de la fragilidad. Ademas,
nuestros hallazgos en ratones deficientes en Bmall en mdsculo esquelético comparten
muchas similitudes con otros datos obtenidos en el modelo de raton crénico y dependiente
de la edad de sarcopenia (Sayed et al., 2016; Sayed et al., 2018), lo que demuestra que el

primero es una herramienta Gtil para estos estudios.

Cada vez hay mas evidencias que respaldan la relacién entre cronodisrupcion y
enfermedad (Neves et al., 2022). Los genes reloj controlan la mayoria de las funciones
ciclicas, incluidos los genes controlados por el reloj, lo que conduce a ritmos en varios
sistemas fisiologicos que se ven afectados con el envejecimiento (Rijo-Ferreira &
Takahashi, 2019; Yu & Weaver, 2011). Debido a que cada celula del organismo contiene
su propio reloj molecular (Yu & Weaver, 2011), la alteracion dependiente de la edad en
la expresion de los genes reloj en el musculo esquelético deberia tener consecuencias en
términos de homeostasis y funcion muscular. En ese sentido, el gen Bmall es de especial
relevancia, ya que se ha demostrado que su presencia en el mdsculo esquelético es
esencial para el mantenimiento de la salud muscular (Schroder et al., 2015; Wada et al.,
2018; Zhu et al., 2022), y su expresion disminuye con la edad (Volt et al., 2016). A la luz
de estas observaciones, se debe considerar una relacion causal entre la reduccion de la

expresion de Bmall en el musculo esquelético envejecido y la sarcopenia.

La asociacion entre el deterioro funcional y la baja masa muscular subyace en la
debilidad muscular, lo cual es importante para estimar el riesgo de mortalidad (Newman
et al., 2006). En este trabajo mostramos que la eliminacion inducida por tamoxifeno de

Bmall conduce a una disminucién de la condicién fisica y la masa muscular esquelética

85



José Fernandez Martinez

en animales machos y hembras. Estos cambios resultan en un aumento en el indice de
fragilidad, un signo clinico relevante de la condicion de fragilidad en ratones (Martinez
de Toda et al., 2018). En experimentos anteriores utilizando ratones hembras C57BL/6J
jovenes (3-4 meses), de edad temprana (12 meses) y de edad avanzada (24 meses),
identificamos el inicio temprano de la sarcopenia a los 12 meses de edad, con una
reduccion en la actividad locomotoray la relacion entre el peso del musculo gastrocnemio
y el peso corporal, y un aumento en el FI, cambios que empeoraron en los animales de
edad avanzada (Sayed et al., 2016; Sayed et al., 2018). Estos datos sugieren que la
deficiencia de Bmall en el masculo esquelético compromete su condicién fisica y
concuerdan con informes previos que muestran que la inactivacion de Bmall en el
musculo esquelético afecta a la marcha, movilidad y fuerza muscular (Hodge et al., 2015;
Schroder et al., 2015). Otros autores que utilizaron una eliminacién total de Bmall de
todo el organismo encontraron un fenotipo mas dramaético, con una reduccion en la
actividad locomotora, el peso corporal y muscular, y la fuerza muscular, asi como una
esperanza de vida reducida. La inactivacion global de Bmall también produjo una pérdida
inmediata y completa de la ritmicidad circadiana en oscuridad constante (Bunger et al.,

2000; Kondratov et al., 2006).

Aqui, analizamos si la inactivaciébn de Bmall localmente en el musculo
esquelético también puede afectar el ritmo locomotor. Los ratones machos y hembras
iMS-Bmall” muestran una disminucién de la actividad tanto en condiciones de
luz/oscuridad como en completa oscuridad en comparacion con los controles. Como era
de esperar, el dafio del muasculo esquelético de los ratones deficientes en Bmall redujo
aln mas su actividad fisica cuando esta es més alta, es decir, durante la noche y la noche
subjetiva. La actividad minima de los ratones durante el dia y el dia subjetivo dificulto

detectar un efecto, si lo hubo, de la ausencia de Bmall. También observamos que la
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pérdida de Bmall provoca un adelanto de fase en DD en comparacion con los controles,
con una disminucién en el periodo enddgeno, afectando principalmente a las hembras. El
adelanto de fase esta relacionado con la alteracion del reloj del mdsculo y la enfermedad
(Wolff et al., 2013), y més especificamente, el ritmo circadiano de Bmall esta asociado
con el control del inicio y final de las fases de actividad (Ono et al., 2017). Estas
diferencias de género también se habian reportado en humanos, siendo las mujeres de una
fase de suefio mas temprana y periodos circadianos ligeramente mas cortos que los
hombres de la misma edad, y estos hallazgos podrian explicar algunas diferencias de
comportamiento encontradas entre los sexos (Nicolaides & Chrousos, 2020). En esta
linea, también detectamos que las hembras tienen una mayor actividad que los machos en
todos los grupos experimentales, incluidos los controles, como ya se ha informado en la
literatura. Un estudio reciente en hembras ovariectomizadas y machos suplementados con
estrogenos demostré que los estrogenos, al aumentar la actividad de la éxido nitrico
sintasa, y aumentar la expresion de fibras de tipo 1 y disminuir las de tipo 2 (Bartling et
al., 2017; Borbélyova et al., 2019), desempefian un papel crucial en la mejora del
rendimiento fisico en las hembras (Oydanich et al., 2019), lo que podria ser una posible

explicacion para esto.

Los cambios observados en los ratones iMS-Bmall” se extienden a la estructura
y composicion del muasculo. La ausencia de Bmall en el musculo esquelético se
correlaciona con una reduccion en el tamarfio de las fibras musculares y un aumento del
tejido colageno, indicando atrofia y fibrosis, respectivamente, dos caracteristicas
distintivas de la sarcopenia, que también reportamos en ratones de 24 meses de edad
(Sayed et al., 2016; Sayed et al., 2018). La debilidad y pérdida de masa muscular
relacionadas con la edad estan asociadas con un cambio de tipo de fibra de rapido a lento
(Purves-Smith et al., 2014) y, aqui, mostramos que la falta de Bmall en el musculo
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esquelético conduce a un aumento de las fibras tipo 2A, mas oxidativas, y una reduccién
de las fibras tipo 2B, mas glucoliticas, en el GM profundo de los machos, sin afectar a las
hembras, lo que concuerda con la reduccion de lactato en el GM de ratones de 24 meses
analizado mediante espectroscopia in vivo, reflejando una reduccion de la respiracion
anaerdbica con la edad (Sayed et al., 2018). Nuestros datos también concuerdan con otros
modelos knockout de Bmall que estudiaron los musculos soleo, extensor largo de los
dedos vy tibial anterior (Dyar et al., 2014; Hodge et al., 2015; Schroder et al., 2015), y
sugieren un cambio hacia un tipo de fibra méas oxidativa con la edad. A pesar del mayor
porcentaje de fibras oxidativas en animales iMS-Bmall”-, detectamos una reduccion en
la actividad de la SDH en el GM profundo, pero no en la region superficial, en machos y
hembras, lo que indica una capacidad oxidativa mitocondrial reducida. Esto sugiere que
el cambio hacia un tipo de fibra mas oxidativa podria ser un mecanismo compensatorio
para contrarrestar la disminucién de la funcién mitocondrial normal. Dado que Bmall
participa en la bioenergética y dinamica mitocondrial del masculo (Jacobi et al., 2015;
Peek et al., 2013), y que la bioenergética mitocondrial esta comprometida en el musculo
esquelético con la edad y la sarcopenia (Del Campo et al., 2018; Gouspillou et al., 2014),
el dafio mitocondrial puede subyacer en el desarrollo de la sarcopenia asociada con la
pérdida de Bmall en el musculo esquelético. Esta sugerencia esta respaldada por el
deterioro de la ultraestructura del GM analizada aqui con un aumento en el dafio
mitocondrial y la reduccion en su nimero, y respalda completamente la idea de que Bmall
intrinseco al masculo esquelético es necesario para la salud musculoesquelética (Schroder
et al., 2015). Los cambios en la estructura y funcion del GM, incluidos los depdsitos de
colageno, estan relacionados con la ausencia de Bmall, que inactiva la subunidad alfa 1
de la prolil 4-hidroxilasa (P4hal) (Chen et al., 2023), y el deterioro de la funcién

mitocondrial que probablemente promueva un fenotipo inflamatorio que afecta su funcion
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miogénica (Peek et al., 2013; Schroder et al., 2015; Wada et al., 2018; Zhu et al., 2022).
De hecho, Bmall esta relacionado con el control de la actividad inmunoldgica de NF-kB
y la funcién y dinamica mitocondrial a través de la activacion de dos sirtuinas
dependientes de NAD", SIRT1 y SIRT3, respectivamente, y con el control de procesos
homeostaticos (de Goede et al., 2018; Peek et al., 2013; Yeung et al., 2004). El deterioro
de estos mecanismos fisioldgicos por la pérdida de Bmall puede llevar al fenotipo
muscular desarrollado en nuestro modelo. Hasta la fecha, sin embargo, no hay suficiente
conocimiento molecular para explicar todos estos cambios, y se necesitan estudios futuros
para aclarar el(los) mecanismo(s) a través de los cuales la pérdida de Bmall solo en las
fibras musculares contribuye a su deterioro. En general, los resultados descritos
anteriormente dependen de la ausencia de Bmall en el GM porque después de la
administracion de tamoxifeno, la expresion de Bmall se vio inhibida durante toda la

duracion de los experimentos.

Existe una creciente evidencia cientifica en ratones y humanos de que el ejercicio
fisico y la melatonina desempefian un papel protector en la sarcopenia relacionada con la
edad (Christian & Benian, 2020; Coto-Montes et al., 2016; Hurst et al., 2022; Jin et al.,
2021; Shen et al., 2023; Yoo et al., 2018), incluidos estudios de nuestro laboratorio
(Rodriguez et al., 2007; Sayed et al., 2019; Sayed et al., 2018). El ejercicio ayuda a las
personas con sarcopenia, aunque no es suficiente para prevenir o revertir esta enfermedad.
Por otro lado, la melatonina pineal ejerce funciones cronobidticas, pero también
significativas funciones antioxidantes y antiinflamatorias complementadas con el
aumento de la eficiencia mitocondrial, estas ultimas siendo dependientes de su
produccién extrapineal que también ocurre en el muasculo esquelético de mamiferos,
incluidos los humanos (Escames et al., 2006; Garcia et al., 2015; Leonardo-Mendonca et
al., 2017; Lopez et al., 2009; Martin, Macias, Escames, Leon, et al., 2000; Rahim et al.,
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2017; Sayed et al., 2018; Volt et al., 2016). Intervenciones con ejercicio y/o melatonina
conservan la masa muscular y la actividad fisica alterada en animales iMS-Bmall”
machos y hembras, con algunos efectos sinergicos entre ambos. Estos tratamientos
restauraron el Fl a valores normales, respaldando su beneficio para prevenir la fragilidad.
Ademas, el ejercicio, pero principalmente la melatonina, restaura el ritmo normal de
actividad/reposo en ambos sexos. Esto se debe probablemente a que, como mostramos
aqui, la falta de Bmall afecta a las mitocondrias, el organulo donde se sintetiza la
melatonina, reduciendo sus niveles enddgenos que se recuperan después de su
administracion a estos ratones. Asimismo, ademas de la conexion entre la melatonina y
los genes reloj, esta indolamina es capaz de controlar directamente el ritmo de los ratones
incluso en ausencia de Bmall en el GM. El ejercicio, aungue se sabe que controla algunos
genes relacionados con el envejecimiento, tiene, sin embargo, un menor efecto
cronobidtico que la melatonina (Forbes-Robertson et al., 2012). Cabe destacar que la
melatonina no pudo recuperar la actividad total de los ratones que carecian de Bmall, lo
cual puede depender en parte de que la melatonina, en concentraciones mucho mas altas
que la melatonina pineal, es decir, cuando se administra exdgenamente, posee cierto
efecto hipnotico dependiente del tiempo que promueve un estado de somnolencia en los
ratones (Matsumoto, 1999; Sharma et al., 2018). Ademas, los efectos beneficiosos de la
melatonina junto con el ejercicio se extienden para mantener la arquitectura normal del
GM, aumentando el tamafio de las fibras y reduciendo el tejido colageno. Ambos
tratamientos restablecieron el perfil de tipos de fibras normal y mejoraron la capacidad
oxidativa mitocondrial en el GM de los ratones, previniendo el cambio hacia un tipo de
fibra méas oxidativa causado por la pérdida de Bmall. Aunque el ejercicio es util para
modificar la plasticidad mitocondrial y adaptarlas a los requisitos metabolicos (Memme

et al., 2021), encontramos aqui que el ejercicio aumenta aun més el dafio mitocondrial en
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los ratones TMX. Esto es consistente con hallazgos que muestran que el ejercicio
excesivo provoca un deterioro mitocondrial en el masculo esquelético (Flockhart et al.,
2021; Lee et al., 2015). Este efecto paraddjico probablemente depende del exceso de ROS
producido por estas mitocondrias dafiadas. La melatonina, sin embargo, contrarrestd
totalmente el dafio a las mitocondrias inducido por el tamoxifeno y restauré su nimero y
area de seccidn transversal, debido probablemente al restablecimiento de la biogénesis
mitocondrial y los efectos antioxidantes de la primera (Acufia Castroviejo et al., 2011;

Nasoni et al., 2021; Sayed et al., 2018).

A partir de estudios experimentales (Lopez et al., 2017; Venegas et al., 2012),
sugerimos que la dosis equivalente en humanos de melatonina es de 50 mg a 500 mg/dia.
Estudios realizados en atletas con entrenamiento de resistencia mostraron una alteracion
en su ritmo de actividad motora que se restablecid después de la administracion diaria de
100 mg de melatonina durante cuatro semanas (Leonardo-Mendonca et al., 2015). Por
otro lado, se sabe que el ejercicio mejora la sarcopenia en personas mayores y puede
prevenir la pérdida de fibras musculares esqueléticas (Hurst et al., 2022; Shen et al., 2023;
Yoo et al., 2018). Por lo tanto, una intervencion primaria en humanos podria ser el
gjercicio junto con 50 mg de melatonina en un programa diario, aunque seria muy

interesante realizar un ensayo clinico para evaluar estos enfoques.

Nuestros hallazgos pueden resumirse en: 1) el GM de los ratones iMS-Bmal1”
muestra cambios significativos en el comportamiento, morfologia y funcionalidad que
aclaran la participacion del reloj muscular intrinseco (Bmall) en la homeostasis del
musculo esquelético; 2) dado que el raton iMS-Bmall1”- es propenso a la sarcopenia en el
GM y comparte muchas similitudes con otros modelos de sarcopenia, incluidos los

ratones de edad avanzada, se puede considerar como un modelo agudo adecuado para el
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estudio de la enfermedad; 3) los resultados respaldan el ejercicio y, principalmente, la
melatonina como herramientas terapéuticas para contrarrestar la sarcopenia mediante un
mecanismo que no requiere la presencia de Bmall en el musculo esquelético; y 4) los
genes reloj se presentan como dianas emergentes contra las enfermedades relacionadas

con el envejecimiento (Zhu et al., 2022).
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Conclusiones

Primera: La inactivacion de Bmall en el musculo esquelético de ratones iMS-Bmall™,
tanto en machos como en hembras, conduce a una disminucion en la condicion fisicay la
masa muscular en ambos sexos. Ademas, se observa un aumento en el indice de

fragilidad, lo que caracteriza un estado de sarcopenia.

Segunda: Estos cambios dependen de la disminucion del tamafio de las fibras musculares
y del aumento de la infiltracién de colageno, sugiriendo asi la presencia de atrofia y
fibrosis, dos rasgos clave de la sarcopenia, debido a la ausencia de Bmall en el musculo

esquelético.

Tercera: Ademas, la inactivacion de Bmall en el musculo esquelético induce un estado
de cronodisrupcion gue se manifiesta en una disminucion de la actividad locomotora en
ratones machos y hembras, especialmente durante la noche. Ademas, provoca un adelanto
de fase que afecta principalmente a las hembras, lo que sefiala una influencia importante

en el ritmo circadiano y sugiere posibles diferencias entre sexos.

Cuarta: La pérdida de Bmall en el muasculo esquelético provoca un cambio hacia fibras
musculares mas oxidativas en machos, sin afectar a las hembras. A pesar de este cambio,
se observa una disminucion en la capacidad oxidativa mitocondrial, indicando una posible

adaptacion compensatoria ante esta reduccion de la funcién mitocondrial.

Quinta: En ratones de ambos sexos, la falta de Bmall en el musculo esquelético conlleva
un deterioro en la ultraestructura del musculo gastrocnemio, evidenciando un aumento en
el dafio mitocondrial y una reduccion en el nimero de mitocondrias. Estas alteraciones

pueden ser factores subyacentes en el desarrollo de la sarcopenia.

Sexta: El ejercicio y/o la melatonina conservan la masa muscular y actividad fisica en

ratones iMS-Bmal1”- machos y hembras, con ciertos efectos sinérgicos, previniendo asi
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la fragilidad. Estos tratamientos, principalmente la melatonina, restauran el ritmo normal
de actividad/reposo en estos animales. La combinacion de melatonina y ejercicio mejora
la estructura muscular, revierte el cambio hacia un tipo de fibra muscular mas oxidativa
y aumenta la capacidad oxidativa mitocondrial en ratones de ambos sexos,
contrarrestando los efectos de la pérdida de Bmall. No obstante, el ejercicio excesivo
aumenta el dafio mitocondrial en ratones TMX, pero la melatonina contrarresta este

efecto.

Séptima: En general, estos hallazgos respaldan plenamente la idea de que Bmall
intrinseco al musculo esquelético es necesario para la salud musculoesquelética, y

convierten al ratén iMS-Bmal1”-en un modelo adecuado para estudiar la sarcopenia.

Octava: Los resultados respaldan el ejercicio y, sobre todo, la melatonina, como
herramientas terapéuticas para contrarrestar la sarcopenia independientemente de la
presencia de Bmall en el musculo esquelético. Ademas, los genes reloj surgen como

objetivos prometedores contra las enfermedades asociadas al envejecimiento.
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Conclusions

First: The inactivation of Bmall in the skeletal muscle of iMS-Bmall”- mice, both in
males and females, leads to a decrease in physical fitness and muscle mass in both sexes.

Additionally, an increase in frailty index is observed, defining a state of sarcopenia.

Second: These changes depend on the reduction in the size of muscle fibers and an
increase in collagen infiltration, suggesting the presence of atrophy and fibrosis, two key

features of sarcopenia, due to the absence of Bmall in skeletal muscle.

Third: In addition, the inactivation of Bmall in skeletal muscle induces a state of
chronodisruption manifested by a decrease in locomotor activity in male and female mice,
especially during the night. It also causes a phase advance that mainly affects females,
indicating a significant influence on circadian rhythm and suggesting possible sex

differences.

Fourth: The loss of Bmall in skeletal muscle leads to a shift toward more oxidative
muscle fibers in males, without affecting females. Despite this shift, a decrease in
mitochondrial oxidative capacity is observed, indicating a possible compensatory

adaptation to this reduction in mitochondrial function.

Fifth: In mice of both sexes, the lack of Bmall in skeletal muscle results in deterioration
of the gastrocnemius muscle ultrastructure, demonstrating an increase in mitochondrial
damage and a reduction in the number of mitochondria. These alterations may be

underlying factors in the development of sarcopenia.

Sixth: Exercise and/or melatonin preserve muscle mass and physical activity in iMS-
Bmall”- male and female mice, with certain synergistic effects, thus preventing frailty.
These treatments, especially melatonin, restore the normal activity/rest rhythm in these

animals. The combination of melatonin and exercise improves muscle structure, reverses
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the shift toward a more oxidative muscle fiber type, and increases mitochondrial oxidative
capacity in mice of both sexes, counteracting the effects of Bmall loss. However,
excessive exercise increases mitochondrial damage in TMX mice, but melatonin

counteracts this effect.

Seventh: Overall, these findings fully support the idea that intrinsic Bmall in skeletal
muscle is necessary for musculoskeletal health, making the iMS-Bmall”- mouse an

appropriate model for studying sarcopenia.

Eighth: The results support exercise and, above all, melatonin, as therapeutic tools to
counteract sarcopenia regardless of the presence of Bmall in skeletal muscle.

Additionally, clock genes emerge as promising targets against age-associated diseases.
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ANexo

Figura Al
- R/4 . e
. flox/flox IMS-Bmal1 iMS-Bmal1
iMS-Bmal1 3 weeks post injection 5 weeks post injection
Liver GM Liver GM Liver GM
400 bp -->
iMS-Bmal1”- iMS-Bmal1”-

: flox/flox
iMS-Bmal1 3 weeks post injection 5 weeks post injection

Liver GM Liver GM Liver GM
400 bp -->

Figura Al. Confirmacion de la inactivacion de Bmall en el GM del raton knockout para
Bmall inducible y especifico de musculo esquelético durante toda la duracién del disefio
experimental. Ensayo de recombinaciéon utilizando ADN gendmico aislado del mdusculo
gastrocnemio y el higado (usado como ejemplo de tejido no muscular) de ratones machos y
hembras iMS-Bmal1"/M°* tratados con tamoxifeno (es decir, ratones iMS-Bmall™) y ratones
iMS-Bmal111ox tratados con vehiculo a las 15 semanas de edad (3 semanas después de las
inyecciones) y a las 17 semanas de edad (5 semanas después de las inyecciones). La
recombinacion del gen Bmall (exdn 8) produce un producto de PCR de 572 pares de bases. El
alelo no recombinado se detecta a 431 pares de bases.
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Tabla Al. Valores de cada parametro evaluado de todos los grupos experimentales.

Parameter

CIRCADIAN RHYTHM OF
LOCOMOTOR ACTIVITY

Daytime activity in LD (counts)
Nighttime activity in LD (counts)
Subjective day activity in DD

(counts)

Subjective night activity in DD
(counts)

Period in LD (h)

Period in DD (h)

PHYSICAL ACTIVITY

Total distance (cm)

Mean speed (cm/s)

Resting time (%)

Travelled distance (m)
Exhaustion time (s)

Body weight (g)

GM weight (mg)

Control males

mean = SD

601.33 +
540.57

24048.13 +
3412.85

2408.38 +
1261.84

29439.47 +
344417

23.95+0.06

23.83+0.06

4118.23 +
609.86

2.29+0.34

7712 £4.64

458.10 +
106.15

1667.10 £
191.46

29.89 +2.04

198.94 + 15.15

TMX males

mean = SD

578.29 + 629.24
18682.13
2622.81

2753.54 £ 1569.89
23044.46
5238.39

23.98 +0.02

23.77 +0.07

2743.84 £ 569.96

1.52+0.32

85.72 +3.69

336.45 + 63.98

1419.09 + 142.53

30.48 +1.56

166.59 + 14.90

TMX +E
males

mean = SD

1067.88 £
1055.91

14640.00 £
3360.96

2508.33 =
1456.87

20187.20 +
3014.27
23.90 +0.09

23.85+0.09

3741.92 +
849.26

2.08 +0.47
79.53 £5.62
341.22 +81.88
1442.33 £
169.85

29.67 £1.48

190.86 + 9.46

TMX +aMT
males

mean = SD

643.05 =
268.59

20647.61
4188.89

194431 +
594.59

23743.69 £
4218.91
23.99 +0.02

23.91+0.07

3747.29 +
848.01

2.08 +0.47
80.23 +4.40
479.83 + 74.97
1679.58 +
133.42

30.56 +3.34

174.09 £12.31

TMX +E+
aMT males

mean + SD

880.08 +353.25
21079.78 +
2702.42

785.25 +538.99
21657.67 =
4306.98

23.97 +0.04

23.89+0.11

4141.38 +
1359.55
2.30+0.75
76.97 +8.49
507.90 + 145.60
1729.60
262.33

30.52+1.29

188.02 £ 11.36

Control females

mean + SD

359.21 + 78.06

33568.71
5501.29

3911.95+
1232.38

39278.58 +
6315.51
23.94 +0.06

23.87+0.14

5261.79 +

729.60

2.92£0.40

70.19 +4.69

441.00 +59.47

1638.25

109.62

22,64 +1.06

145.08 + 11.58

TMX females

mean + SD

1178.88 £
2256.55

21616.17
7428.10

4509.46 +
2510.27

28395.17 +
6351.23
23.97 +0.04

23.66 +0.08

3698.12 +

1118.15

2.05+0.62

79.77 £6.99

396.56 +50.47

1542.44 +

106.97

22.86 £1.12

116.53 £7.13

TMX +E
females

mean = SD

44717
177.12

2143225
7979.03

3015.04 +
1298.82

28991.45 +
11026.21

23.95+0.02

23.86 +0.07

4743.86 +
1232.97

2.64 +0.68

73.27+7.83

341.00 +
130.58

1404.00 £
258.10

2277 £1.96

130.85 £ 9.55

TMX +aMT
females

mean + SD

733.94 +227.31

31781.94 +
8276.91

4230.50 +
825.32

34392.25
11164.42
23.94 +0.06

23.89+0.21

4260.56 +
1141.81
2.37+0.64
76.21 £ 6.55
516.83 + 103.59
1722.67 £
196.70

23.48 +£2.16

117.26 £ 9.55

TMX + E + aMT
females

mean = SD

810.25 +11.67
32279.75
901.21

4931.33
3186.81

35820.33 +
8527.93
23.99 +0.02

24.06 +0.17

5076.05 +

1127.63

2.82+0.63

7134 +£6.97

555.83 +142.53

1813.33 £ 245.23

23.56 £1.30

133.94 £6.32
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GM weight/body weight (%)

Fl

LIGHT MICROSCOPY

SDH activity in deep GM (Intensity

AU/fiber number)
SDH activity in superficial GM

(Intensity AU/fiber number)
Type 1 fibers in deep GM (%)
Type 2A fibers in deep GM (%)

Type 2B fibers in deep GM (%)

Type 2X fibers in deep GM (%)

Type 1 fibers in superficial GM (%)

Type 2A fibers in superficial GM
(%)

Type 2B fibers in superficial GM
(%)

Type 2X fibers in superficial GM
(%)

CSA of fibers (um?)

Perimeter (um)

Feret’s diameter (im)

Number of fibers

Collagen content (Intensity AU)

ELECTRON MICROSCOPY

0.67 £0.05

2590.17 +

615.43

251.24 +16.31

1.46+£1.30

25.46 £7.05

50.48 + 7.66

18.34 +5.50

0.00 £0.00

0.00 £0.00

98.43 +0.69

1.57 +£0.69

2106.45 +

156.71

187.41+£6.21

71.79 £ 4.00

479.89 + 41.25

46551.70 =
57173.83

0.55+0.03

0.38 £0.14

1703.91 +£561.21

217.28 £ 74.90

7.07 +2.65

48.73 £ 3.50

30.32+4.76

13.89 +£3.16

0.00 +0.00

0.78 £1.28

97.56 +3.19

1.69 +2.07

1728.87 +£213.73

167.72 +10.42

63.55+5.78

647.32 £ 71.17

132500.214 +
54637.19

0.63 £0.04

0.08 £0.13

3575.30 +
778.26

550.87 +

223.30

3.26 +£2.86

34.83 £9.99

47.80 £ 13.08

14.11 + 3.64

0.00 +0.00

0.64 +0.75

97.08 £ 1.57

2.28 +1.46

2138.52 +

304.26

190.71 £15.51

73.02 +7.05

543.68 + 44.97

97681.25 +
40826.04

0.56 +0.03

0.08 +£0.20

3332.53 +
520.57

597.71

201.88

3.28 £351

27.25+7.94

52.98 +9.40

16.49 + 4.08

0.00 +0.00

0.15+0.43

98.86 + 1.29

0.99+£0.91

2165.03 =

215.80

188.95 +12.47

70.82 +6.58

587.84 +£55.26

84184.70 =
49440.03

0.62 +£0.03

0.04 £0.10

3325.66 +

813.16

882.44 +177.80

1.26 +1.46

32,07 £7.37

52.56 + 8.86

10.61 +4.82

0.00 +0.00

1.06 +1.06

97.48 £2.40

2.33+2.04

2588.94 +

179.18

203.66 +7.35

75.68 + 4.05

492.78 £ 66.51

96451.20 +
23902.06

0.64 £ 0.05

3035.00 +
771.26

182.94

176.03

5.69 +1.94

41.46 £6.55

40.10+11.01

12.75+4.00

0.00 +0.00

0.98 £ 0.55

95.97 £0.95

3.41+£0.73

1936.53 =

207.75

173.62 £10.40

65.55 +5.40

609.00 + 72.54

63024.90 =
35158.26

0.50 £0.03

0.33+0.26

1580.38

240.82

185.62 + 62.66

1.87 £2.46

39.52 £ 6.82

45.31+£9.30

13.30 £5.25

0.02 £0.05

0.69 £0.95

96.63 + 1.69

2.66 +1.33

1753.17

254.00

167.39 +£15.08

61.51+6.24

704.87 £39.15

179425.85 +
63969.86

0.56 +0.06

0.17+£0.20

1825.94

375.39

185.86 + 70.89

1.39+3.18

37.39 £6.98

47.52 £9.09

11.72 + 3.86

0.00 +0.00

0.43+0.76

97.90 £ 2.37

1.67£1.77

2166.72 +

401.14

188.17 +£18.59

71.02 £8.28

670.29 + 68.33

89700.30 +
61357.85

0.50 £0.03

0.17£0.26

3625.84 +

422.09

633.16 +112.36

2.69+2.35

41.11+£9.25

43.44 £ 10.66

12.76 +£3.25

0.00 £0.00

0.36 £0.39

98.06 + 1.60

1.59+1.48

2007.08 =

249.43

182.90 + 12.97

68.85 +5.83

682.88 +51.34

132812.14 +
47993.86

0.56 £0.02

-0.04£0.19

3916.21 + 616.96

44565 + 126.31

454 +3.16

40.54 £9.79

40.05+12.12

14.86 +4.19

0.00 +0.00

0.23+0.31

98.50 £ 1.49

1.30+1.20

2105.69 * 356.49

185.35 +19.17

69.19+7.71

665.72 +57.29

118691.88 +
59853.82
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Sarcomere length (um) 1.72+0.12 1.64+0.20 1.74+0.17 1.69 + 0.04 1.73+0.18 1.82+0.15 1.77+0.14 1.97+0.11 1.91+0.03 1.78 £ 0.09
A-band length (um) 1.37+£0.05 1.26+0.13 1.30+0.11 1.33+0.02 1.30+0.10 1.33+0.04 1.31+0.07 1.39+0.06 1.35+0.01 1.36 £0.04
I-band length (um) 0.36 +0.09 0.34£0.08 0.39+0.10 0.37 £0.05 0.41+0.09 0.47 £ 0.06 0.41+0.09 0.47 £ 0.05 0.54 +0.03 0.40 £ 0.05
H-zone length (um) 0.12 £0.02 0.15+0.02 0.13+0.01 0.12+0.01 0.13+0.01 0.13+0.02 0.13+0.01 0.15+0.02 0.12+0.01 0.13+0.01
CSA of IFM mitochondria (Um?) 0.06 +£0.03 0.15+0.06 0.11+0.03 0.07 +0.02 0.08 +0.03 0.05+0.02 0.17 £0.08 0.12 +0.02 0.09 +£0.02 0.09+0.03
Number of IFM mitochondria 17.88 £3.72 11.25+2.82 6.50 +1.72 16.38 +8.52 20.00 +4.18 13.22 +£5.29 7.00 +3.30 7.88 +3.04 10.00 + 3.06 10.11+£2.26
Mitochondrial damage (%) 15.38 £4.08 30.87 +9.41 43.76 £8.19 20.30+7.61 16.07 £10.93 1520 £5.45 46.97 + 16.83 31.76 + 11.47 15.72 £ 4.00 26.31+6.51

Notas: los valores representan la media + desviacién estandar (SD) para los parametros medidos en los ratones machos y hembras de los grupos control, TMX, TMX + E,
TMX +aMTy TMX + E + aMT (n = 6 animales de cada sexo por grupo (para la evaluacién del ritmo circadiano de la actividad locomotora), n = 12 animales de cada sexo
por grupo (para la evaluacion de la actividad fisica muscular y del FI), y n = 4 animales de cada sexo por grupo (para las pruebas de imagen)). recuentos = nimero de
rotaciones de la rueda; h = horas; cm = centimetros; cm/s = centimetros por segundo; % = porcentaje; m = metros; s = segundos; g = gramos; mg = miligramos; UA =
unidades arbitrarias; pm2 = micrdmetros cuadrados; pm = micrémetros.
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Tabla A2. Valores del analisis zoométrico y de la actividad fisica muscular de todos los grupos experimentales utilizados para calcular el FI.

Parameter Control males TMX males TMX + E males TMX + aMT males TMX + E +aMT Control females TMX females TMX + E females TMX +aMT TMX + E +aMT
males females females
mean + FI mean + FI mean + FI mean + FI mean + FI mean + FI mean + FI mean + FlI mean + FI mean + FI
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD
Total distance 4118.23 0 2743.84 0.5 3741.92 0 3747.29 0 414138+ O 5261.79 0 3698.12+ 05 474386+ O 426056+ 0.25 5076.05+ 0
(cm) +609.86 +569.96 +849.26 +848.01 1359.55 +729.60 1118.15 1232.97 1141.81 1127.63
Travelled 458.10 + 0 336.45 + 0.25 341.22 + 0.25 479.83 + 0 507.90 + 0 441.00 + 0 396.56 + 0 341.00 + 0.25 516.83 + -0.25  555.83 % -0.25
distance (m) 106.15 63.98 81.88 74.97 145.60 59.47 50.47 130.58 103.59 14253
Mean speed 229+ 0 152+ 0.5 2.08 + 0 2.08 + 0 230+ 0 292+ 0 2.05+ 0.5 2.64 + 0 237+ 0.25 282+ 0
(cmis) 0.34 0.32 0.47 0.47 0.75 0.40 0.62 0.68 0.64 0.63
Resting time 7712 + 0 85.72 + 0.25 79.53 + 0 80.23 + 0 76.97 + 0 70.19 + 0 79.77 + 0.5 73.27 0 76.21+ 0.25 7134 0
(%) 4.64 3.69 5.62 4.40 8.49 4.69 6.99 7.83 6.55 6.97
Exhaustion 1667.10 0 1419.09 0.25 1442.33 0.25 1679.58 0 172960+ 0O 1638.25 0 154244+ 0 1404.00+ 05 172267+ 0 181333+ -0.25
time (s) +191.46 +142.53 +169.85 +133.42 262.33 +109.62 106.97 258.10 196.70 245.23
GM 0.67 £ 0 0.55 + 0.5 0.63 £ 0 0.56 + 0.5 0.62 + 0.25 0.64 £ 0 0.50 £ 0.5 0.56 + 0.25 0.50 + 0.5 0.56 £ 0.25
weight/body 0.05 0.03 0.04 0.03 0.03 0.05 0.03 0.06 0.03 0.02
weight (%)
FI Mean 0 0.38 0.08 0.08 0.04 0 0.33 0.17 0.17 -0.04
+ + + + + + + +
0.14 0.13 0.20 0.10 0.26 0.20 0.26 0.19

Notas: la actividad fisica se evalla a través de la distancia total y la distancia recorrida; la lentitud se evalUa a través de la velocidad media; la resistencia se evalGa a través
del tiempo de descanso y el tiempo de agotamiento; y el peso se evalla mediante la relacion peso del GM/peso corporal. Los valores representan la media + desviacion
estandar (SD) para los parametros medidos en los ratones machos y hembras de los grupos control, TMX, TMX + E, TMX + aMTy TMX + E + aMT (n = 24 animales/grupo
(12 machos y 12 hembras)). cm = centimetros; m = metros; cm/s = centimetros por segundo; % = porcentaje; s = segundos.
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