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Es verdad, pues: reprimamos
esta fiera condicion,

esta furia, esta ambicion,

por si alguna vez sofiamos.

Y si haremos, pues estamos

en mundo tan singular,

que el vivir sélo es sofiar;

y la experiencia me ensefia,
que el hombre que vive, suefia
lo que es, hasta despertar.

Sueiia el rey que es rey, y vive
con este engaifo mandando,
disponiendo y gobernando;

y este aplauso, que recibe
prestado, en el viento escribe
y en cenizas le convierte

la muerte (idesdicha fuerte!):
ique hay quien intente reinar
viendo que ha de despertar
en el suefio de la muerte!

Suefia el rico en su riqueza,

gue mas cuidados le ofrece;
suefia el pobre que padece

su miseria y su pobreza;

suefia el que a medrar empieza,
suefia el que afana y pretende,
suefia el que agravia y ofende,
y en el mundo, en conclusién,
todos suefian lo que son,
aungue ninguno lo entiende.

Yo suefio que estoy aqui,
destas prisiones cargado;

y sofié que en otro estado
mas lisonjero me vi.

¢Qué es lavida? Un frenesi.
¢Qué es la vida? Una ilusion,
una sombra, una ficcion,

y el mayor bien es pequefio;
gue toda la vida es suefio,

y los suefios, suenos son.

“La vida es sueiio”
Pedro Calderén de la Barca (1600-
1681)
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

AP: proteina beta-amieloide

AICD: APP intra cellular domain
ALDH1A2: aldehyde dehydrogenase 1
Sfamily, member A2

APP: proteina precursora amieloide
AR: receptor de androgenos

ARNm: ARN mensajero

ASC: proteina asociada a apoptosis
speck-like

BACE: beta-site APP cleaving enzyme
BDNF: brain-derived neurotrophic
factor

BHE: barrera hemato-encefalica

BMI: indice de masa corporal

CLU: clusterin

COL1A: colageno tipo 1 alfa

CRP: proteina C-reactiva

CR1: complement receptor 1

DDR: DNA damage response

DMN: Default mode network

EA: enfermedad de Alzheimer

EEG: electroencefalografia

EZH1: enhancer of zeste 1 polycomb
repressive complex 2 subunit

FA: anemia de Fanconi

FAD: flavin adenine dinucleotide
Fmod: fibromodulina

fMRI: resonancia magnética funcional
HAT: histonas acetiltransferasas
HDAC: histonas deacetilasas

HPA: ¢je hipotdlamo-pituitario-adrenal

HSV1.: virus del herpes simple tipo 1
IGF1: insulin-like growth factor 1
IL: interleucina

JARID: Jumonji/ARID domain-
containing protein

JMJID: Jumonji Domain-Containing
Protein

LPS: Lipopolysaccharid

LSD1: lysine-specific demethylase 1
LZTFL1: leucine zipper transcription
factor-like protein 1

MAP: proteina asociada a microtubulos
MCPs: monocyte chemoattractant
proteins

miARNs: microARNs

MIPs: macrophage inflammatory
proteins

NEP: neprilisina

NRNT1: neuritina

PADs: Peptidilarginina deiminasas
PBMCs: células mononucleares de
sangre

PDH: deshidrogenasa de piruvato
PET: tomografia de emision de
positones

PFK: fosfofructoquinasa

PICALM: phosphatidylinositol binding
clathrin assembly protein

PSEN: presenilina

PTGDS: prostaglandin D2 synthase
RCOR: correpresor de REST
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Abreviaturas

REST: RE]-silencing transcription
factor

ROS: reactive oxygen species
SAMPS: Senescence-Accelerated
Mouse Prone 8

SAMRI1: Senescence-Accelerated
Mouse Resistant 1

SOD: superdxido dismutasa
SETD1: SET domain containing 1
SET7: SET domain containing 7
SUMO: small ubiquitin-related
modifier

TNF: tumor necrosis factor

TGF: tumor growth factor
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Introduccion

1. EL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO

La mejora en la calidad de vida y los avances cientificos y tecnologicos han
permitido el aumento de la esperanza de vida. Este hecho, sumado al descenso en la tasa
de natalidad en algunos paises, estd originando un crecimiento acelerado en el
porcentaje de personas de edad avanzada con el consecuente envejecimiento de la
poblacion. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, el nimero de personas de mas
de 60 anos en todo el mundo se ha duplicado desde 1980, y se prevé que se triplique
pasando de 600 millones en el afio 2000 a unos 2 billones de personas en el afio 2050.
Asociado al proceso de envejecimiento, el numero de enfermedades cronicas se ha visto
aumentado en las ultimas décadas, lo que genera la necesidad de estudiar los
mecanismos implicados en el proceso de envejecimiento asi como estrategias que

reduzcan sus sintomas y promuevan un envejecimiento saludable.

1.1.TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un proceso fisioldgico complejo, que incluye diferentes
sistemas y afecta al organismo completo. A lo largo de la historia se han ido
proponiendo diferentes teorias que probablemente se complementan entre ellas para dar
como resultado las caracteristicas asociadas al envejecimiento observadas en personas
de edad avanzada, entre las cuales se destacan problemas cardiovasculares, sarcopenia,

osteoporosis, fallos metabdlicos y deterioro cognitivo.

Una de las primeras teorias fue postulada por Hayflick y Moorhead en 1961, cuando
observaron que los fibroblastos en cultivo se dividian un nimero limitado de veces. Esta
observacion se ha relacionado posteriormente con el acortamiento de los telémeros que
se produce en cada division celular y el consecuente bloqueo del ciclo celular para

evitar la inestabilidad cromosomica, denominado senescencia replicativa o celular.

Por otro lado, existe la teoria de la programacion genética, en la cual la presencia de
ciertos genes de senescencia expresados en diferentes momentos de la vida, regularian
vias bioquimicas y metabolicas y determinarian la longevidad de una determinada

especie [1, 2].
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Introduccion

Otra de las posibles teorias, es la afectacion del sistema neuroendocrino. Esta teoria
se basa en la desregulacion por parte del hipotdlamo de la secrecion hormonal y la
disminucién en la sensibilidad de respuesta del eje HPA (hipotdlamo-pituitario-adrenal)
a medida que avanza la edad [3, 4], lo cual se ha relacionado con un incremento en los
niveles de cortisol [5] que desencadenaria una respuesta fisiologica en forma de cascada
(Fig 1).

JGHRH, GH, Vneurogénesis VGnRH, LH,
IGF-1 Nfuncién inmune E, Te

l Miberacion de cortisol I

Mejidoadiposo  “Mpresion sanguinea Vinsulina
abdominal

CONSECUENCIAS

Osteopenia, sarcopenia, sindrome metabdlico, declive cognitivo,

afectacion inmunolégica

Fracturas, fragilidad, problemas cardiovasculares, pérdida de memoria,
complicaciones en procesos infecciosos

Figura 1. Posibles secuelas clinicas y resultados adversos en diversos sistemas del cuerpo, de la excesiva
activacion del eje HPA e incremento de cortisol. (Figura traducida de Veldhuis et al. [6])

Una de las teorias mas conocidas y estudiadas, es la que identifica la acumulacion de
radicales libres, producidos por el metabolismo energético mitocondrial, como
principales causantes de toxicidad y dafio celular (stress-induced theory) [7]. Se ha visto
que los radicales libres pueden provocar alteraciones en la secuencia del ADN [8], en la
estructura de membranas celulares por la afectacion en lipidos [9], y acumular dafios en
el ADN mitocondrial, lo cual afecta a la cadena de transporte de electrones y puede

reducir la eficiencia energética celular [10-12].

Por ultimo, una mayor sensibilizacién de las membranas a la peroxidacion lipidica y
el aumento en el grado de insaturacion de acidos grasos de membrana también se ha
propuesto como mecanismo determinante del proceso de envejecimiento y longevidad
en diferentes especies como C.elegans, D.melanogaster, roedores e incluso en humanos

[13, 14].La composicion de membrana de las diferentes especies estudiadas muestra un
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promedio similar en la longitud de la cadena de los acidos grasos (18 atomos de
carbono), en la proporcion de acidos grasos saturados e insaturados (40:60) y en la
distribucion de fosfolipidos [15]. Sin embargo, los cambios en la resistencia a la
peroxidacion lipidica hallados en los organismos mas longevos parecen estar
determinados por la reduccion en la actividad de desaturasas que conlleva a cambios en

el tipo de &cidos grasos insaturados presentes en la membrana [16].

1.2. CARACTERISTICAS DEL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO

En 1962, B. Strehler [17] propuso cinco criterios para definir las caracteristicas del
envejecimiento que se siguen utilizando como guia para la identificacion de
biomarcadores de senescencia. Dichos criterios implican que para que un proceso sea
considerado parte del envejecimiento, las alteraciones que provoca deben ser
acumulativas, progresivas, intrinsecas, deletéreas para las funciones biologicas y
universales (observadas en todos los miembros de la especie). El proceso de
envejecimiento se desarrolla de manera progresiva durante el ciclo vital del individuo y
la afectacion de 6rganos y sistemas incluye varios fendmenos moleculares y fisioldgicos

a la vez influenciados por factores genéticos y ambientales.

1.2.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre las especies reactivas de
oxigeno (reactive oxygen species, ROS) y las defensas antioxidantes del organismo
(como la catalasa, GSH-peroxidasas y reductasas o la SOD, superdxido dismutasa) en
favor de los factores oxidantes. Las ROS interactiian con biomoléculas celulares como
los fosfolipidos, proteinas y acidos nucleicos, afectando a su estructura y funcionalidad

y provocando fallos que pueden desencadenar en dafios tisulares y celulares.

La produccion de ROS se da principalmente durante el proceso de transformacion de
NADH o succinato en ATP. A lo largo de la cadena respiratoria mitocondrial, en
concreto en los complejos I y III [18, 19], los electrones derivados de la fosforilacion
oxidativa pueden reaccionar con el oxigeno (O;) u otros aceptores de electrones,
generando radicales libres [20], lo cual se ha correlacionado negativamente con la
longevidad en diferentes especies [21]. Las ROS también se producen en otros

compartimentos celulares, como los microsomas, peroxisomas o en las oxidasas
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dependientes de NADPH ligadas a membrana. Sin embargo, las mitocondrias son
especialmente sensibles a las alteraciones asociadas al envejecimiento especialmente

debido a los efectos de las ROS sobre el ADN mitocondrial [22, 23].

Una de las observaciones que apoyan este hecho, es que los errores en ADN
mitocondrial se acumulan con la edad. Esto viene dado tanto por errores de replicacion
como por fallos en la reparacion. Es en este ultimo mecanismo donde se ha sugerido
que las ROS tienen un papel relevante, ya que pueden producir rotura de simple o doble
cadena en el ADN, dando como resultado mutaciones puntuales e incluso deleciones de
fragmentos de ADN mitocondrial que pueden producir disfunciones, como se ha

observado en cerebro, musculo esquelético y corazon [24].

1.2.2. Inflamacién

Una de las principales caracteristicas del proceso de envejecimiento, es la reduccion
global en la respuesta a factores de estrés acompafiada de un incremento progresivo en
el estado proinflamatorio, recientemente denominado como inflammaging [25]. La
inmunosenescencia parece estar caracterizada por una reorganizacién funcional del
sistema immune donde algunos mecanismos disminuyen su eficiencia y otros

permanecen no alterados o incuso mas activos [26, 27].

Los niveles de citoquinas proinflamatorias como la interleucina (IL)-6, IL-18, TNFa
(tumor necrosis factor) y TGFPB (tumor growth factor) [28-30] se ven alterados durante
el envejecimiento. Asimismo, se observa una afectacion en la respuesta inmunitaria
caracterizada por una reduccion del nimero de células B maduras, menor afinidad de
los anticuerpos producidos [31], un aumento en la proporcion de células B de memoria
[32-34], una reduccion del repertorio de células T y CD4+ helper [35, 36] y un
desequilibrio hacia células CD8+, las cuales son productoras de citoquinas
proinflamatorias [37-39]. Un sistema inmunitario poco eficiente a su vez propicia el

desarrollo de estados de inflamacion cronica.
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1.2.3. Senescencia celular

La senescencia celular es un proceso de respuesta frente a estimulos estresantes o
dafios ocurridos en la célula, que provoca el bloqueo del ciclo y division celular [40-42],
pudiendo afectar al potencial regenerativo del tejido [43, 44]. Los mecanismos
subyacentes de este proceso incluyen la regulacion paracrina por parte de las células
senescentes hacia células sanas de su alrededor mediante la secrecion de IL-13 o TGFf
[45, 46], la pérdida de estructura y organizacion por la accion de las proteasas
secretadas por las células senescentes [47] y el aumento del ambiente inflamatorio por
la secrecion de factores de crecimiento, citoquinas y quemocinas proinflamatorias como
IL-1, IL-6, MIPs (macrophage inflammatory proteins) y MCPs (monocyte chemo-
attractant proteins) [41, 48].

Existen varios factores desencadenantes de senescencia celular entre los cuales se
incluyen cambios de expresion de genes supresores de tumores [49, 50], cambios
metabolicos [51, 52] o remodelacion de la cromatina inducida por factores epigenéticos
[53, 54], entre otros. La via de sefalizacion mas conocida por la cual las células dejan
de dividirse es mediante la activacion de la respuesta a dafios en ADN (DDR). En esta
via, diferentes tipos de quinasas bloquean la progresion del ciclo celular mediante la
estabilizacion de p53 y la activacion transcripcional de la quinasa dependiente de ciclina
p21 [55, 56]. También se ha observado senescencia celular por vias independientes a
DDR, las cuales implican p19™™y p16™**[49, 57] o la activacion de la deshidrogenasa
de piruvato mitocondrial (PDH) [58]. Ademas, las vias efectoras de p53—p21 y pl6™ 4
RB, pueden actuar conjuntamente en el mantenimiento de procesos de senescencia [59,

60].
1.2.4. Acortamiento de teldmeros

Los telomeros son estructuras de heterocromatina situados en la parte final de los
cromosomas, cuya funcion es protegerlos frente a mecanismos de reparacion y
degradacion [61, 62]. Estan formados por repeticiones en tandem de la secuencia de
nucledtidos TTAGGG y un complejo compuesto por 6 proteinas llamado telosoma o
shelterina [63-65]. Estas proteinas son esenciales ya que el silenciamiento de la mayoria

de ellas es letal en las primeras etapas embrionarias [66-68]. La enzima responsable de
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la sintesis de telomeros es la telomerasa, formada por un componente de ARN (TERC)

y una subunidad catalitica proteica con actividad de transcriptasa reversa (TERT) [69].

Tras cada division celular, los telémeros se acortan por la incapacidad de las
polimerasas de ADN de replicar completamente los extremos de las moléculas de ADN
linear [70]. El acortamiento telomérico causa pérdida en la funcionalidad de las células
madre de los tejidos, afectando a su renovacion y funcionalidad [71-73]. Paralelamente,
también se activa la maquinaria de respuesta a dafios en ADN (DDR) que reconoce el
final de los cromosomas como roturas de doble cadena induciendo procesos de
senescencia celular [74, 75]. Se ha asociado el acortamiento de teldémeros con
enfermedades como el sindrome de Zinsser-Cole-Engman o disqueratosis congénita, el
sindrome de Werner, sindrome de Bloom, ataxia—telangiectasia, anemia de Fanconi
(FA) o fibrosis pulmonar, entre otros [76, 77]. También se han descrito evidencias de un
acortamiento telomerico en enfermedades cronicas frecuentes como varios tipos de
cancer [78-80], hepatitis cronica [81, 82], declive cognitivo [83] y la enfermedad de
Alzheimer (EA) [84], y en personas con problemas cardiovasculares e hipertension [85-

89] y diabetes tipo II [90, 91].

Por otro lado también se ha observado que ciertos hdbitos de vida pueden afectar a la
longitud telomérica. Factores como el tabaco [92-94], el consumo de carne procesada
[95] y un elevado indice de masa corporal (BMI) [96-98] se han asociado con el
acortamiento en la longitud telomérica. Otros en cambio, como elevados niveles de
vitamina D [99], folato [100] o 4cidos grasos como el omega-3 [101] muestran relacion
con mayores niveles de longitud telomérica. El ejercicio fisico [102, 103], la reduccioén
de estrés mediante la meditacion [104] o cambios en varios patrones de estilo de vida
[105] también provocan un descenso en el ratio de acortamiento telomérico, sugiriendo
que el efecto de este tipo de intervenciones puede ser de gran importancia en la

prevencién de los efectos perjudiciales asociados al envejecimiento.

20



Introduccion

2. ENVEJECIMIENTO Y NEURODEGENERACION: LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

Las células del sistema nervioso, al igual que las del resto del cuerpo, estan
afectadas por el proceso de envejecimiento fisioldgico. Sin embargo, existe variabilidad
interindividual en este proceso. El equilibrio entre los sistemas neuronales afectados y la
eficacia de los mecanismos de reparacién y compensatorios, es lo que determina la
aparicion de procesos patoldgicos que pueden dar como resultado declive cognitivo y

neurodegeneracion.

Las células del sistema nervioso, debido a su mofologia y fisiologia, son
especialmente vulnerables al estrés oxidativo [106, 107], alteraciones en la homeostasis
energética [108], acumulacion de dafios [109, 110] y lesiones en &cidos nucleicos [111,
112], lo cual provoca que sean madas susceptibles al envejecimiento. Ademas,
modificaciones postranslacionales en proteinas neuronales como la carbonilacion, la
nitracién, y la unidén covalente de productos de peroxidaciéon lipidica [113], se dan
durante el proceso de envejecimiento y de forma mas acusada en personas afectadas por

la enfermedad de Alzheimer [114].

2.1.LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por primera vez por Alois Alzheimer
en 1907 [115] y en la sociedad actual es el tipo de demencia mas frecuente,
comprendiendo el 60-90% de los casos [116]. Se trata de un desorden multifactorial en
el cual tanto factores genéticos como ambientales interaccionan produciendo declive

cognitivo y neurodegeneracion.

Existen dos variantes de la enfermedad: la forma familiar o de aparicidén temprana, y
la forma esporddica o de aparicion tardia. La forma familiar se manifiesta antes de los
65 afios, mientras que la esporadica suele aparecer a partir de los 60-65 afios [114]. Sin
embargo, ambas formas comparten ciertos rasgos que se han determinado como

caracteristicas clinico-patologicas que definen la enfermedad [117-123]:

- Placas de beta-amieloide (AB): El péptido beta-amiloide fue descubierto en 1984

por Glenner y se origina a partir del procesamiento de la proteina precursora
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amiloide (APP) mediante distintas proteasas que actian de forma secuencial
(alfa-, beta- y gamma-secretasas). La APP es una proteina transmembranal con
un extremo amino-terminal situado hacia el exterior de la célula y un extremo
carboxi-terminal situado hacia el citoplasma. Se localiza principalmente en las
sinapsis entre neuronas y podria actuar como regulador en la formacion de las
mismas y en plasticidad sinaptica [124, 125]. Se distinguen dos vias principales
de procesamiento de la APP:

a- Via no-amiloidogénica: en esta via una alfa-secretasa de la familia de las

metaloprotesasas (ADAM10 de manera constitutiva y ADAM17 de manera

regulada) corta la APP en el aminoacido 687 liberando la parte extracelular

de la APP en forma de péptido soluble.

b- Via amiloidogénica: en este caso la primera lisis la lleva a cabo una beta-

secretasa (beta-site APP cleaving enzyme, BACE) en el aminoacido 671,

liberando una porcion extracelular soluble de menor tamaio.

Seguidamente, y de manera comtin a ambas vias, actia una gamma-secretasa
(presenilina, PSEN) que procesa el fragmento anclado a la membrana de la APP
en los aminoacidos 712, 714 o 715. En el caso de la via no-amiloidogénica se
libera el péptido p83. En cambio, en la via amiloidogénica el fragmento
generado es un péptido de 40, 42 o 43 aminoacidos, denominado beta-amiloide
(AP), el cual es insoluble y forma agregados que componen las placas neuriticas
presentes en la EA. Finalmente también es liberada la region intracelular del

APP (APP intra-cellular domain, AICD).

Ovillos neurofibrilares de proteina Tau: la proteina Tau pertenece a la familia de

proteinas MAP (proteinas asociadas a microtibulos) y se une a microtibulos de
citoesqueleto estabilizdndolos. Las proteinas Tau se caracterizan por tener
facilidad en fosforilarse, permitiendo asi su movilidad dentro de los axones de
las neuronas. En la enfermedad de Alzheimer y otras tauopatias se produce un
fenomeno de hiperfosforilizacion que es el responsable de la formacion
intracelular de ovillos de neurofibrillas helicoidales, los cuales comprometen la
capacidad de la neurona de transmitir mensajes nerviosos y pueden conducir

finalmente a muerte neuronal y neurodegeneracion [126, 127].
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- Declive cognitivo y conductual progresivo: en un inicio se ve afectada la

memoria a corto plazo, dificultad en la realizacion de tareas simultaneas o en la
resolucion de problemas. A medida que la enfermedad avanza, se pueden
observar cambios en el patron de suefio, trastornos del lenguaje, irritabilidad y
cambios de humor y afectaciéon en la memoria a largo plazo. La pérdida
neuronal puede llegar al punto en el que no se mantengan las funciones

esenciales y desencadenar en la muerte del individuo [128-130].

2.2.FACTORES DE RIESGO Y PROCESOS IMPLICADOS EN LA APARICION DE LA

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

2.2.1. Factores genéticos

Son los principales causantes de la forma familiar de la EA. Las mutaciones mas
descritas y estudiadas afectan a los genes que codifican para el APP y presenilinas 1 y 2
y se transmiten con caracter mendeliano autosdémico dominante. Representan

aproximadamente el 5% de los casos de EA [116].

El gen APP contiene 19 exones, la combinacion de los cuales puede dar lugar hasta
8 isoformas de la proteina. La isoforma predominante en tejido nervioso es la APP695,
la cual es posteriormente procesada por alfa-, beta- y gamma-secretasas. La lisis
mediante a-secretasas produce un péptido que no esta presente en las placas amieloides,
en cambio B- y y-secretasas dan lugar al péptido B-amieloide [131]. Seglin la hipotesis
de la cascada amieloide, la deposicion de péptidos A4, se da en las fases iniciales de la
enfermedad, dando lugar a la formacion de placas seniles y ovillos neurofibrilares, los
cuales atraen proteinas adicionales como la APOE, ubiquitinas, o proteinas del

complemento que promueven la muerte celular y demencia [118, 132].

Se han identificado varias mutaciones en el gen que codifica para APP [133] siendo
la V171 una de las mas estudiadas ya que se estima que incrementa de 1.5 a 1.9 veces la

frecuencia de produccion de fragmentos AP de mayor tamafio [134].

Recientemente, se ha descrito una mutacion menos frecuente en el gen de APP

(A673T) que parece ser protectora para la EA. La mutacion afecta a la region sobre la
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cual actuan las P-secretasas, reduciendo en un 40% la formacion de péptidos

amiloidogénicos in vitro [135].

Por otro lado, las presenilinas (PSEN) 1 y 2 forman parte del complejo responsable
de la actividad y-secretasa [136]. Todas las mutaciones que afectan al gen de PSENI
aumentan la actividad y-secretasa, incrementando también la produccion de AP4, [137-
139]. Las mutaciones en el gen PSEN2 son menos frecuentes pero actlian al mismo

nivel que las de PSEN1, estimulando la actividad y-secretasa [140].

En cuanto a la forma espéradica de la EA, la variacion alélica en el gen APOE-¢4
fue la primera variante que se establecié como marcador de riesgo [141] ya que aumenta
el riesgo de dos a tres veces cuando se presenta en heterocigosis y hasta 15 veces en
homocigosis [142]. Sin embargo su frecuencia en la poblacidon se estima que ronda el

27% [143].

Otros genes recientemente identificados como posibles marcadores asociados a la
EA son las variantes en los genes clusterin (CLU), complement receptor 1 (CR1) y

phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein (PICALM) [144].

2.2.2. Factores ambientales

La teoria que relaciona la exposicion a metales como el aluminio con la aparicion de
la EA ha sido descartada por una gran parte de la comunidad cientifica debido a la
inconsistencia de los trabajos previos que mostraban una relacién con la patologia
[145], la ausencia de efectos adversos a nivel cognitivo ante la exposicién a aluminio
demostrada en algunos estudios [146-150], las diferencias toxicocinéticas existentes
entre los modelos animales y los humanos, y por ultimo, la teoria de que los efectos de
la exposicion al aluminio influyen en la progresion de la patologia pero no en la
causalidad de la misma, ya que los factores y procesos determinantes en la aparicion de

la EA se dan varios afios antes de la deteccion de los sintomas clinicos.

Sin embargo, algunos autores siguen trabajando en esta hipdtesis y han demostrado
la presencia de ciertas caracteristicas en modelos celulares y animales y mediante
estudios epidemiologicos que sugieren una posible correlacion con la EA [151, 152].

Entre ellas cabe destacar la acumulacion de agregados amieloides [153-157]; la
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activacion de la via pro-inflamatoria del factor NF-«xB [158, 159]; la presencia de
muchos de los déficits observados en la EA tras la exposicion a aluminio [160-163]; la
relacion entre la cantidad de aluminio ingerido en el agua y la incidencia de EA [159,
164]; y finalmente la utilizacion de la deferoxamina, antioxidante y quelante de iones
trivalentes de hierro y aluminio, como una de las estrategias terapéuticas mas efectivas

para la EA [165, 166].

Otro de los determinantes ambientales que se han relacionado con la EA es la
presencia de traumatismos craneoencefalicos que frecuentemente conllevan la extension
del dafio producido por la liberacion de citoquinas inflamatorias y la activacion de
microglia [167]. Por ejemplo, se ha asociado la produccion de APP como respuesta
cerebral al dafio neuronal estableciendo una posible modulacioén en la progresion de la

EA [168-170].

Por ultimo, se ha visto que déficits nutritivos y metabolicos afectan a procesos de
homeostasis neuronal y sinaptica [171, 172], siendo asi factores potencialmente
implicados en la aparicion y/o progresion de la EA [173-176]. Tanto el indice de masa
corporal [177, 178], el consumo de antioxidantes [179-181], los niveles de vitamina
B12 y homocisteina [182-184], de vitamina D [185, 186], y de acidos grasos [187-190]

se han asociado con el riesgo de padecer declive cognitivo y EA.

2.2.3. Envejecimiento acelerado

Esta teoria se basa en el hecho de que los cambios patologicos caracteristicos de la
EA se presentan también en el proceso natural de envejecimiento fisioldgico, con la
unica diferencia del grado de severidad en cada caso [191]. En individuos que no
presentan declive cognitivo, se ha observado una reduccion del volumen y peso del
cerebro, asi como pérdida de sinapsis y dendritas en areas especificas durante el proceso
de envejecimiento fisiologico [192]. Por otro lado, el principal componente molecular
de las placas seniles es el péptido B-amieloide [193], producto de la escision de la
proteina precursora amieloide (APP) [194] que también se encuentra presente en
individuos sanos mayores de 60 afos [195]. Sin embargo, la presencia de ovillos
neurofibrilares durante el envejecimiento fisioldgico es un tema que ain genera

controversia [196-199]. Otros procesos presentes durante el envejecimiento fisiologico
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que parecen estar implicados en la aparicién de la EA son la descomposicion de la
mielina [200] y la muerte celular en el locus caeruleus el cual es el encargado de
proporcionar noradrenalina al cortex y estimular la microglia para suprimir la

produccion de AP [201, 202].

En general, los estudios realizados hasta ahora indican que las diferencias entre un
envejecimiento normal y la EA son de carédcter cuantitativo més que cualitativo [203].
No obstante, la distribucion de los rasgos patoldgicos parece diferir entre los individuos
control y los pacientes de EA, siendo mas localizada en areas del 16bulo temporal
durante el envejecimiento fisiologico, y propagandose a zonas de hipocampo y areas de

asociacion cortical en la EA [204, 205].

2.2.4. Degeneracion y desconexion de redes neuronales

Se basa en definir la EA como un sindrome de desconexion caracterizado por la
desorganizacion de las conexiones aferentes y eferentes entre el hipocampo, la corteza
cerebral y el resto del cerebro [204, 206-209]. Esta teoria se fundamenta en el hecho de
que los principales marcadores moleculares de la enfermedad (en especial los ovillos
neurofibrilares) se concentran en zonas cerebrales donde se producen las conexiones
corticocorticales, como son las neuronas piramidales en capas Il y V de areas temporal,
parietal y en 16bulo frontal. Por otro lado, se ha observado mayor vulnerabilidad a los
procesos de desconexion en corteza entorrinal, area CA1l hipocampal y la amigdala,
mientras que las zonas sensoriales primarias parecen ser las menos afectadas [209], y la
funcién de la denominada Default mode network (DMN) también se ha descrito dafiada

en pacientes afectados por la EA [210].

Ademas, las diferentes técnicas de neuroimagen (electroencefalografia, EEG;
tomografia de emision de positones, PET; y resonancia magnética funcional, fMRI); asi
como estudios neuropsicologicos con tareas que requieren la integridad de las
conexiones entre hemisferios y dentro de cada hemisferio por separado, han apoyado la
hipdtesis de desconexién tanto entre zonas anteriores y posteriores, como entre

hemisferios [211-215].
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2.2.5. Trastorno metabdlico por disfuncion mitocondrial

La disfuncion mitocondrial se postula como posible causa de la EA puesto que uno
de los primeros cambios detectados es la modificacion en la forma y tamafio de las
mitocondrias, ademas de detectarse deficiencias en la actividad de enzimas
mitocondriales como la Fosfofructoquinasa (PFK) o la Piruvato-deshidrogenasa [216].
Asimismo, la presencia de ciertos haplotipos mitocondriales se ha descrito como factor
de riesgo de EA [217]. Sin embargo, la hipdtesis de una cascada mitocondrial parece ser
mas una consecuencia del proceso amiloidogénico que una causa primaria de la

enfermedad [218].

2.2.6. Disfuncion en la barrera hemato-encefalica

La integridad de la barrera hemato-encefalica (BHE) se ha encontrado afectada en
enfermedades neurodegenerativas, entre las cuales esta la EA [219]. Se ha sugerido que
la presencia de AP y la interrupcion en la integridad de la barrera hemato-encefélica
pueden ser factores sinérgicos en el desarrollo de la EA. Por un lado, la acumulacién de
AP puede causar toxicidad endotelial y aumento en la adhesion de monocitos, lo cual
agravaria el dano en la BHE. Por otro, la propia disfunciéon en la BHE produce
acumulacion de AP por la filtracion directa de esta sustancia [220, 221], insuficiencia en
los mecanismos para su excrecion e induccion del procesamiento del precursor de APP
[222, 223]. Todo esto parece provocar patologia vascular asociada a las deposiciones de

AP que podrian conducir a neurodegeneracion y demencia [224].

Ademas, otra medida que se suele utilizar para detectar dafos en la integridad de la
BHE es la proporcion de albtimina en liquido cefalorraquideo respecto al total en suero

[225], la cual se ha encontrado aumentada en pacientes de la EA [226-228].

2.2.7. Disfuncion en sistema inmune

Recientemente se han publicado varios trabajos que relacionan la presencia de
marcadores inflamatorios, tanto a nivel nervioso como a nivel sistémico, con la
patogenésis de la EA [229-232]. Algunos estudios observacionales y meta-analisis
muestran la asociacion existente entre el aumento de marcadores inflamatorios y el

riesgo de padecer demencia [233].
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Se ha descrito que la activacion de la microglia en cerebros de EA se asocia al
deposito de AP [234]. Alrededor de las placas de amiloide en cerebros con EA se han
detectado agrupaciones de microglia y astrocitos activados [235, 236], y una
sobreexpresion de una variedad de citoquinas inflamatorias como la IL-1 [237], IL-6

[238], TNF-a. [239] o TGF-B [240].

También se ha relacionado la EA con patologias caracterizadas por procesos de
inflamacion croénica y factores de riesgo vascular como la hipertension, la diabetes
mellitus o la arterioesclerosis [241-244]. Se ha sugerido que la presencia simultanea de
disfuncion cerebrovascular y la EA [245-248] puede conllevar efectos sinérgicos en la

progresion de la demencia [249, 250].

2.2.8. Agentes infecciosos

Se ha establecido que la presencia de virus del herpes simple tipo 1 (HSV1) es mas
frecuente en ancianos que en personas jovenes y de mediana edad [251, 252],
probablemente como consecuencia del declive en sistema inmune durante el
envejecimiento. De hecho se ha demostrado que el virus HSV1 puede activarse en el
cerebro de manera periddica y recurrente en periodos de estrés, o de cierta
inmunodeficiencia, causando muerte neuronal [253, 254] y en presencia de APOE

puede facilitar la acumulacion de AP y Tau-fosforilada [255, 256].
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Figura 2. Factores de riesgo implicados en la aparicion y progresion de la enfermedad de Alzheimer
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(figura inspirada en Mattson y Magnus [257]).
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2.3.LOS RATONES SAMPS8: UN MODELO DE ENVEJECIMIENTO ACELERADO Y

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Los ratones SAMP8 (Senescence-Accelerated Mouse Prone §) son un modelo
murino de envejecimiento acelerado que fue seleccionado fenotipicamente a partir de la
cepa AKR/J por el Dr. Takeda y sus colaboradores en la Universidad de Kyoto [258].
Durante el mantenimiento de la colonia, observaron que ciertos animales presentaban
signos propios de un proceso de envejecimiento acelerado, como son un descenso en la
actividad motora, pérdida y empeoramiento en el aspecto del pelo, lordosis y un
acortamiento significativo de la longevidad. Mediante cruzamiento entre hermanos
establecieron nuevas series de animales (series P) que mantenian estos rasgos de
generacion en generacion, mientras que los cruzamientos entre individuos
aparentemente sanos establecieron las series R (resistentes). Basandose en los fenotipos

patologicos que expresaban y su longevidad establecieron diferentes lineas P y R.

Los ratones SAMP8 presentan de manera prematura los rasgos propios de un
proceso de envejecimiento ademas de un acortamiento significativo de su esperanza de
vida. A nivel cognitivo, los ratones SAMP8 muestran déficits en aprendizaje y memoria
espacial [259-261], deterioro en la adquisicidn y ejecucion de tareas de evitacion pasiva
y activa [262, 263], de condicionamiento por miedo (fear conditioning) [264] y de
reconocimiento de objetos [265, 266]. A nivel histologico, los ratones SAMPS
presentan pérdida neuronal, reduccion en la densidad de espinas dendriticas, patrones de
degeneracion espongiforme, microgliosis y astrogliosis en hipocampo y otras regiones
cerebrales (Tabla 1). También se han detectado en cerebro de ratones SAMPS la
acumulacion de AP [267-269] y la hiperfosforilacion de Tau [270, 271]. Ademas, los
ratones SAMPS presentan alteraciones en la barrera hematoencefalica, reduccion de la
poblacion de células de Purkinje en cerebelo [272] y aumento de estrés oxidativo por
disfunciéon mitocondrial [270, 273-276], alteraciones de los ritmos circadianos y
aumento en marcadores inflamatorios [276, 277]. Por todo esto, los ratones SAMPS se
consideran un buen modelo de envejecimiento acelerado y de enfermedad de Alzheimer

[278-280].
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En la mayoria de estudios que emplean el modelo SAMPS, los ratones SAMRI1

(Senescence-Accelerated Mouse Resistant 1) son utilizados como modelo control puesto

que son genéticamente similares a los primeros pero muestran un fenotipo de

envejecimiento normal.

Tipo Localizacién Método Caracteristica Edad Referencias
(meses)
Pérdida Hipocampo Fraccionador El nimero de células 8 [261]
neuronal optico piramidales en CA1 se
redujo en un 15,6%
El nimero celular en giro 8
dentado y CA3 se redujo
un 20%
Corteza cerebral Tinciéon de  Pérdida neuronal acusada 5 [270, 281]
Nissl Pérdida neuronal
10
Prosencéfalo Inmuno- Descenso de 8 [282]
tincioén neuronas colinérgicas en
region septal
Pérdida Hipocampo Tincion de Reduccion de 6,6-24% 8 [283, 284]
espinas Golgi en densidad de espinas
dentriticas dendriticas en neuronas
piramidales de CA1
Descenso y 6y9
empeoramiento
Espongiosis  Tronco encefalico  Microscopia Aparicion vacuolas 1-2 [285]
y médula espinal optica dendriticas
Degeneracion 4y8
espongiforme
Cerebro completo  Microscopia Degeneracion 11 [285]
optica espongiforme
Hipocampo Microscopia Presencia de vacuolas 10 [286]
optica
Microgliosis ~ Corteza cerebral Inmuno- Aumento células OX6+ 5 [270]
histoquimica
Astrogliosis  Corteza cerebral Inmuno- Mayor numero astrocitos 5 [270]
histoquimica GFAP+ alrededor de
vasos sanguineos
Hipocampo Inmuno- Mayor numero astrocitos 16 [287]
histoquimica ~ GFAP+en CAl, CA2y
CA3
Tronco encefalico Inmuno- Mayor nimero astrocitos 2 [285]
y médula espinal  histoquimica GFAP+ en zonas con
vacuolas
Astrocitosis 4y8
Materia blanca Inmuno- Astrocitosis 11 [285]
histoquimica

Tabla 1. Caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer detectadas en SAMPS (Traducida de Cheng et al.

[280]).
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3. EPIGENETICA Y ENVEJECIMIENTO

3.1.DEFINICION Y MECANISMOS

La epigenética es la ciencia que estudia los mecanismos implicados en la regulacion
de la expresion génica, de manera estable pero potencialmente reversible y sin que
conlleve alteracion de la secuencia de nucledtidos del ADN [288]. Estos procesos se
pueden dar directamente sobre las moléculas de ADN, como en el caso de la metilacion
de ADN; sobre las proteinas implicadas en el empaquetamiento de la cromatina, como
la modificacion de histonas; o sobre la funcionalidad del ARN mensajero producido,
mediante los llamados ARNs no codificantes entre los cuales se incluyen los

microARNSs.

3.1.1 Metilacion del ADN

El ADN de los vertebrados sufre modificaciones covalentes que consisten en la
adicion de grupos metilos en los nucledtidos de citosina, principalmente en los pares de
bases con secuencia CpG [289, 290]. En menor medida, se ha descrito también la
metilacion del ADN en pares de bases con secuencias CpA y CpT, en plantas [291], en
cé¢lulas madre embrionarias en Drosophila [292] y estadios iniciales del desarrollo

embrionario de raton [293].

El radical metilo de la metilcitosina reside y ejerce su funcion en el surco mayor de
la hélice de ADN, lugar donde la mayoria de las proteinas se unen. Existe una familia de
proteinas que se unen especificamente al ADN metilado, son las Methyl-CpG-binding
proteins 'y reclutan complejos represores en las regiones promotoras de los genes,
contribuyendo al silenciamiento transcripcional. Ciertos factores de transcripcion se
unen a las secuencias de ADN que contienen secuencias CpG no-metiladas, de manera
que la metilacion de ADN en esos casos previene la union de proteinas, inhibiendo
también la transcripcion. En algunos casos, como el del gen /GF2 (insulin-like gowth
factor 2) silenciado en el alelo materno durante el desarrollo, la metilacion del promotor
activa la transcripcion ya que permite la interaccion entre el gen y sus potenciadores

(enhancers) [294].
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En efecto, estudios moleculares y genéticos han mostrado que la metilacion del
ADN esta asociada con silenciamiento génico y ejerce un papel fundamental en
procesos de desarrollo embrionario como la inactivacion del cromosoma X en hembras
o los mecanismos de imprinting que definen qué alelo, materno o paterno, sera el que
se exprese en el embrion. Ademas la metilacion del ADN también ejerce un papel en el
silenciamiento de retrotransposones endogenos y en el establecimiento de los patrones

de expresion génica especificos de tejido.

Aunque los patrones de metilacion del ADN se transmiten en la division celular, no
son permanentes. Se pueden producir cambios en respuesta a factores externos como el
entorno y también como consecuencia de procesos internos oncogénicos o de
envejecimiento celular. La enzima Dnmt1 tiene actividad ADN metiltransferasa y es la
responsable del mantenimiento del patréon de metilacion en la division celular ya que se
une preferencialmente al ADN hemimetilado, en el cual s6lo una de las cadenas de
ADN esta metilada. La DNMT3A y DNMT3B son las metiltransferasas que se encargan
del establecimiento de patrones de metilacion de novo. La inactivacion de ambos genes,

DNMT3A4 y DNMT3B, es letal en las primeras etapas embrionarias.

El ADN en mamiferos esta metilado en un 70% de los pares CpG [295],
principalmente en los llamados ADN satélite, elementos repetitivos como transposones,
ADN presente entre genes y exones. Como excepcion esta el caso de las islas CpG, las
cuales contienen secuencias ricas en pares CpG y se suelen situar en los promotores
génicos. Su estado de metilacion obedece a otro tipo de regulacion, ya que es su

metilacion la que determina la actividad transcripcional del gen.

La represion de la transcripcion viene dada, tanto por la imposibilidad de los
factores de transcripcion de unirse a la hebra de ADN como por la atraccion de
complejos correpresores especificos de zonas metiladas. Existen varios ejemplos de
esto, la proteina MeCP2 reconoce y se une al ADN metilado y atrae a su vez la union
del complejo corepressor mSin3a, dependiendo asi de la deacetilacion de histonas para
ello [296, 297]. MBD1 actua conjuntamente con la metiltransferasa SETDB1 durante la
replicaciéon del ADN [298] lo que conlleva también a cambios de metilacion de
histonas. MBD2 por su parte forma parte del complejo MeCP1 el cual incluye al

complejo correpresor NuRD que contiene diferentes deacetilasas de histonas y otras
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proteinas remodeladoras. Cada proteina de reconocimiento y union a zonas metiladas de
ADN parece ser especifica de secuencia ya que no se ha encontrado solapamiento ni
competicion entre ellas [299]. Ademas, la metilacion del ADN parece estar asociada con
otras marcas epigenéticas como la trimetilacion en histona H3 lisina 9 (H3K9me3)

[300-302].

3.1.2 Modificaciones de histonas

El ADN, de aproximadamente unos dos metros de longitud es empaquetado en
apenas unas pocas micras en el nicleo de la célula. Para conseguir este nivel de
compactacion, la doble hélice se pliega alrededor de los nucleosomas, unidad bésica de
la cromatina [303]. Los nucleosomas estan formados por un octdmero de proteinas
compuesto por 4 pares de histonas (H2A, H2B, H3 y H4), alrededor de las cuales se
enrollan 147 pares de bases de ADN. Entre cada uno de los nucleosomas existe un
ADN espaciador, de entre 0 y 80 pares de bases que otorga flexibilidad a la fibra de
cromatina. Posteriormente, estos nucleosomas son empaquetados unos sobre otros

mediante la accion de la histona H1 formando lo que se conoce como "fibra de 30nm".

Los extremos N-terminales de las histonas son flexibles y quedan expuestos fuera
del nucleosoma donde pueden sufrir modificaciones covalentes en sus residuos por la
adicion de grupos metilo o acetilo, entre otros. Estas modificaciones pueden actuar en
cis, afectando la conformacion de la propia cromatina; o en trans, impidiendo la union
de ciertos factores de transcripcion o alterando los sitios de reconocimiento para atraer
otros efectores especificos. Todo ello da como resultado la activacion o silenciamiento

de la expresion génica de la region donde se localizan.

3.1.2.1 Metilacion

La metilacion de histonas es un mecanismo complejo, ya que se puede dar tanto en
lisinas como en argininas y puede tener como resultado la activacion o el silenciamiento
de la expresion génica dependiendo del tipo de histona, el aminoacido en que se
encuentre y la cantidad de grupos metilo que contenga. Las lisinas pueden estar mono-
(mel), di- (me2) o tri- (me3) metiladas, mientras que las argininas pueden estar mono-
(mel) o di- (me2) metiladas. Las enzimas implicadas en anadir grupos metilo a los

residuos de histonas son las metiltranfersas y las que los eliminan, las demetilasas, y
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ambos tipos son especificos del residuo que modifican. La metilacion en lisinas (K) ha
sido ampliamente caracterizada en los residuos de histona H3 lisinas 4, 9, 27,36y 79 e
histona H4 lisina 20 [304]. En general la metilacion en H3K4, H3K36 y H3K79 esta
relacionada con activacion transcripcional y el resto con silenciamiento, sin embargo se
ha descrito que ciertas marcas como la H3K36 o la H3K9 pueden actuar activando o
reprimiendo en funcion de si la modificacion se da en el promotor o en la zona de
codificacion de la proteina [305]. Ademas, las modificaciones en H3K79 y H4K20 se

han asociado también a procesos de reparacion de ADN. En la Tabla 2 se enumeran las

metilaciones de histonas mas descritas y el tipo de actividad que se les asocia.

Residuo Enzima Enzima Funcién Referencia
modificado metiltransferasa demetilasa
H3K4 MLL1, MLL2, LSD1 Activacion transcripcional [306-311]
MLL3, MLL4,  JARIDIA
MLLS, SETI1A, JARID1B
SETI1B, SETD?7, JARIDIC
ASHI
H3K36 SET2, NSDI, JHDMI1a, Activacion transcripcional [312-316]
SYMD2 JHDMI1b, (elongacion)
IMID2A,
IMJD2C
H3K79 DOT1 n/c Activacion transcripcional [317-319]
(elongacion)
DDR
H3K9 SUV39H1, LSD1, Silenciamiento transcripcional [300, 305, 312,
SUV39H2, JHDM2a, en zona promotora 315, 316, 320-
SETDBI1, EHMT1, JHDMZ2b, Heterocromatinizacion 328]
EHMT2/G9a, IMID2A, Puede estar presente en zona
CLL8 JMID2B, codificante de genes activos
IMID2C,
JIMID2D
H3K27 EZH2 KDM6A Silenciamiento transcripcional [327,329]
KDM6B Inactivacion cromosoma X
H4K20 SUV420H1, n/c Silenciamiento transcripcional [330, 331]
SUV420H2 Heterocromatinizacion y DDR
H3R2 PRMT6 IMID6? Represion transcripcional y [332-336]
(noestaclara  bloqueo de la marca
su funcion H3K4me3
como
demetilasa)
H3R17 PRMT4 n/c Activacion transcripcional [337]
H3R26 PRMT4 n/c n/c [338]
H3 R8 PRMTS n/c Represion transcripcional [339, 340]
H4R3 PRMTI1, PRMTS5, JMID6? PRMT]1 activacion [332, 336, 339,
PRMT6 (no esta clara  transcripcional 341-344]
su funcion PRMTS represion
como transcripcional
demetilasa) PRMT6 activacion
transcripcional

Tabla 2. Metilacion de histonas (n/c, no conocida)
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La trimetilacion en H3K4 ha sido una de las marcas epigenéticas mas estudiadas. Se
localiza principalmente en el extremo 5° de los genes y esta relacionada con activacion
transcripcional [345]. Para su establecimiento, es necesaria la accion conjunta de la
ARN polimerasa II, previamente fosforilada en serina 5 del dominio carboxiterminal, y
la enzima metiltranferasa que es la que tiene la funcidon catalitica. También se ha
descrito que la monoubiquitinizacion de H2B en lisina 120 parece estar implicada en el
establecimiento de esta marca epigenética, ya que el estado conformacional que
adquiere el nucleosoma al estar ubiquitinizado permite la metilacion en H3K4 por SET1
[346, 347]. Ademas, la metilacion en H3K4 parece influir en el establecimiento de otras
marcas epigenéticas. Por ejemplo, la metilacion en H3K9 por la metiltranferasa
SUV39H es prevenida in vitro si H3K4 esta metilada y H3S10 fosforilada, impidiendo
asi el silenciamiento génico en genes transcripcionalmente activos. Otra de las marcas
ampliamente estudiada es la metilacion en H3K36, la cual se localiza principalmente en
la region codificante de los genes y parece ser necesaria durante la transcripcion para la
eficiencia en la fase de elongacion por parte de la ARN polimerasa II. Por su parte, la
metilacion en H3K79 es poco frecuente ya que se encuentra localizada en el nticleo del

nucleosoma y no en las colas de las histonas.

La trimetilacion en histona H3 lisina 9 es una marca asociada a silenciamiento
génico que parece estar implicada también en el el proceso de heterocromatizacion
[348, 349] y metilacion del ADN [304, 346]. La metilacion en histona H3 lisina 27 se
encuentra principalmente en genes de eucromatina, zona de heterocromatina
pericentromérica y en el cromosoma X inactivado en mamiferos y ha sido asociada a
diferentes tipos de cancer [304].La metilacion en histona H4 lisina 20 estd presente en
las zonas de heterocromatina pericentromérica y parece requerir la presencia previa de

metilacion en histona H3 lisina 9.

La primera enzima caracterizada responsable de la demetilacion de las lisinas fue
LSD1 (o KDMI1A, lysine (K)-specific demethylase 1A) [310]. Pertenece a la familia de
las aminooxidasas dependientes de FAD (flavin adenine dinucleotide) y se encarga de
eliminar grupos metil de histona H3 lisina 4 mono- o dimetilada, con lo que se relaciona
principalmente con represion génica. Sin embargo, LSD1 también parece tener un papel

en activacion génica del receptor de androgenos (AR) [322, 350, 351].
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Otro grupo de demetilasas comparten una estructura catalitica comin denominada
JmjC-domain. A diferencia de LSDI1, el mecanismo de accion de estas enzimas no
requiere de un grupo g-amino susceptible de ser protonado. Por esto, pueden actuar en

todos los grados de metilacion existentes (mono-, di- y trimetilacion).

Por ultimo, la metilacidon en argininas se ha relacionado con la regulacion positiva y
negativa de la trascripcion. Los residuos H4R3, H3R2, H3R17 y H3R26 [352, 353] se
han relacionado con la activacion transcripcional y son captados por factores de
transcripcion como p53 o NF«B. En cambio, H3R8 y H4R3 se asocian con represion

génica [339, 342].

3.1.2.2 Acetilacion

La adicién de grupos acetilos a los extremos expuestos de las histonas se suele
asociar con una activacion transcripcional. Se considera que la neutralizacion de la
carga positiva de la lisina por la acetilacion, reduce la fuerza de la union entre las
histonas y el ADN, lo cual crea una relajacion de la cromatina haciéndola mas accesible
a los factores de transcripcion [354]. Por otro lado, la acetilacion en residuos de lisina es
una marca reconocida por los bromodominios presentes en proteinas de unioén a la
cromatina [355] que a su vez, pueden formar parte de otros complejos remodeladores de

cromatina [356].

En general, los factores activadores de expresion génica reclutan histonas
acetiltransferasas (HAT) que incorporan grupos acetilos (Tabla 4), y los factores
represores atraen la union de histonas deacetilasas (HDAC) que eliminan grupos

acetilos (Tabla 5).
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Residuo Enzima Funcién Referencia
modificado acetilasa
H2AKS5 CBP/P300, TIP60  Activacion transcripcional [357, 358]
H2BK12 CBP/P300 Activacion transcripcional [358, 359]
H2BK15 CBP/P300 Activacion transcripcional [358, 359]
H3K9 GCNS, PCAF Activacion transcripcional [360-362]
H3K14 CBP/P300, GCNS5,  Activacion transcripcional [357, 358, 363-
MYST2, PCAF,  TIP60 en DDR 365]
TIP60
H3K18 CBP/P300, PCAF  Activacion transcripcional y [337, 358]
DDR
H4K5 HATI1, CBP/P300, Posicionamiento histonas [357, 358, 363,
GCNS5, MYST2, Activacion transcripcional 364, 366-368]
TIP60 DDR
H4KS8 CBP/P300, GCN5,  Activacion transcripcional y [357, 358, 363,
MYST2, TIP60 DDR 364, 366, 367,
369-371]
H4K12 HAT1, GCNS, Posicionamiento histonas [357, 358, 363,
MYST2, TIP60 Silenciamiento telomérico 364, 366-369,
Activacion transcripcional 371]
DDR
H4K 16 GCNS5, MYST]I, Activacion transcripcional y [357, 363, 364,
TIP60 DDR 366, 370, 372]

Tabla 4. Enzimas implicadas en la acetilacion de histonas

Clase Enzima

I HDACI1, HDAC2, HDAC3, HDAC8

A HDAC4, HDACS5, HDAC7, HDAC9

1B HDAC6, HDAC10

v HDACI11

I SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS, SIRT6,
SIRT7

Tabla 5. Enzimas implicadas en la deacetilacion de histonas

Existen dos grandes grupos de acetiltranferasas, las nucleares o tipo A y las
citosolicas o tipo B (entre las cuales se incluye la HATI, que acetila las histonas
solubles cuando son sintetizadas antes de ser importadas al nucleo). Dentro de las
acetiltranferasas nucleares se han descrito tres familias clasificadas segin las regiones
conservadas que contienen en su secuencia: GNAT que acetila H3; MYST que acetila
H4 y CBP/p300 que puede acetilar H3 y H4 [373]. CBP/p300 tiene la propiedad de
auto-acetilarse incrementando asi su actividad y ademas, puede acetilar otros sustratos
diferentes a las histonas entre ellos algunos factores de transcripcion [374]. Las
diferentes familias de HAT no comparten homologia en sus secuencias, sin embargo
como caracteristica comun presentan una estructura tridimensional globular con un

nucleo central que permite la union del cofactor acetil-coenzima A (Ac-CoA) [375].
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Existen cuatro familias de HDACs. Las de tipo I, IT y IV no requieren cofactor para
deacetilar, mientras que la de tipo III requieren del cofactor NAD+ como parte de su
mecanismo de catalizaciéon. En general no presentan mucha especificidad en cuanto al
residuo acetilo que eliminan y estdn presentes en numerosos complejos represores.
Regulan procesos de proliferacion celular, diferenciacién, senescencia, apoptosis,
cancer, metabolismo y funciones cognitivas como el aprendizaje y la memoria [376,

377].

3.1.2.3 Fosforilacion

La fosforilacion de proteinas juega un papel clave en vias de sefializacion celular. En
1991 el Dr. Mahadevan y sus colaboradores observaron que la estimulacion del ciclo
celular y activacion de la transcripcion de los genes “immediate-early” correlacionaba
con la fosforilacion de histona H3 [378]. Se han identificado varias quinasas que actiian
en este residuo, como la MSK1/2 y la RSK2 [379-381]. El residuo de serina 10 en
histona H3 es una marca mantenida entre especies desde levaduras a humanos y ha sido
especialmente caracterizada en Drosophila [382], donde se ha descrito que su
fosforilacién tiene un papel importante en la regulacion de la transcripcion y en

procesos de condensacién cromosomica desplazando a la proteina de union HP1 [383].

3.1.2.4 Otras modificaciones

La ubiquitinacion y la sumoilacion son modificaciones post-traduccionales que, a
diferencia de la metilacion, acetilacion y fosforilaciéon, incrementan en
aproximadamente dos tercios el tamafio de las histonas. La ubiquitinacion consiste en
la adicion de una molécula de ubiquitina formada por 76 aminoacidos y una glicina, y
puede ser una marca represora o activadora, en funcion del lugar en el que se posicione.
Por ejemplo, la monoubiquitinacion en H2B es activadora transcripcional [384-386] y
esta relacionada con el establecimiento de metilacion en H3K4 [387, 388]. La
monoubiquitinacién en H2A, en cambio, es una marca asociada al silenciamiento
génico [389]. La sumoilacién es la adicion de una proteina llamada SUMO (small
ubiquitin-related modifier) de 11kDa, es una marca represiva que actua bloqueando los

residuos de lisina que no pueden ser metilados o ubiquitinados, de este modo las
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enzimas HDACs son atraidas y se encargan de eliminar los grupos acetilo presentes en

esa region de cromatina [390].

La desiminacion es la conversion del aminoécido arginina en citrulina por accion de
las Peptidilarginina deiminasas (PADs). En concreto se ha demostrado que la PADI4
puede llevar a cabo esta reaccion en las argininas presentes en histonas [391, 392]. Por
otro lado, la aparicion de citrulina en histona H3 y H4 correlaciona con la desaparicion
de la metilacidon en argininas in vivo, y podria actuar como un antagonista del efecto

activador de la transcripcion dependiente de la metilacion de argininas.

3.1.3 ARNsSs no codificantes

Los ARN no codificantes se dividen en funcion de su tamafio en IncARNs (long
non-coding ARNs) y sncARNSs (short non-coding ARNs) de més y menos de 200pb,
respectivamente. Dentro de los sncARNs se incluyen los snoARNs (de 70 a 100
nucledtidos que actian modificando otros ARN como el ribosomal y el de
transferencia), los piARNs (de 26 a 31 nucledtidos que forman complejos de ARN y
proteinas piwi y actian en el silenciamiento de retrotransposones y otros genes de
células germinales), los siARNs (de 20 a 25 nucledtidos que actian como pequefias
moléculas de ARN de interefencia silenciando la expresion génica), y los microARNs

(miARNS).

Los microARNSs se identificaron por primera vez en C.elegans [393] y corresponden
a fragmentos de ARN no codificante de entre 18 y 25 nucledtidos que regulan la
expresion génica a nivel post-transcripcional [394]. Los microARNs son inicialmente
transcritos en forma de miARN primario (pri-miARN) el cual forma una estructura de
bucle. Seguidamente, este precursor es procesado en el nucleo por la enzima DROSHA
para formar el pre-miARN de unos 70 nucleétidos de tamafio que sera exportado al
citoplasma por la enzima Exportina 5 y procesado por la enzima DICER para formar
ARN de doble cadena (miARN-miARN*). La hebra de ARN que llevard a cabo la
regulacion génica es incluida dentro del complejo miRISC. Por su parte, la hebra
complementaria (marcada con un asterisco en la nomenclatura clésica) se creia que era
simplemente degradada pero nuevos trabajos apuntan hacia un posible papel como

modulador de la funcion celular [395, 396].
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Los miARNs reconocen un ARN mensajero (ARNm) en base a la homologia de
secuencias [397]. En funcion del nivel de complementaridad, el silenciamiento de
expresion se producird mediante la degradacion del ARNm (en el caso de que la
complementariedad de bases sea total) [398-400], o por bloqueo del acceso de la

maquinaria de la traduccion en los ribosomas [401-403].

El andlisis de expresion y funcionalidad de los microARNs mediante plataformas
basadas en microarrays de expresion, secuenciacion y PCR a tiempo real, ha revelado el
papel de los miARNs como factores reguladores de vias de sefalizacion imprescindibles
para la homeostasis y diferenciacion celular, regulacion epigenética y respuesta frente a
dafios en el ADN, entre otros [404-406]. Actualmente existen varias bases de datos de
miARN:S, entre las cuales destaca miRBase (http://www.mirbase.org/) por ser una de las
mas actualizadas y con mayor cantidad de informacion sobre las secuencias de miARNs
maduros, precursores, localizacion, prediccion de genes diana y bibliografia. También
hay disponibles otras paginas como GOmir (http://www.bioacademy.gr/bioinformatics-
/GOmir/bioinformatics_home.htm) especializadas en prediccion de genes dianas y

agrupacion mediante categorias ontologicas.

La mayoria de miARNSs son especificos de tejido [394, 407]. En sistema nervioso
central los microARNs modulan procesos de gran relevancia funcional [408-411] como
la neurogénesis [412, 413], crecimiento de dendritas [414, 415] y formacion de espinas
dendriticas [416, 417]. La especificidad de expresion en cerebro se da a diferentes
niveles. Se ha observado que el hipocampo y el cortex son dos éareas del cerebro
especialmente ricas en expresion de miARNSs, y se ha sugerido su implicacion en el
establecimiento de la memoria y en procesos de plasticidad neuronal [418]. El tipo
célular también es uno de los determinantes en la expresion de ciertos miARNSs, ya que
los circuitos glutamatérgicos y las neuronas GABAergicas tienen perfiles de expresion

diferenciales de otros tipos neuronales [419, 420].

Asimismo, la localizacién dentro de la neurona también es un rasgo especifico de cada
miARN. Por ejemplo miR-26a se encuentra enriquecido en dendritas [421], mientras
que otros como miR-200c, miR-339, miR-7 o miR-137 se localizan principalmente en
la region sindptica; o miR-15bm, miR-16 y miR-221 que se encuentran en el axén

neuronal [422].

40



Introduccion

3.2. MODIFICACIONES EPIGENETICAS ASOCIADAS AL ENVEJECIMIENTO

3.2.1 Metilacion ADN

Con el proceso de envejecimiento se produce una reduccion de los niveles globales
de metilacion en el ADN asi como un aumento en zonas especificas. Estudios
comparativos entre grupos de diferentes edades de sangre humana [423-427] y otros

tejidos [428-430] corroboran estos resultados.

Sorprendentemente, la hipometilacion asociada a envejecimiento se produce
principalmente en los denominados transposones (transposable repetitive elements). La
propiedad principal de los transposones es insertarse en diferentes partes del genoma de
manera autébnoma, pudiendo provocar cambios en la expresion del gen donde se inserta
o incluso afectando de manera irreversible su funcionalidad si rompe su secuencia
durante la transposicion. Alguno de ellos, como por ejemplo Alu y LI, suelen
encontrarse reprimidos, de manera que la eliminacion de metilacion en el ADN asociada
a envejecimiento en estos elementos supone un incremento en la inestabilidad
genomica. Otras regiones sensibles a la hipometilacion durante el envejecimiento
incluyen regiones promotoras ricas en CpG de genes inflamatorios como /GF2 [431],

TNF [432], iNOS'y TLR2 [426].

A su vez, durante el envejecimiento también se observa una hipermetilacion en
ciertas regiones del genoma. Por ejemplo, se han descrito alteraciones en el patron de
metilacion de islas CGs en genes reguladores de la transcripcion [427], especificos de
tejido [433], implicados en desarrollo y diferenciacion [434], apoptosis [435],
senescencia [436] o asociados con cancer [437]. En un estudio llevado a cabo por
Bocklandt y colaboradores [438] se identificaron 3 genes (EDARDD, TOMILI y
NPTX2) de un total de 88 relacionados con el proceso de envejecimiento con una
relacion entre el patron de metilacion y la edad que se ajustaba a un modelo de regresion
lineal, pudiéndose considerar candidatos para predecir la edad fisiolégica con una

precision de 5.2 afios.

Por otra parte, también se ha descrito un descenso de los niveles de las enzimas
DNMTI1 y DNMT3a y un incremento de DNMT3b en células somaticas durante el
envejecimiento [439, 440]. En ratones se ha visto que la insuficiencia de DNMTI1 [424]
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y DNMT3a [441] provoca alteraciones en el aprendizaje y la memoria de manera
dependiente a la edad. En Drosophila, la sobreexpresion de DNMT2 (la tnica
metiltransferasa de ADN presente en esta especie) provoca un incremento en la
esperanza de vida de hasta el 58% [442]. Sin embargo, el enzima DNMT2 de mamiferos
no actua como metiltransferasa de ADN sino de ARN [443]. Aun asi, estos resultados
indican que la metilacion en ADN puede ser importante para determinar la esperanza de
vida. Sin embargo, algunos autores sugieren una regulacion mas compleja para explicar
los cambios observados en el estado de metilacion en el ADN durante el
envejecimiento, en la cual se incluyen otros factores como el efecto del entorno y los

habitos de vida o la localizacion del gen estudiado [444].

3.2.2 Modificaciones de histonas

Algunas de las modificaciones de histonas que afectan el envejecimiento y la
longevidad incluyen enzimas y cofactores responsables de acetilacion y metilacion de
histonas. Caenorhabditis elegans es una especie de nematodo muy utilizado en genética
del desarrollo y longevidad ya que posee ciertas caracteristicas que lo hacen un buen
modelo de estudio. Presenta un aspecto transparente a contraluz, facilitando su
observacion bajo el microscopio; posee muchos de los drganos y sistemas de otros
organismos; tiene un mantenimiento muy facil a nivel de alimentacién y reproduccion y
tiene una esperanza de vida de entre dos o tres semanas permitiendo estudiar los
procesos de envejecimiento y longevidad en un plazo de tiempo muy corto. Por
ejemplo, la sobreexpresion de la histona deacetilasa SIR-2, responsable de la acetilacion

en H4K 16, se ha asociado con un aumento en la longevidad de C.elegans [445-447].

El estado de metilacion de histonas parece ser un determinante de la longevidad en
C.elegans. Por ejemplo la inhibicion de las metiltransferasas ASH-2 y SET-2 se ha
asociado con una reduccion global en los niveles de H3K4me3 que extiende la
esperanza de vida. En cambio, la inhibiciéon de la demetilasa RBR-2 reduce la
longevidad [448, 449]. Ademads, la inhibicion de UTX-1, enzima responsable de
demetilar la marca de silenciamiento H3K27me3, aument6 la esperanza de vida [450,

4517.
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En mamiferos la alteraciéon del homoélogo a SIR-2, SIRT1, produce mejoras en la
respuesta a estrés, la supervivencia celular mediante la regulacion de p53 [452] y el
metabolismo [453] pero tiene muy poco efecto en términos de longevidad [454, 455].
De manera similar, la inhibicién de las histonas deacetilasas HDAC de clase [ y II en
raton no produce cambios en la longevidad, pero revierte el declive en aprendizaje y
memoria asociado a envejecimiento, relacionados con cambios en los niveles de

H4K12ac en regiones codificantes y de inicio de la transcripcion [456].

La deacetilasa SIRT6 que modifica los residuos de H3K9 y H3K56, es un factor
necesario en la reparacion de ADN danado, y se ha observado que su deficiencia afecta
a la longevidad y causa envejecimiento prematuro [457]. Por ultimo, en primates y
lineas celulares humanas, también se han encontrado asociaciones entre envejecimiento
y aumento global en los niveles de H3K4me?2 [458], H4K20me2 y H3K79me?2 [459], y
reduccion global en H3K9me3 y H3K27me3 [460, 461] y aumento en acetilacion global
de histonas [462, 463].

Otro de los procesos alterados durante el envejecimiento es el sistema de reparacion
de dafios del ADN, el cual requiere la presencia de ciertas modificaciones en histonas en
particular la fosforilacion en H2AX [464]. Esta modificacion esta aumentada con la

edad en roedores y modelos humanos con envejecimiento prematuro [465-467].

3.2.3 microARNs

Recientemente se ha comenzado a describir la implicacion de los microARNSs en la
longevidad y los procesos de envejecimiento [468]. En general, la expresion global de
los miARNSs va disminuyendo con la edad mientras que algunos especificos asociados a

patologias propias del envejecimiento, aumentan su expresion [469].

En C.elegans se han identificado unos 200miARNs de los cuales mas del 50 %
contienen secuencias conservadas en humanos y mas del 25 % son sensibles al
envejecimiento [470, 471]. Entre estos ultimos, los niveles de expresion de mir-71, mir-
246 y mir-239 pueden provocar cambios de hasta un 47% en la esperanza de vida [472],
algunos aumentandola (mir-239) y otros disminuyéndola (lin-4, mir-71 y -238) [473,
474]. Otros microARNs como let-7 o miR-1, conservados en organismos superiores,

también se relacionan con procesos de envejecimiento [475].
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Una de las vias de sefializacion modulada por algunos de estos microARNS, es la via
de la insulina/IGF, ampliamente asociada a la regulacion de la senescencia [472, 474].
Algunas mutaciones en genes implicados en la via de sefializacion de la insulina/IGF
modifican la esperanza de vida en C.elegans [476], Drosophila [477] y raton [478].
Entre los microARNs que regulan esta via se encuentran lin-4 que modula la expresion
de DAF-16 (inhibidor transcripcional que se activa por IGF-1) [479], miR-216a, miR-
217 y miR21 que regulan PTEN (inhibidor de la via de Akt mediante defosforilacion de
PIP;) [480, 481] y miR-1, miR-320 y miR-206 que inhiben la expresion de IGF-1 [482,
483].

Otra via de gran importancia en la modulacion de la longevidad afectada por la
expresion de microARNs es la via de TOR [484]. Esta via estimula el crecimiento
celular y bloquea la autofagia en respuesta al contexto nutricional y la presencia de
factores de crecimiento [485]. La inhibicion de la via de TOR aumenta la longevidad en

levadura [486], C.elegans [487, 488], Drosophila [489] y ratén [490].

También es importante destacar la accion de los microARNs sobre SIRT1, factor
con un papel importante en longevidad y envejecimiento. Entre ellos se encuentran
miR-217 cuya expresion aumenta con la edad [491], miR-34a regulado a su vez por p53

(diana de SIRT1) [492], miR-199a [493] y miR-132 [494].

Por tltimo, diversos microARNSs se han relacionado con la manifestacion de algunas
patologias cronicas asociadas al envejecimiento. Por ejemplo, miR-1, miR-122 y miR-
375 se han relacionado con hipertrofia e insuficiencia cardiaca [495-497], miR-1 y miR-
206 con hipertrofia muscular y sarcopenia [498-500] y miR-21, con regulacién del
perfil lipidico [501, 502]. A nivel de sistema nervioso central, varios estudios han
mostrado variaciones en el patron de expresion de miARNs en modelos de EA [503-
505]. Por ejemplo, se ha descrito la disminucién de miR-124 en cerebros de pacientes
de Alzheimer [506], y alteraciones de miR-101 que modula la proteina percursora
amieloide (APP) [507], y de miR-195, miR-107, miR-298 o miR-29a/b-1, implicados en

el control traduccional de la enzima beta-secretasa 1 (BACE) [S508-511].
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4. EJERCICIO FiSICO Y ENVEJECIMIENTO

Una de las principales recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud es
mantener un estilo de vida fisicamente activo a lo largo de toda la vida. En jovenes,
hasta los 17 afios se recomienda invertir un minimo de 60 minutos diarios en
actividades fisicas de intesidad moderada que incluyen juegos, deportes y actividades
recreativas y educacion fisica. En adultos de 18 a 64 afios, se recomiendan 150 minutos
semanales de actividad fisica aerdbica moderada o bien 75 minutos de intensidad
elevada, con el fin de mejorar las funciones cardiorrespiratorias y musculares y la salud
O0sea. También se recomienda la incorporacion de actividades de fortalecimiento
muscular un minimo de dos veces por semana. En el caso de adultos de mas de 65 afios,
se recomienda mantener una actividad fisica activa coherente con el estado de salud la
persona, mediante actividades recreativas o de ocio, desplazamientos y paseos, y otras
actividades realizadas en el contexto familiar y comunitario. De igual forma que en
individuos adultos, las recomendaciones minimas en personas de edad avanzada son de
150 minutos semanales, teniendo especial importancia en este grupo de edad las
actividades de refuerzo muscular y la incorporacion de actividades de mejora de
equilibrio. Numerosos estudios muestran los beneficios psicoemocionales y
neurofisiologicos del ejercicio fisico [512] con particular interés en los efectos

saludables durante el envejecimiento [513-515].

4.1. MODELOS EXPERIMENTALES DE EJERCICIO FiSICO

Existen diferentes métodos para valorar la actividad fisica en humanos, siendo los
mas empleados la valoracion personal mediante cuestionarios, el uso de sensores de
movimiento, medidas de la tasa metabdlica y de otras caracteristicas cardio-
respiratorias. Uno de los métodos utilizados es la evaluacion del gasto energético
durante las actividades cotidianas de la persona en periodos prologados de tiempo
mediante la administraciéon de agua que contiene iso6topos de oxigeno e hidroégeno
marcados [516]. Aunque este método proporciona ciertas ventajas en la valoracion
durante la vida normal de los sujetos de estudio en periodos prolongados de tiempo, no
aporta informacion del tipo, frecuencia, duracion e intensidad de la actividad fisica
realizada. Otro método utilizado es la observacion directa o a través de grabaciones de

las principales actividades cotidianas, aunque este método se suele utilizar so6lo en

45



Introduccion

grupos pequefios y actividades especificas. El uso de sensores de movimiento, como
poddmetros y acelerometros, también es uno de los métodos escogidos en el estudio de
la actividad fisica en humanos. Mediante este tipo de herramientas, se puede obtener
informacion sobre la frecuencia e intensidad de la actividad fisica realizada [517]. Sin
embargo, el uso de estos dispositivos requiere el analisis de una gran cantidad de datos
y no indican el tipo especifico de actividad realizada. Existen también medidas
indirectas para evaluar la actividad fisica, como la frecuencia cardiaca o la capacidad
aerdbica del individuo (VO,) [518]. Sin embargo, estas medidas estan influencias por el
nivel de entrenamiento previo del sujeto y requieren del estudio previo de las
caracteristicas de cada individuo [519]. Ademas, hay que tener en cuenta que factores
de tipo emocional, temperatura y humedad, nivel de deshidratacion e incluso posturales

durante la realizacion de la actividad fisica, pueden afectar a estos parametros [520].

Dadas las limitaciones metodologicas de los estudios en humanos, existen dos
estrategias principales para el estudio de los efectos del ejercicio fisico utilizando
roedores como modelo experimental: ejercicio forzado utilizando una cinta ergométrica

y ejercicio voluntario basado en ruedas de actividad [521].

El ejercicio fisico forzado implica extraer al animal de la jaula y colocarlo sobre una
cinta ergométrica variando la velocidad y el tiempo de exposicion segun el disefio
experimental. Las ventajas de este tipo de ejercicio son la posibilidad de controlar la
duracion y la intensidad del ejercicio realizado por cada animal, ademas de la
posibilidad de mantener a los animales estabulados en grupos o aislados en cajas
individuales. Por el contrario, hay que tener en cuenta que los resultados de este tipo de
ejercicio pueden verse influidos por la manipulacion realizada sobre el animal al
colocarlo en la cinta [522] y por la aparicion de respuestas de estrés si se utilizan

métodos de motivacion con descargas eléctricas [523, 524].

En los modelos de ejercicio fisico voluntario, los animales tienen acceso libre a
ruedas de actividad que permiten controlar el nivel de ejercicio realizado. Para ello, las
ruedas de actividad poseen un imén conectado a un interruptor electrénico colocado en
el eje de la rueda, la sefial que emite es enviada a un concentrador que transmite los
datos a un ordenador por un sistema de transmision sin cables, y mediante un sofiware

especifico se contabiliza la actividad y tiempo de cada giro. Las ventajas de este tipo de
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gjercicio son que no es necesario aplicar descargas eléctricas ni motivacion de ningin
tipo a los animales y no genera estrés per se ya que la actividad depende de la voluntad
del propio animal [525]. Sin embargo, este tipo de intervencion conlleva algunos
inconvenientes ya que se suele observar heterogeneidad en la cantidad de ejercicio
realizado por cada animal [526] y ademéas los animales deben mantenerse en jaulas
individuales para poder cuantificar correctamente el ejercicio realizado por cada uno.
Este aislamiento puede incrementar los niveles de estrés y ansiedad de los roedores
[527-529], asi como conductas depresivas [530], llegando a afectar las capacidades

cognitivas y fisioldgicas de los animales [531-533].

4.2.EFECTOS DEL EJERCICIO FiSICO EN MODELOS MURINOS Y EN HUMANOS

4.2.1. Sistemas periféricos

Gran cantidad de estudios epidemioldgicos han mostrado una fuerte correlacion
negativa entre el ejercicio fisico aerobico y el riesgo cardiovascular [534-541] tanto en
individuos sanos [542-548] como en individuos de edad avanzada o con enfermedades
cardiacas [549-551]. Ademas, los efectos del ejercicio fisico no parecen estar
influenciados por la presencia de marcadores genéticos asociados con déficits
cardiovasculares [549, 552-554] mostrando el potencial terapéutico de este tipo de
practica sobre la salud cardiovascular. Sorprendentemente, algunos estudios muestran
una mayor proteccion del ejercicio fisico en mujeres que en hombres [555, 556]. La
actividad fisica moderada es la que mayor impacto tiene sobre el riesgo de
enfermedades coronarias [554] y por ello es la que se recomienda en la mayor parte de
guias publicas de salud [512, 557]. La hipertension es uno de los principales factores de
riesgo en la aparicion de enfermedades cardiovasculares [558] y se ha demostrado que
habitos de vida saludables como la pérdida de peso y una actividad fisica habitual
contribuyen positivamente a la disminucidén y control de la presion sanguinea [559-

564].

Por otro lado, la incidencia de diabetes mellitus tipo 2 estd inversamente relacionada
con el ejercicio fisico [565-567] y la mortalidad debida a esta enfermedad llega a ser el
doble en personas sedentarias independientemente del peso corporal que tengan [568-
570]. No solo se ha visto esta relacion a nivel epidemioldgico, dos estudios

intervencionales mostraron una reduccioén de hasta el 58% en marcadores de riesgo de
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padecer diabetes [571, 572]. Todo ello puede estar relacionado con el hecho de que,
tanto el ejercicio aerdbico como el anaerdbico [573, 574], aumentan la captacion de
glucosa mediante el transportador GLUT-4, presente en las células musculares, de

manera independiente a la insulina [575].

El ejercicio aerdbico también da lugar a cambios en los niveles de lipidos y
lipoproteinas en circulacion [576-578]. El resultado mas consistente entre los estudios
realizados en humanos es la reduccion de los niveles de lipoproteinas de baja densidad
(low-density lipoprotein, LDL) [579-583], otro de los principales marcadores de riesgo

de fallo cardiaco.

En cuanto al sistema inmune y estado inflamatorio, el ejercicio fisico agudo e
intenso induce una respuesta inflamatoria transitoria debido a la estimulacion muscular
tras el esfuerzo realizado. Sin embargo, una actividad regular y moderada reduce los
niveles de marcadores inflamatorios como la proteina C-reactiva (CRP) [584-588],
comunmente asociada a un elevado riesgo de infarto cardiaco y cerebrovascular [589] y
otras citoquinas proinflamatorias como el TNF-a y IL-6 [590]. El ejercicio fisico
también parece tener un efecto inhibitorio sobre factores trombogénicos y estimula el

potencial fibrinolitico, lo cual contribuye a reducir el riesgo de trombosis [591-593].

4.2.2 Sistema nervioso central

Numerosas evidencias indican que el ejercicio fisico aerdbico tiene efectos positivos
a nivel cognitivo en individuos adultos de mas de 55 afios [594], produciendo mejoras
en atencion y memoria [595]. También se ha observado un aumento de materia gris en
la zona prefrontal y temporal y de materia blanca en la zona anterior del cuerpo calloso
[596-599], ambas areas importantes para la ejecucion de tareas de atencion selectiva que

son especialmente sensibles al envejecimiento [600-602].

Estudios de resonancia magnética funcional (fMRI) han mostrado un aumento en el
volumen hipocampal de individuos sanos de entre 59 y 81 afios de edad [603], asi como
mejoras en memoria espacial [604] en respuesta a la actividad fisica. Por ejemplo, en un
estudio randomizado reciente se observo un aumento de un 2% en el volumen
hipocampal de individuos sanos de entre 55 y 80 afios de edad tras un entrenamiento

aerobico [605] asociado a un aumento en los niveles del factor neurotrofico BDNF en
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suero y a mejoras en funciones de aprendizaje y memoria. En un estudio realizado por
Pereira y colaboradores [606] se analizaron los efectos tras 2 semanas de ejercicio fisico
voluntario en ratébn y 12 semanas de entrenamiento aerdbico en humanos. Mediante
resonancia magnética (MRI) describieron un aumento en la irrigacion sanguinea en el
giro dentado hipocampal en ambos modelos experimentales, que en raton pudieron
correlacionar con aumento en procesos de neurogenésis y en humanos con mejoras en
aprendizaje y memoria. Los efectos del ejercicio sobre la memoria y el volumen del

hipocampo [607, 608] también se han observado en nifios de 10 afios de edad.

Los modelos animales permiten el estudio de las vias moleculares y los cambios a
nivel celular producidos en el cerebro en respuesta al ejercicio fisico. El aumento en la
proliferacion celular y la supervivencia neuronal en giro dentado es uno de los efectos
obervados mas consistentes tras intervenciones de ejercicio fisico [609-614] tanto en
animales de edad media [611] como de edad avanzada [615]. Incluso animales recién
nacidos de madres que han practicado ejercicio fisico durante la gestaciéon, muestran
mayor supervivencia celular en hipocampo [616, 617]. También se ha descrito el
aumento de células progenitoras neuronales en otras regiones como el darea
paraventricular de los ventriculos laterales [613, 618, 619]. Los efectos del ejercicio
sobre la neurogenésis se ha asociado a una mayor vascularizacion en corteza cerebral
[620], estriado [621] e hipocampo [622], y al aumento en los niveles de IGF1 en
hipocampo [623] y de IGF1 [610] y VEGF en suero [624], reforzando la idea de que las

respuestas centrales y periféricas al ejercicio fisico actiian de forma coordinada.

El factor neurotréfico derivado del cerebro (brain-derived neurotrophic factor,
BDNF) es una neurotrofina implicada en la excitabilidad neuronal, la plasticidad
sindptica y el mantenimiento de funciones cognitivas como la memoria y el aprendizaje
[625-628]. El aumento de BDNF es uno de los marcadores mas validado a nivel
experimental en modelos de ejercicio fisico y que tanto en expresion génica como en
niveles de proteina de BDNF muestran un aumento en sus niveles en hipocampo tras
intervenciones de ejercicio fisico [629, 630]. La practica de ejercicio fisico de tan sélo
una semana ya provoca mejoras en las funciones cognitivas de ratones jovenes y de
edad avanzada, y esto se ha asociado al aumento en la expresion de los genes Bdnf,
sinapsina, Mapk y Crfrl, implicados en procesos de memoria y plasticidad sinaptica

[626]. Ademas, se ha observado que la practica de ejercicio fisico facilita el aumento de

49



Introduccion

expresion del factor Bdnf en intervenciones posteriores y produce una respuesta mas

eficiente [631].

A nivel psicoemocional, el ejercicio voluntario facilita la asimilacion de situaciones
nuevas reduciendo los comportamientos relacionados con ansiedad [632-634] y parece
ejercer un efecto antidepresivo, descrito tanto en modelos de roedores [635] como en

humanos [636-638], el cual se asocia al aumento de BDNF [639] y de VGF [640].

4.2.3 Ejercicio fisico, envejecimiento y Alzheimer

El ejercicio fisico produce una serie de beneficios en sistema nervioso central que
estan implicados en el mantenimiento y mejora cognitiva. Estas observaciones han

suscitado interés en el contexto de la prevencion y tratamiento de la EA [641-643].

En humanos, diferentes meta-analisis realizados han demostrado que el ejercicio
fisico tiene un efecto positivo sobre la cognicion y que existe una relacion entre la
actividad fisica y las mejoras cognitivas tanto en individuos sanos como en pacientes
con signos de demencia propios de la EA [594, 644, 645]. Estudios realizados en
personas en un estadio temprano de la EA han mostrado un aumento en el volumen del
hipocampo [605, 646, 647] y corteza cerebral [596, 600, 648], asi como una mejora en
las habilidades cognitivas que puede llegar a perdurar hasta 6 meses después de finalizar
la intervencion de ejercicio [649]. También se ha observado una mejora en la
conectividad entre corteza cerebral e hipocampo [650-652] y en la vascularizacion en
hipocampo [606]. Ademas, se ha estimado que la practica regular de ejercicio fisico
podria llegar a reducir el riesgo de padecer la EA hasta en un 45% [653] y que el inicio
de una actividad fisica desde edades tempranas tendria un mayor impacto [654]. Incluso
se ha comprobado que la practica de ejercicio puede asociarse con menores niveles de
AP en humanos [655], especialmente en individuos con predisposicion genética a

padecer la enfermedad [656].

En modelos animales, se han observado mejoras de memoria y aprendizaje y una
diminucion en el depdsito de placas de AP en corteza cerebral e hipocampo tras 5 meses
de ejercicio voluntario [657]. También se han observado mejoras en memoria (fear
conditioning test) y un aumento en la expresion del gen Lztfll (leucine zipper

transcription factor-like protein 1) asociado a crecimiento de neuritas en el modelo
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SAMPS8 de envejecimiento y EA tras 4 meses de ejercicio voluntario [658]. Estos
ratones también presentan mayores niveles de SIRT1 en hipocampo y corteza cerebral
de ratones después de 6 meses de ejercicio voluntario moderado que provocaron una
activacion de la via de AMPK y mejoras en la funcién mitocondrial en hipocampo
[659]. Por ultimo, en este mismo modelo se observaron mejoras en la actividad
locomotora y la funcidon sensorimotora, asi como mejoras en factores implicados en
revascularizacion (VEGFa), funciéon mitocondrial (Sirt/-Ampk-Pgcla) y metabolismo

energético (Glut4 y Cd36) en musculo esquelético [660].

4.3.EJERCICIO Y EPIGENETICA

Algunas de las mejoras observadas en metabolismo, inflamacion y sistema nervioso
en respuesta a la practica de ejercicio fisico se han relacionado recientemente con
cambios a nivel epigenético implicados en la metilacion del ADN, metilacién y

acetilacion de histonas y la expresion de diferentes microARNS.

A nivel global, se ha descrito un descenso en los niveles de metilacion del ADN en
regiones promotoras de genes relacionados con vias metabdlicas en respuesta al
ejercicio fisico en musculo esquelético [661, 662], como por ejemplo el receptor gamma
activador de peroxisomas (PPAR-y), el coactivador 1 alfa (PGC-la) o el factor de
transcripcion mitocondrial A (TFAM) [661]. También se ha observado que durante la
practica de ejercicio se produce un cambio en la localizacion intracelular de las
desacetilasas de histonas HDAC4 y HDACS, posiblemente mediado por la fosforilacion
mediante AMPK. Esto produciria una disociacion del factor MEF2, permitiendo su
unidon a histonas acetiltransferasas y el posterior aumento de expresion de Glut4
observado en musculo esquelético en respuesta al ejercicio [663, 664]. En cuanto a la
expresion de miARNs en musculo esquelético, se ha observado una reduccion de varios

miARNs implicados en metabolismo y procesos de fosforilacion oxidativa [665].

Por otro lado, el ejercicio moderado se ha asociado con un retraso en la
hipometilacién durante el proceso de envejecimiento en genes implicados en respuesta
inflamatoria como la proteina asociada a apoptosis speck-like (ASC) [666], implicada en
la secrecion de citoquinas proinflamatorias como IL-1f e IL-18. También se han
descrito cambios en la expresion de 34 microARNs en células mononucleares de sangre

periférica (PBMCs) implicados en la regulacion de vias inflamatorias [667].
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A nivel de sistema nervioso central, se han descrito cambios epigenéticos asociados
a la expresion de BDNF. Tras una intervencion de una semana de ejercicio se detectd
una demetilacion la region promotora del gen de Bdnf y una correlacion entre el
aumento de expresion de dicho factor y los niveles de acetilacion en histona H3 en
hipocampo [668]. El ejercicio también produjo una disminucidén en los niveles de
HDACS, enzima implicada en la modulacién del gen de Bndf en un modelo murino de
depresion [669]. La acetilacion de histonas es uno de los mecanismos principales en
sistema nervioso central para el establecimiento de la memoria y plasticidad sindptica
[376, 670, 671] y se ha asociado a declive cognitivo y neurodegeneracion [672-674] y la
EA [675]. La proporcion HAT/HDAC en hipocampo se ha visto alterada en respuesta al
ejercicio fisico, hacia un estado de hiperacetilacion [676], lo cual se relaciona con un
efecto neuroprotector en memoria y cognicion [677]. De hecho, en ratas se observaron
mejoras en el rendimiento en tareas que producen cierto estrés (como la natacion
forzada o la exposicion a un entorno nuevo) tras una intervencion de 4 semanas de
ejercicio fisico voluntario, que correlacionaron con la fosfoacetilacion en histona H3 y

la induccion del gen c-Fos en neuronas de la region hipocampal del giro dentado [678].

Por ultimo, mientras que el envejecimiento reduce los niveles de SIRT1 [679, 680],
se ha descrito un aumento de los mismos en corazon y tejido adiposo de ratas de edad
avanzada tras 8 semanas de ejercicio forzado [681] y en musculo esquelético tanto en
ratas jovenes como de edad avanzada después de 6 semanas de ejercicio forzado
[682].En humanos, también se han detectado mayores niveles de SIRT1 en musculo
esquelético [683, 684] y sangre periférica [685] tras la realizacion de actividades fisicas

de elevada intensidad.

Las evidencias obtenidas hasta el momento ponen de manifiesto el potencial
terapéutico del ejercicio fisico como estrategia de prevencion y tratamiento de
patologias asociadas al envejecimiento. Los efectos beneficiosos del ejercicio sobre los
diferentes sistemas periféricos y el sistema nervioso central lo convierten en un modelo
adecuado para comprender mejor los efectos protectores del estilo de vida activo sobre

el proceso global de envejecimiento y la neurodegeneracion.
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Objetivos

El actual envejecimiento de la poblacion y el consecuente aumento de
enfermedades crdnicas asociadas al mismo, establecen como prioritario el estudio de
los mecanismos presentes durante este proceso, asi como la busqueda de acciones
terapéuticas que favorezcan un envejecimiento saludable, como el ejercicio fisico. La
epigenética, por su implicacién funcional y su modulacién ambiental podria ser el

mediador de los efectos beneficiosos de la practica de ejercicio fisico.

En este contexto, el objetivo principal de este proyecto fue identificar marcadores
de envejecimiento en el modelo murino de senescencia acelerada SAMPS8 y su control

SAMR1, y su posible regulacion mediante la practica de ejercicio fisico.

Dentro de este eje tematico, los objetivos especificos planteados fueron:

1. Estudiar los mecanismos epigenéticos asociados a neuroinflamacién y
senescencia.

2. Analizar las alteraciones transcripcionales en hipocampo sensibles a
ejercicio fisico moderado en un contexto de envejecimiento y
neurodegeneracion.

3. Identificar factores de regulacién epigenética asociados a envejecimiento y

su modulacién por la practica de ejercicio fisico moderado.
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Resultados

Los resultados de esta tesis se agrupan en 3 capitulos. Todos ellos se corresponden a
articulos ya publicados. Cada capitulo contiene el articulo original precedido de un
resumen de los resultados y conclusiones principales. Las figuras, tablas y referencias se

encuentran en el articulo original correspondiente adjuntado al final de cada capitulo.
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Disminucidn de la expresion de Rcor2 en un modelo de
senescencia acelerada (ratones SAMP8) y su posible funcién como

regulador de la inflamacidn asociada al envejecimiento
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Los resultados presentados en este capitulo se incluyen en el siguiente articulo

publicado:

Rcor2 underexpression in senescent mice: a target for inflammaging?

Journal of Neuroinflammation, 11:126 (2014)

Maria J Alvarez-Lopez, Patricia Molina-Martinez, Marco Castro-Freire, Marta
Cosin-Tomas, Rosa Cristofol, Marcelina Parrizas, Rosa Maria Escorihuela, Merce

Pallas, Coral Sanfeliu y Perla Kaliman.

Contribucion: Purificacion de ARN y estudios de expresion génica por Real Time
PCR, ensayos con células C6 y supervision de los resultados de transfeccion, asi como
analisis estadistico de todos los resultados presentados, participacion en la

interpretacion  de  resultados y en la  elaboracion del  manuscrito.
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RESUMEN

La presencia de procesos inflamatorios a nivel sistémico durante el envejecimiento
es uno de los factores que contribuyen al desarrollo de patologias cronicas, entre ellas la
enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, los mecanismos moleculares subyacentes a la
presencia de neuroinflamacion crénica estan poco estudiados. En este contexto,
trabajos previos han descrito la implicacion de reguladores epigenéticos en inflamacion
y longevidad, entre los cuales se incluye el correpresor de REST, Rcor. La isoforma
Rcorl participa en la modulacion de la neuroinflamacion en respuesta a la induccion por
LPS (Lipopolysaccharid) en microglia y astrocitos [686], por su parte Rcor2 ha
mostrado tener un papel relevante en la expresion de genes inflamatorios como //-6,

Ccl2 o Mipa entre otros, en preadipocitos [687].

En este trabajo analizamos el impacto del factor Rcor, in vivo e in vitro, en procesos
neuroinflamatorios asociados a envejecimiento. Los datos que se presentan muestran
una interaccion entre la reduccion de Rcor2? y la presencia de mayores niveles de
inflamacién, sugiriendo que Rcor2 podria ser un importante regulador de estados
proinflamatorios cronicos caracteristicos del envejecimiento o el cada vez mas utilizado

término, inflammaging.

PRINCIPALES RESULTADOS

4.3.1. 1.1. El modelo murino de envejecimiento acelerado SAMP8 presenta

niveles exacerbados de IL-6 en suero en respuesta a LPS

Tres horas después de la inyeccion intraperitoneal del lipopolisacarido LPS se
analiz6 la respuesta inflamatoria en ratones SAMR1 y SAMPS8 de 12 meses de edad. Se
encontraron niveles elevados de IL-1f, TNF-a e IL-6 en suero de ambas cepas en
respuesta al estimulo inflamatorio por LPS. Sin embargo, s6lo se observaron efectos de
cepa y tras la estimulacion con LPS para IL-6, asi como tendencia estadistica casi
significativa para la interaccion entre ambos factores (p=0.068). Ademas, IL-6 presentd
mayores niveles a nivel basal en los ratones SAMPS (Figura 1C del Articulo 1). Estos
datos sugieren que los niveles en plasma de IL-6 pueden ser un biomarcador
inflamatorio asociado al fenotipo de senescencia acelerada presente en los ratones

SAMPS.
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4.3.2. 1.2. Los ratones SAMP8 presentan niveles reducidos de expresion de

Rcor2 en linfocitos, corteza cerebral, hipocampo y astrocitos

Con el objetivo de describir un posible mecanismo responsable del fenotipo
inflamatorio observado en los ratones SAMPS, se estudi6 la expresion génica de Rcorl
y Rcor2 en estos animales y en sus controles SAMRI. Se hallaron niveles minimos de
expresion génica de la isoforma del correpresor de REST, Rcor2, en linfocitos de los
ratones SAMPS8 desde edades tempranas (Fig 2B del Articulo 1), en astrocitos
provenientes de animales de 2 dias de edad, y en hipocampo y corteza cerebral de
animales adultos (Fig 3 del Articulo 1). Ademas, los niveles reducidos de Rcor2 en
astrocitos SAMPS estaban acompafiados de un aumento en los niveles basales de //-6
(Fig 3G del Articulo 1). Asimismo, confirmamos una correlacion inversa entre la
expresion génica de Rcor? y de II-6 tras la administracion de LPS en hipocampo de

ratones SAMRI1 (Fig 4 del Articulo 1) y en la linea celular C6 (Fig 5 del Articulo 1).

4.3.3. 1.3. El silenciamiento de Rcor2 en astrocitos provoca un aumento de

expresion de /-6

Para determinar la relacion causal entre la disminuciéon de RCOR2 y el aumento de
IL6, se silencid la expresion de Rcor2 en astrocitos de SAMRI1 y SAMPS. En primer
lugar se observé que el silenciamiento de Rcor2 produjo un incremento en la expresion
de 1/-6 de manera basal, reforzando la hipdtesis de que RCOR2 actia reprimiendo
procesos inflamatorios (Fig 6 del Articulo 1). En segundo lugar, la activacion de estas
células mediante LPS e interferén gamma produjo una reduccion de la expresion de
Rcor2 y un aumento de /I-6; siendo el aumento de //-6 en respuesta a LPS mayor en las
células en las que se silencid Rcor2 (Fig 7 del Articulo 1). Todo ello indica que tanto el
estimulo inflamatorio por LPS como la reduccion de Rcor? son factores que

incrementan la expresion de la citoquina proinflamatoria //-6.

4.3.4. 1.4. Alteracion en factores de regulacion de metilacion de histonas en el

modelo SAMP8 (resultados no publicados relacionados con el articulo 1)

Recientemente se ha descrito la implicacion de la metilacion en histona H3 y de los

genes que la regulan en la longevidad de C. elegans y D.melanogaster [448, 449, 688].
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Como se ha descrito en el Articulo 1 los ratones SAMPS de 9 meses de edad muestran
un aumento en los niveles de trimetilacion en histona H3 lisina 4 en linfocitos,
hipocampo y corteza cerebral respecto a sus controles SAMR1 (Figura suplementaria 2

del articulo 1).

Estos datos en la cepa de envejecimiento acelerado SAMP8 concuerdan con la
observacion de que mayores niveles de trimetilacion de histona H3 reducen la
longevidad en otras especies [448, 449, 688]. Para estudiar en mas detalle la implicacion
de dicho mecanismo en el fenotipo senescente SAMPS8, hemos cuantificado la expresion
génica de algunos de los factores reguladores del estado de metilacion de histonas en
linfocitos, hipocampo y corteza cerebral de ratones de 9 meses de edad de la cepa
SAMPS y su control SAMRI1 (ver Anexo 1). Se escogieron factores pertenecientes al
complejo respresor de REST y algunas de las demetilasas y metiltransferasas

reguladoras del estado de metilacion en histona H3 (Tabla 1).

Gen Funcién Implicacién en procesos y Referencia
patologias asociadas a
envejecimiento
Rest Reconoce los Aumentan sus niveles durante el [689, 690]
elementos RE1 del DNA y se envejecimiento y disminuyen en
une a ellos. Forma complejo con pacientes de Alzheimer en corteza
mSin3 y Rcor, silenciando la prefrontal e hipocampo.
expresion génica.
Lsdl Demetilasa de Implicado en procesos de DDR, [351,691-694]
H3K4me2/1 cuando se une a procesamiento de los extremos
Rcor y FAD. teloméricos, expresion de citoquinas
Demetilasa de H3K9me3/2/1 proinflamatorias y diferentes tipos de
cuando se une al receptor de cancer.
androgenos (AR).
Rcorl Co-represor, permite la union de  En C.elegans, su homologo spr-1 [686, 695, 696]
otros co-factores del complejo (junto a los homologos de Rest y
de Rest y Lsdl. Lsdl) se ha identificado como
supresor de presenilinas.
Junto a Nurrl, tiene efectos
antiinflamatorios en astrocitos y
microglia.
Rcor2 Isoforma 2 del co-represor Rcor, En adipocitos regula la expresion de [687]
se une a Lsdl. citoquinas proinflamatorias.
Jaridla Demetilasa de Mediador de la induccién de [697]
H3K4me3/2. senescencia celular por la via del
retinoblastoma.
Jarid1b Demetilasa de H3K4me3/2/1. Mutaciones en su homodlogo rbr-2 en  [448, 449, 697]

C.elegans reducen su longevidad.
Mediador de la induccion de
senescencia celular por la via del
retinoblastoma.

66



Resultados

Gen Funcién Implicacién en procesos y Referencia
patologias asociadas a
envejecimiento
Jmjdla Demetilasa de H3K9me2/1. Implicado en  metastasis  de [698, 699]
neuroblastoma y otros tipos de
cancer.
Jmjdlb Demetilasa de H3K9me?2/1. Implicado en leucemia linfoblastica. [700]
Jmjd2a Demetilasa de H3K9me3 y Implicado en varios tipos de cancer. [701]
H3K36me3.
Jmjd2c Demetilasa de H3K9me3 y Implicado en varios tipos de cancer. [701]
H3K36me3.
G9a Metiltransferasa de H3K9me2/1 ~ Funcién en memoria y aprendizaje. [702-705]
y H3K27mel. Cofactor del Implicado en varios tipos de cancer.
complejo de Rest. Modulador de la expresion de NEP
(degrada AP en cerebro).
Setdla Metiltransferasa de Mutaciones en su homoélogo set-2 en  [448, 449, 706]
H3K4me3/2/1. C.elegans extienden su longevidad.
Sobreexpresado en cancer de colon.
Setdbl Metiltransferasa de H3K9me3. Implicado en cancer. [707, 708]
Set7 Metiltransferasa de H3K4mel Aumenta su expresion en corteza [458, 709]
cerebral durante el envejecimiento en
primates.
Modula la expresion de FoxO3,
mediador de longevidad a través de la
via de la insulina.
Ezhl Metiltransferasa de Necesario para el mantenimiento de [710-712]

H3K27me3/2/1 como parte del ~ células madre hematopoyéticas.

complejo polycomb PRC2. Su silenciamiento  suprime la
expresion de  citoquinas  pro-
inflamatorias.

Tabla 1. Factores estudiados reguladores del estado de metilacion de histonas.

Nuestro andlisis en el modelo SAMP8 ha mostrado alteraciones en varios factores
implicados en el mantenimiento de marcas de metilacion de histonas. Entre ellas, la
metiltransferasa de histona H3 lisina 9, G9a present6 reducida su expresion (Fig 2A 'y
3G del Anexo 1), asi como las demetilasas de histona H3 lisina 4, Lsdl y Jaridla en
linfocitos e hipocampo de SAMPS8 respecto de su control SAMRI1 (Fig 1 y 3 del Anexo
1). Por ultimo, se detectaron alteradas unicamente en hipocampo de SAMPS la
demetilasa Jaridlb, que presentd disminuida su expresion respecto al control (Fig 3F
del Anexo 1), y la metiltransferasa Set7, que mostrd niveles mas elevados de expresion

en SAMPS8 que en su control SAMRI1 (Fig 3H del Anexo 1).

CONCLUSIONES

Existe escasa informacion sobre los mecanismos moleculares desencadenantes de

procesos de inflamacion cronica, los cuales afectan a la funcionalidad de la mayoria de
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organos y tejidos, y que dan lugar a patologias asociadas a envejecimiento y

neurodegeneracion [713, 714].

Nuestro estudio muestra una reduccion de Rcor2 en diversos tejidos en la cepa
SAMPS, alteracion presente desde los primeros dias de vida en linfocitos y astrocitos.
RCOR forma parte del complejo de REST, cuyo papel en la preservacion de cognicion,
el silenciamiento de genes proapoptdticos y la promocion de factores de transcripcion
de resistencia a estrés oxidativo se ha identificado recientemente en modelos animales y
humanos de edad avanzada [690]. Estos datos sugieren que la reduccion de Rcor2 en
SAMPS podria estar ligada a su fenotipo senescente. Ademas, hemos demostrado que la
reduccion de Rcor2 correlaciona con el aumento de la citoquina proinflamatoria //6 en
astrocitos. Por ello, Rcor2 deberia ser considerado como una posible diana para la

prevencion y/o tratamiento de la inflamacion crénica asociada a envejecimiento.

Paralelamente, y teniendo en cuenta el resultado mostrado en el articulo 1, donde se
detectaron mayores niveles de trimetilacion en histona H3 lisina 4, y que esta marca
epigénetica parece tener un papel importante en longevidad y envejecimiento [448,
449]; estamos estudiando las posibles alteraciones presentes en factores de regulacion
del estado de metilacion de histonas. Hemos detectado una disminucion de expresion en
linfocitos e hipocampo en ratones SAMP8 de la metiltransferasa G9a. Esta
metiltransferasa estd implicada en silenciamiento génico y actia conjuntamente en el
complejo correpresor de REST con la demetilasa LSDI, la cual también hemos
detectado reducida en linfocitos e hipocampo de SAMPS. Estos datos podrian indicar la
existencia de una alteracion en la formacion y actividad de este complejo lo que daria
como resultado la desregulacion en funciones tan importantes como la diferenciacion
neuronal y plasticidad [715-718]. Ademads se ha identificado a G9a como uno de los
factores de regulacion de la enzima neprilisina [705], responsable de la eliminacion de

AP en cerebro y una de las principales dianas terapéuticas estudiadas para la EA [719].

Asimismo, encontramos menores niveles de expresion de las demetilasas Jaridla y
Jaridlb, las cuales son homodlogas a rbr-2. Greer y sus colaboradores mostraron en
trabajos previos [448] que el silenciamiento de expresion de rbr-2 va acompafiado de un

aumento en los niveles de trimetilacion en H3 lisina 4 y de una reduccion significativa
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de la esperanza de vida en C.elegans, demostrando ser un factor crucial en la regulacion
de la longevidad. En conjunto, el aumento detectado en los ratones SAMPS8 en la
trimetilacion de histona H3 y la reduccion de expresion de la metiltransferasa G9a y de
las demetilasas Jaridla y Jaridlb nos sugieren la importante implicacion del estado de
metilacion de histona H3 en la reducida longevidad y déficits cognitivos que muestran
los ratones SAMPS. (*Esta parte del trabajo se estd completando actualmente para su

futura publicacion).
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Abstract

in siRcor2-tranfected astrocytes.

Keywords: RCOR2, Aging, SAMPS8, Inflammation, IL6

Background: Aging is characterized by a low-grade systemic inflammation that contributes to the pathogenesis of
neurodegenerative disorders such as Alzheimer's disease (AD). However, little knowledge is currently available on
the molecular processes leading to chronic neuroinflammation. In this context, recent studies have described the
role of chromatin regulators in inflammation and longevity including the REST corepressor (Rcor)-2 factor, which
seems to be involved in an inflammatory suppressive program.

Methods: To assess the impact of Rcor2 in age-related inflammation, gene expression levels were quantified in
different tissues and ages of the spontaneous senescence-accelerated P8 mouse (P8) using the SAMRT mouse (R1)
as a control. Specific siRNA transfection in P8 and R1 astrocyte cultures was used to determine Rcor2 involvement
in the modulation of neuroinflammation. The effect of lipopolysaccharide (LPS) treatment on Rcor2 levels and
neuroinflammation was analyzed both in vivo and in vitro.

Results: P8 mice presented a dramatic decrease in Rcor2 gene expression compared with R1 controls in
splenocytes, an alteration also observed in the brain cortex, hippocampus and primary astrocytes of these mice.
Rcor2 reduction in astrocytes was accompanied by an increased basal expression of the interleukin (/)-6 gene.
Strikingly, intraperitoneal LPS injection in R1 mice downregulated Rcor? in the hippocampus, with a concomitant
upregulation of tumor necrosis factor (Tnf-a), Il1-8 and 16 genes. A negative correlation between Rcor2 and 116
gene expression was also verified in LPS-treated C6 glioma cells. Knock down of Rcor? by siRNA transfection
(siRcor2) in R1 astrocytes upregulated //6 gene expression while siRcor2 further increased /l6 expression in P8
astrocytes. Moreover, LPS activation provoked a further downregulation of Rcor2 and an amplified induction of 116

Conclusions: Data presented here show interplay between Rcor2 downregulation and increased inflammation
and suggest that Rcor2 may be a key regulator of inflammaging.

Background

The process of aging is associated with a low-grade sys-
temic inflammation defined as inflammaging [1], which
is characterized by an increase of acute-phase circulating
proteins and proinflammatory factors such as interleukin
(IL)-6 and tumor necrosis factor (TNF-«). This condi-
tion has been connected with the onset and evolution of
age-related diseases, including type 2 diabetes mellitus,
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cardiovascular disease, cancer and neurodegeneration
[2-4]. Indeed, the aging brain exhibits a progressive
increase in inflammatory processes [5], which can be
neurotoxic, altering important central functions [6] and
contributing to the pathogenesis of neurodegenerative
disorders such as Alzheimer’s disease (AD) [7]. The
microglia plays a critical role in neuroinflammation as it
represents the main type of immune cells in the brain
[8]. The activation of microglia in aging models leads to
the secretion of proinflammatory cytokines, which con-
tribute to synaptic and neuronal damage as well as cog-
nitive impairment [9,10].

© 2014 Alvarez-Lépez et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public

Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this

article, unless otherwise stated.
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Recent studies using diverse experimental models have
described the role of chromatin regulators in inflammation.
Among them, REST corepressor (RCOR) factor seems to
be involved in an inflammatory suppressive program. In
mammals, two Rcor gene isoforms (Rcorl/CoREST and
Rcor2) have so far been studied. RCOR is found in a com-
plex with the histone demethylase lysine-specific deme-
thylase 1A (KDM1A, previously known as LSD1), which
exhibits nucleosome demethylase activity [11-13], and with
the RE1-silencing transcription factor (REST), which has
been recently associated with cognitive preservation and
longevity [14]. RCOR1/CoREST is involved in the modula-
tion the expression of neuronal genes [15] while RCOR2
plays a role in embryonic stem cells (ESCs) maintenance
and regulation [13]. We have recently shown that knock
down of LSD1/KDMIA or its partner, RCOR2, in pre-
adipocytes results in derepression of an inflammatory pro-
gram with a significant increase in the expression of in-
flammatory genes such as /6, chemokine ligand 2 (Ccl2),
macrophage proinflammatory protein la (Mipla, also
known as Ccl3), chemokine (C-X-C motif) ligands 5 and
10 (Cxcl5 and Cxcl10), and macrophage activation 2-like
(Mpa2l) [16]. Consistent with these findings, RCOR was
also found to mediate the turnover of nuclear factor kappa
B (NF-xB) and to restore LPS-activated genes to a basal
expression in microglia and astrocytes [17].

Here, we examined the link between Rcor2 and inflam-
mation in the SAMP8 mouse model of accelerated aging
and neurodegeneration. The SAMPS8 strain (P8) was se-
lected from AKR/J] mice and is a well-characterized model
for studying pathological brain aging [18-21]. The SAMR1
mice (R1), with a similar genetic background and normal
aging characteristics, represent a suitable and widely used
control model [22]. P8 mice presented signs of accelerated
aging such as loss of activity, skin coarseness, alopecia, lack
of hair glossiness, increased lordokyphosis, periophthalmic
lesions, and systemic senile amyloidosis [23]. These mice
also displayed cognitive and behavioral alterations that were
accompanied by molecular features typical of Alzheimer’s
disease (AD), such as overproduction of amyloid-beta pro-
tein, increased tau phosphorylation, cholinergic deficits in
the forebrain and increased oxidative stress [18,19,24-28].
Biomarkers of inflammation such as C-reactive protein and
serum amyloid P are elevated in P8 mice [29].

Here we found that P8 mice present a spontaneous de-
crease in Rcor2 gene expression, which is, at least in part,
responsible for the inflamed phenotype in astrocytes. Our
data show that Rcor2 downregulation and neuroinflamma-
tion are mutually influenced processes.

Materials and methods

Animal care

All experimental procedures were approved by the Ethics
Committee of the Autonomous University of Barcelona
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(Comissié Etica d’Experimentacié Animal i Humana,
CEEAH, UAB), following the ‘Principles of laboratory ani-
mal care, and were performed in accordance with the
European Communities Council Directive (86/609/EEC).
SAMPS8 and SAMRI1 female mice were provided by the
Parc Cientific, (University of Barcelona, Spain) and were
maintained under standard conditions (temperature 23 +
1°C, humidity 50 to 60%, 12:12-h light-dark cycle, lights
on at 7:00 a.m.), with food (A04, Harlan, Spain) and tap
water available ad libitum throughout the study. Body
weight (g) was measured weekly. For tissue harvesting,
mice were sacrificed by cervical dislocation. The hippo-
campi and cerebral cortices were immediately frozen and
stored at -80°C for further analysis. The spleen was
extracted and sliced, and splenocytes were isolated
through a 70-um cell strainer (BD Biosciences, San Jose,
CA) in PBS 1X and collected following centrifugation at
1600 rpm for 5 minutes. Erythrocytes were further lysed
using BD Pharm Lyse™ solution (BD Biosciences, San Jose,
CA) at 37°C for 2 min. Cells were recovered by centrifuga-
tion and pellets were aliquoted and frozen at -80°C for fur-
ther analysis.

Lipopolysaccharide treatment and cytokine determination
SAMPS8 and SAMRI mice (males, 12-months old, n =3/
group) received an intraperitoneal (IP) injection of lipo-
polysaccharide (LPS) (2.9 mg/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo., USA), or an equal volume of saline. Three hours after
treatment, blood samples were collected and mice were
sacrificed by cervical dislocation. Tissues were collected
and immediately frozen in liquid nitrogen and stored
at -80°C until processed.

Detection of TNF-q, IL1-f and IL6 in plasma was per-
formed by enzyme-linked immunosorbent assay, in ac-
cordance with the protocol provided by the manufacturer
(eBioscience, San Diego, CA; R&D Systems, Minneapolis,
MN and Diaclone, Besangon, France respectively).

Cell culture and transfection

Primary cultures of astrocytes were established from cere-
bral cortical tissue of 2-day-old SAMR1 and SAMPS, as
previously described [30]. Cortices were promptly dis-
sected free of the meninges, diced into small cubes, and
dissociated by incubation for 25 min with a 0.25% trypsin/
1 mM EDTA solution (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA).
After a further mechanical dissociation, cells were resus-
pended in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium supple-
mented with 2.5 mM glutamine, 100 g/mL gentamycin,
and 20% FBS (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA). Cells were
seeded at 5x10" cell/cm? in T75 flasks and incubated at
37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, - 95% air.
The culture medium was changed twice a week. The con-
centration of FBS was changed to 15% and 10% after 1
and 2 weeks of culture, respectively. After 3 weeks, the
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flasks were shaken in an orbital shaker at 200 rpm for 4 h
to dislodge microglia and, subsequently, the attached
astrocyte monolayer was collected. This purified fraction
contained more than 90 to 95% of astrocytes, with a minor
fraction of contaminating microglia.

Astrocytes were trypsinized 1 h before transfection, dis-
tributed into 48-well plates (1 x 10° cells/well) and subse-
quently transfected with 60 nM of double-stranded
siRNAs using Metafectene Pro (Biontex, Martinsried,
Germany) at a 1:1 ratio with the siRNA. The sequences of
the siRNAs used were: 5-GGUCUUGACUCACAGCU
CAtt-3 (Sense strand) and 5-UGAGCUGUGAGUCAA
GACCtc-3’ (Antisense strand) for siRCOR?2; and Silencer™
negative control siRNA #1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA) for siC. RNA was extracted 48 h after
transfection.

Rat C6 glioma cells (purchased from the European Col-
lection of Cell Cultures, ECACC) were cultured as mono-
layer and grown in F12/DMEM medium (Gibco-Invitrogen,
Carlsbad, CA) supplemented with 10% fetal bovine serum
(Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA), 1% non essential a/a’s
(Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA), 1/500 gentamicin
(Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA) and maintained at 37°C
and 5% CO, in a humidified environment.

For each treatment, C6 cells were seeded in a six-well
plate and cultured in F12/DMEM without serum for
12 h prior to stimulation with LPS. Cells were incubated
with LPS (1 pg/ml) for different time periods ranging
from 30 min to 6 h.

Total RNA extraction

Total RNA was extracted from frozen tissues through
mirVana™ RNA Isolation Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA) in accordance with the manufacturer’s
instructions.

RNA extraction from astrocytes and C6 cultured cells
was performed using TRIzol™ Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA) in accordance with the manufacturer’s
protocol.

The vyield, purity, and quality of RNA were deter-
mined spectrophotometrically (Nano-drop Technologies,
Wilmington, DE) and using the Bioanalyzer 2100 capillary
electrophoresis (Agilent Technologies, Palo Alto, CA).

RNA samples with a 260/280 ratio and an RIN higher
than 1.9 and 7.5, respectively, were selected.

Real-time quantitative polymerase chain reaction

Random-primed cDNA synthesis was performed at 37°C
starting with 0.3 pg of RNA, using the High Capacity
c¢DNA Archive kit (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Gene expression was measured in an ABI Prism 7900HT
Real Time PCR system using TagMan FAM labeled spe-
cific probes (Applied Biosystems, , Foster City, CA [see
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Additional file 1]). Results were normalized to the house-
keeping TATA-binding protein (7hp) gene.

Statistical analysis

The statistical analysis was carried out using the Statistical
Package for Social Sciences (SPSS, version 19.0, www.ibm.
com/software/es/analytics/spss/). An analysis of variance
(ANOVA) was conducted to assess the effects of strain
and specific conditions. Comparisons between groups
were performed by the two-tailed Student’s t-test for
independent samples or the Mann-Whitney U-test as
indicated.

Partial correlation (controlling for time of exposure to
LPS) was used to examine the relationship between /-6
and Rcor2 expression in the C6 glial cell line.

All values were expressed as mean * standard error of
the mean. P <0.05 was considered significant. Statistical
outliers (>two standard deviations from the mean) were
removed from analyses.

Results and discussion

Increased levels of IL6 in serum of P8 mice after
intraperitoneal lipopolysaccharide administration

P8 senescent mice exhibited signs of systemic inflamma-
tion affecting the liver, pancreas, cochlea, bones, testes
and plasma levels of several cytokines and proinflamma-
tory factors [29,31-37]. In addition to their peripheral in-
flamed phenotype, a proinflammatory brain environment
may be involved in the neurodegenerative traits and/or
cognitive deficiency in P8 mice [38]. The inflammatory re-
sponse was analyzed three hours after LPS intraperitoneal
injection in 12 month-old P8 mice and age-matched R1
controls. A pronounced increase was found in IL1j3, TNFa
and IL6 serum levels both in P8 and R1 mice in response
to LPS (IL1 B: F(1,7) = 0.962, P <0.05; TNFa: H(3) = 8.389,
P <0.05; IL6: F(1,7) = 67.362, P <0.001) (Figure 1A and B).
Neither strain effect nor interaction between strain and
LPS treatment was observed for IL1p and TNF« cyto-
kines. In contrast, we found both strain and LPS effects
for IL6 (F(1,7) = 12.706, P <0.01; F(1,7) = 67.362, P <0.001)
as well as a strong tendency for interaction between strain
and treatment (P =0.068). Moreover, IL6 showed in-
creased basal levels in P8 mice (t(3) =-4.139; P <0.05)
(Figure 1C). These data suggest that plasma IL6 could be
an inflammatory biomarker of P8 inflamed phenotype.

Decreased Rcor2 expression in P8 splenocytes, cortex,
hippocampus and astrocytes

We explored the expression of Rcorl and Rcor2 in P8
mice with the aim of elucidating a possible mechanism
for their inflamed phenotype and increased response to
LPS treatment. We analyzed the Rcor gene expression
pattern in splenocytes from P8 and R1 mice at three dif-
ferent ages: 7 days, 3 months and 9 months. Both strains
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Figure 1 Inflammatory response in serum from R1 and P8 mice
after lipopolysaccharide (LPS) administration. (A) Interleukin 1
beta, (B) TNF-a serum levels, (C) Interleukin 6. Cytokine were measured
by ELISA (n = 3/group). Mean + standard error are represented; Two-way
ANOVA results are indicated as *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001.

presented similar age-dependent gene expression patterns
for Rcorl with higher levels at 7 days and 9 months
compared with 3 months (F(2,22) =32.306, P <0.001)
(Figure 2A). In contrast, R1 mice showed an age-
dependent increase in Rcor2 gene expression which was
not observed in P8 mice (interaction between strain and
age: F(2,29) =4.279, P <0.05) (Figure 2B). Intriguingly, P8
mice exhibited low expression levels of Rcor2 from the
first week of age and throughout the adult life. These data
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Figure 2 Rcor gene expression profile at different ages in
splenocytes from R1 and P8 mice. (A) Rcor! and (B) Rcor? gene
expression at the ages of 7 days, 3 months and 9 months (n=3 to
10/group). Gene expression levels were determined by real time PCR
using TagMan FAM-labeled specific probes and expressed relative to
Tbp. Mean + standard error are represented; Two-way ANOVA results
are indicated as *P <0.05; ***P <0.001.

indicate that Rcor2 underexpression in splenocytes pre-
cedes most of the accelerated-aging characteristics of this
model. Indeed, we found a marked effect for strain and
age in Rcor2 gene expression (F(1,29) = 31.620, P <0.001;
F(2,29) = 3.363, P <0.001; respectively).

Chronic inflammation is associated with early develop-
ment and acceleration of neurodegenerative diseases such
as Alzheimer’s disease [39,40]. Therefore, we analyzed the
expression of Rcorl and Rcor2 in P8 cortices and hippo-
campi. Reorl presented age effect in both cortex and hippo-
campus tissues (F(2,27) = 49.140, P <0.001; F(2,32) = 12.597,
P <0.001; respectively) with a similar age-dependent ex-
pression pattern in both strains (Figure 3A and B). How-
ever, 9-month-old P8 mice, unlike R1 mice, presented
slight but significant alterations in Rcor! levels in the cor-
tex and in the hippocampus. On the other hand, Rcor2
was expressed similarly in R1 and P8 brain cortices and
hippocampi at 7 days and 3 months of age (Figure 3C
and D).

Remarkably, a consistent characteristic among spleno-
cytes, cortex and hippocampus was that Rcor2 gene ex-
pression in 9-month-old P8 mice decreased significantly
in comparison with R1 controls (cortex: P <0.001; hippo-
campus: P <0.01).

73



Alvarez-Lépez et al. Journal of Neuroinflammation 2014, 11:126
http://www.jneuroinflammation.com/content/11/1/126

Page 5 of 10

Cortex
gene expression

Cortex
gene expression

m
M

0.5 0.5

Astrocyte
gene expression
Astrocyte
gene expression

T a 0.0-
SAMPS

SAMR1

results are indicated as *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001.

SAMR1

Figure 3 Rcor gene expression profile in brain tissues from R1 and P8 mice. Rcorl and Rcor? gene expression was quantified in the cortex
(A and Q), in the hippocampus (B and D) at the ages 7 days, 3 months and 9 months (n =4 to 8/group), and in primary cultured astrocytes
(n=6 to 9/group) (E and F) from 2 days-old mice. (G) Interleukin 6 basal gene expression levels in primary cultured astrocytes obtained from
2-day-old mice (n=4/group). Gene expression levels were measured by real time PCR. Mean + standard error are represented; Two-way ANOVA

B Rcort . SAMR
1.5 [ 1SAMP8

ek

*kk

dedkdk o,
I | H* e
¢ —1 11 1] 1
3m Sm d  3m

m

0.5+

Hippocampus
gene expression

0.0-

Rcor2

*k

1.04 * ok

0.5+ __

Hippocampus
gene expression

Rcor2 e

ET T

SAMPS

Astrocyte
gene expression
18]

h

SAMR1 SAMPS

We also explored the gene expression of Rcorl and
Rcor2 in P8 and R1 astrocytes obtained from cerebral
cortical tissue of 2-day-old mice. P8 cells showed similar
Rcorl but decreased Rcor2 gene expression in com-
parison with R1 cells (t(11) =5,837; P <0.001) (Figure 3E
and F). Notably, the reduced levels of Rcor2 in P8 com-
pared with R1 astrocytes were accompanied by in-
creased basal levels of /6 gene expression (t(3) = —4.734;
P =0.016) (Figure 3G).

These data show that Rcor2 is underexpressed in dif-
ferent tissues and organs in P8 mice and, in some cases
(namely, in splenocytes and astrocytes), this alteration is
detected from early ages. Interestingly, Yankner and
colleagues have recently shown that the transcriptional
repressor REST (RE1-silencing transcription factor) is cru-
cial for neuroprotection during aging [14]. It is known that
REST recruitment of RCOR corepressor is required for its
gene silencing activity [15]. The downregulation of Rcor2
in immune and brain cells of the P8 senescent mice

strongly suggests that the accelerated aging in these mice,
as well as their neurodegenerative phenotype, may be re-
lated to Rcor2 deficiency.

On the other hand, RCOR is part of a chromatin remo-
deling complex containing the lysine specific demethylase
(KDM1A), which catalyzes H3 histone demethylation as a
way to repress transcription [12]. In the absence of RCOR,
KDM1A demethylase activity is impaired with a concomi-
tant increase in H3 histone methylation levels. In this con-
text, preliminary data from our group indicate that the
alteration in histone methylation levels is a candidate
mechanism through which Rcor2 could also influence the
aging process in P8 mice. Indeed, P8 mice present
increased levels of trimethylated histone H3 lysine 4
(H3K4me3) in splenocytes, cortex, and hippocampus
(supplementary information, [see Additional file 2A-C]).
Moreover, consistent with a role of Rcor in methylation
signaling and in neuroinflammation, we have found that
Il6 upregulation in response to LPS is significantly
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dependent on methyltransferase activity (supplementary
information, [see Additional file 3]).

Negative correlation between Rcor2 and inflammatory
gene expression after lipopolysaccharide (LPS) treatment
in C6 glioma cells and mouse hippocampus
To approach the possible role of Rcor2 in neuroinflamma-
tion, we first analyzed its gene expression after an in vivo
intraperitoneal LPS injection in 12-month-old P8 and R1
mice. While P8 hippocampus was not further responsive
to the peripheral LPS treatment [see Additional file 4], R1
mice presented a significant decrease in Rcor2 expression
(t(12) = 2.606, P = 0.023) together with an increase in Tnfa,
IlIB and 1l6 gene expression levels (t(5.01)=-2.726,
P <0.05; t(5.02) = -2.490, P = 0.055; U(9) = 0.000, Z = -2.449,
P <0.05; respectively) (Figure 4A-D).

A similar effect was found in C6 glioma cells treated
with LPS. C6 cells were activated with LPS for 30 min and
1, 2, 3 and 6 hours. We found a significant reduction in
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Rcor2 gene expression (F(5,12) =47.332; P <0.001) with a
concomitant increase in //6 expression in response to LPS
(F(5,11) =106.833; P <0.001) (Figure 5A and B, res-
pectively). A significant correlation (controlling for time of
exposure to LPS) was found between IL-6 and Rcor2 ex-
pression (pr = -0.512 and P = 0.043) (Figure 5C).

Knock down of Rcor2 in astrocytes upregulates //6 gene
expression

To determine the involvement of Rcor2 in the modulation
of 1l6 expression, we knocked down Rcor2 in R1 and P8
astrocytes by transfection of a siRNA to Rcor2 (siRcor2)
using a scrambled siRNA as a control (siC).

Rcor2 knock down led to a 31% and 46% decrease in its
expression levels in R1 and P8 astrocytes, respectively
(F(1,7) =10.082, P =0.016) (Figure 6A). Moreover, siRcor2
astrocytes showed increased /6 levels in both strains with
significantly higher /6 levels in P8 compared with the R1
cells (strain: F(1,6) = 10.022, P <0.05) (Figure 6B).
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(See figure on previous page.)

Figure 5 Concomitant downregulation of Rcor2 and increased IL6 gene expression in lipopolysaccharide (LPS)-treated C6 glial cell line.
(A) Rcor2 and (B) interleukin 6 gene expression after LPS stimulation (1 pg/ml) in C6 glial cells. Gene expression levels were determined by real-time PCR.
Mean =+ standard error from three independent experiments are represented. One-way ANOVA results are indicated as **P <0.01; **P <0,001. (C) Partial
correlation between Rcor2 and /6 gene response after LPS treatment in C6 glial cells. P value (P) and partial correlation coefficient (or) are indicated.

Knock-down data in R1 and P8 astrocytes reinforce
the notion that Rcor gene product acts as a repressor of
an inflammatory program [16,17]. Our findings suggest
that Rcor2 underexpression may be at the root of the in-
flamed phenotype that characterizes the P8 strain [29].

Interplay between Rcor2 expression and inflammatory
response in siRcor2 astrocytes
116 gene expression was then analyzed in R1 and P8 as-
trocytes transfected with siRcor2 following activation by
LPS and Interferon gamma (IFNy). Astrocytes from both
strains transfected with scrambled siRNA (siC) were
used as controls.

Notably, LPS/IFNy treatment further reduced Rcor2 ex-
pression (F(1,14) = 47.465, P <0.001) with a concomitant
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Figure 6 Knock down of Rcor2 in P8 and R1 astrocytes.
(A) Rcor2 and (B) Interleukin 6 basal gene expression levels after
transfection in P8 and R1 astrocytes of a SiRNA to Rcor2 (siRcor2)
using a scrambled siRNA as a control (siC). Gene expression levels
were measured by real-time PCR. Mean + standard error from three
independent experiments are represented; Two-way ANOVA results
are indicated as *P <0.05.

increase in /6 expression in all conditions tested (siC and
siRcos2 transfected R1 and P8 cells) (F(1,14)=134.730,
P <0.001) (Figure 7B) (Figure 7A and B, a versus b; ¢ ver-
sus d; f versus e; and g versus h).

For Rcor2, the interaction between strain and LPS/
IFNy stimulation was also significant (F(1,14) = 16.673,
P <0.01) indicating that the treatment led to a greater
decrease in Rcor2 after LPS/IFNy stimulation in P8 than
in R1 cells. Il6 expression in response to the stimulus
was significantly exacerbated in siRcor2 knock down as-
trocytes in comparison with siC-transfected cells (trans-
fection X treatment effect: F(1,14)=11.311, P <0.01)
(Figure 7B, d versus b and h versus f).

These results suggest that Rcor2 downregulation in
astrocytes induces inflammation and in turn, an
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Figure 7 Interplay between Rcor2 expression and inflammatory
response in siRcor2 astrocytes. (A) Rcor2 and (B) interleukin 6
gene expression levels after 4.5 h lipopolysaccharide (LPS) (2 ug/ml)
and interferon-gamma (3 pg/ml) stimulation in R1 and P8 astrocytes
transfected with siRNA to Rcor2 (siRcor2) or scrambled siRNA as a
control (siC) (n = 3/group). Gene expression levels were determined
by real-time PCR. Mean + standard error are represented; Two-way
ANOVA results are indicated as **P <0.01; ***P <0.001.
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inflammatory environment further downregulates Rcor2.
We can conclude from our data on transfected astrocytes
that the LPS/INFy stimulus and Rcor2 knock down repre-
sent independent modulators of 116 expression and show a
synergic effect when combined.

Conclusions

Little information is currently available on the molecular
triggers of chronic low-grade inflammation, a process
that affects the function of most organs and tissues in-
cluding the central nervous system and is involved in
aging and neurodegeneration [41,42].

RCOR is found in a complex with RE1-silencing tran-
scription factor (REST), which plays a role in protecting
the brain from age-related insults in animal models and
a role in preservation of cognitive function and longevity
in aging humans [14]. Taking into account the early
downregulation of RCOR?2 in the P8 mouse model of ac-
celerated aging and neurodegeneration, further studies
are warranted so as to examine whether the REST/
RCOR complex is involved in the shorter lifespan of P8
mice as well as the role of RCOR2 in human cognition
and longevity.

Our study indicates that neuroinflammation is a pa-
thophysiological outcome of Rcor2 downregulation in
the SAMPS8 mice. The fact that Rcor2 and 1l6 presented
an opposite response after an inflammatory stimulus in
hippocampus and in glial cells, suggests a possible inter-
play between the pathways involved in the regulation of
both genes. This notion is reinforced by our data sho-
wing that /6 gene is upregulated by Rcor2 knock down
in astrocytes. Therefore, RCOR2 may represent a poten-
tial target for the prevention or treatment of age-related
chronic inflammation and neurodegeneration.

Additional files

Additional file 1: List of primers and probe sets used for real time
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lipopolysaccharide (LPS)-induced 116 gene expression in C6 glioma
cells.

Additional file 4: Pro-inflammatory gene expression response in
P8 hippocampus after intraperitoneal lipopolysaccharide (LPS)
injection.
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Additional file 1. List of primers and probe sets used for real time RT-PCR analysis.

Gene Symbol Specie Reference (ABI) Reference Sequence ID

1118 Mouse MmO00434228 m1 NM_008361.3

16 Mouse Mm00446191 m1l NM_031168.1
Rcorl Mouse Mm01336704_m1 NM_198023.2
Rcor2 Mouse Mm00499756_m1 NM_054048.3
Tnfa Mouse MmO00443258 m1 NM_013693.2

Thp Mouse Mm00446971_m1 NM_013684.3

e Rat Rn01410330_m1 NM_012589.1
Rcor2 Rat Rn01454655 gl NM_001013994.1
Thp Rat Rn01455646_m1 NM_001004198.1
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Supplementary S2. Histone H3 methylation pattern in R1 and P8 tissues.

(A) Mono-, di- and tri-methylation in lysine 4 histone H3 (H3K4me, H3K4me2, H3K4me3) in
splenocytes from 9 month-old P8 and R1 mice were determined by ELISA (n=3/group);
trimethylated histone H3 lysine 4 (H3K4me3) was determined by Western blots in cortex (B)
and hippocampus (C) from 9 month-old SAMP8 and SAMR1 mice and quantified by scanning
densitometry (n=3/group and n=6/group, respectively). H3K4me3 was corrected by total
histone H3 and data was represented as mean * SE; t-test for independent samples results are
indicated as * p<0.05.
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Materials and Methods

Histone proteins were extracted from splenocytes using EpiQuik Total Histone Extraction kit (Epigentek)
and quantification of methylated H3K4 was performed using the EpiQuik Global Pan-Methyl Histone H3-
K4 Quantification Kit (Epigentek), in accordance with the manufacturer’s protocol. Data were
normalized to SAMR1 levels.

Acidic histone fractions from cortices and hippocampi were obtained as described by Fischer et al.
(2007). Briefly, tissues for immunoblotting were lysed in a buffer containing 50 mM Tris HCI, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA, protease inhibitor cocktail (Pierce) and 1% Triton-X100 at 4°C for 15 min and then
centrifuged 10 min at 400 x g. The remaining pellets were dissolved in the same buffer supplemented
with 0.2 M HCl and incubated on ice for 30 min. After a centrifugation, the supernatants containing the
histone fractions were immediately frozen at -80°C.

Histone fractions (5ug) were electrophoretically analyzed on 12% bis-Tris polyacrylamide gels and
transferred to a 0.45um PVDF membrane. Membranes were blocked with 5% BSA in PBS for 1 h and
incubated overnight at 4°C with the specific primary antibodies (1:1000, Millipore). Membranes were
washed and incubated with peroxidase-labeled secondary antibodies for 1 h at room temperature.
Immunoreactive bands were detected by autoradiography. Specific bands from Western blot were
guantified by scanning densitometry using Quantity One® 1-D analysis 4.6.3 software (Bio-Rad USA, Life
Science Research, Hercules, CA). Histone modifications levels were corrected by total histone 3
expression.
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Supplementary S3. Methyltranferase inhibitor MTA reduces LPS—induced 1l6 gene expression
in C6 glioma cells

C6 glioma cells were treated for 1 h with LPS (1pg/ml) in C6 in the absence or presence of
methylthioadenosine (MTA) (1mM) (n=6/group). Gene expression levels were determined by
real time PCR. Mean % standard error are represented. Pairwise comparisons with LSD
adjustment from two-way ANOVA are indicated as ** p<0.01; *** p<0.001.
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Materials and Methods

Rat C6 glioma cells (purchased from the European Collection of Cell Cultures, ECACC) were cultured as
monolayer and grown in F12/DMEM medium (Gibco-Invitrogen) supplemented with 10% foetal bovine
serum (Invitrogen), 1% non essential a/a’s (Gibco-Invitrogen), 1/500 gentamicine (Gibco-Invitrogen) and
maintained at 37°C and 5% CO, in a humidified environment.

For each treatment, C6 cells were seeded in a six-well plate and cultured in F12/DMEM without serum
for 12 h prior to stimulation with LPS (1ug/ml) for different time periods ranging from 30 min to 6 h and
exposed to MTA (1mM) or vehicle during LPS treatment when indicated.
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Supplementary S4. Pro-inflammatory gene expression response in P8 hippocampus after
intraperitoneal LPS injection.

(A) Rcor2, (B) interleukin 1 beta, (C) tnf-alpha and (D) interleukin 6 gene expression levels in
hippocampus from 12 month-old R1 after intraperitoneal LPS injection (n=3-4/group). Real
time PCR was performed and mean + standard error are represented. Two-way ANOVA results
are indicated as * p<0.05.
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Materials and Methods

SAMPS8 mice (males, 12 month-old, n=3/group) received an intraperitoneal (IP) injection of LPS (2.9
mg/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis,Mo., USA), or an equal volume of saline. Three hours after treatment,
blood samples were collected and mice were sacrificed by cervical dislocation. Tissues were collected
and immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until processed.

Detection of TNF-q, IL1-R and IL6 in plasma were performed by enzyme-linked immunosorbent assay, in
accordance with the protocol provided by the manufacturer (Mediclinics, R&D Systems and

BioNovarespectively).
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El ejercicio fisico a largo plazo modula la expresion génica en

hipocampo de ratones hembra senescentes
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Los resultados presentados en este capitulo se incluyen en el siguiente articulo

publicado:

Long-Term Exercise Modulates Hippocampal Gene Expression in Senescent

Female Mice

Journal of Alzheimer’s Disease, 33: 1177-1190 (2013)

Maria J Alvarez-Loépez, Marco Castro-Freire, Marta Cosin-Tomas, Sandra
Sanchez-Roig, Jaume F. Lalanza, Jaume del Valle, Marcelina Pérrizas, Antonio

Camins, Merce Pallas, Rosa Maria Escorihuela y Perla Kaliman.

Contribucion: Purificacion de ARN y estudios de expresion génica por Real Time
PCR, analisis de los resultados obtenidos por microarrays de expresion, participacion

en la interpretacion de resultados y en la elaboracién del manuscrito.

87



Resultados

RESUMEN

El ejercicio fisico moderado es una préctica recomendada debido a los numerosos
beneficios que produce en la salud cardiovascular y metabdlica, asi como a nivel
cognitivo y cerebral [720]. Numerosos son los trabajos que muestran en modelos
transgénicos de Alzheimer los efectos preventivos y protectores de un estilo de vida
activo sobre la neurodegeneracion. Puesto que los ratones SAMPS8 son un modelo que
por sus caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas estd ampliamente utilizado para el
estudio del deterioro cognitivo y la enfermedad de Alzheimer espontanea [273, 721],
nos planteamos estudiar las implicaciones de una intervencién de 6 meses de ejercicio

voluntario y moderado en ratones adultos SAMPS8 y sus controles SAMRI.

Nuestros datos muestran que una intervencion de ejercicio voluntario y moderado a
largo plazo mejora en los ratones SAMPS8 rasgos fenotipicos externos asociados a
envejecimiento, por ejemplo el color de la piel o el temblor fisico, y promueve la
vascularizacion y la expresion de genes neurotroficos en hipocampo. Ademas, el estudio
de genoma murino completo por medio de microarrays de expresion permitio la

identificacion de posibles biomarcadores de envejecimiento sensibles al ejercicio fisico.

PRINCIPALES RESULTADOS

4.3.5. 2.1. El ejercicio a largo plazo induce mejoras fenotipicas en ratones

SAMPS8

Con el objetivo de evaluar los efectos de la actividad fisica, se analizaron los rasgos
fenotipicos que presentaban ambas cepas, SAMP8 y su control SAMRI1, sedentarios o
después de 6 meses de ejercicio moderado y voluntario. Al finalizar la intervencion los
ratones de todos los grupos tenian 10 meses de edad, lo cual en el caso de los SAMPS
representa un estadio muy envejecido ya que su esperanza de vida promedio es de 12
meses [721]. EI fenotipo senescente propio del modelo SAMPS afectd los niveles de
ejercicio registrados en esta cepa, que fueron menores que los de su control SAMRI
(Fig 1 del Articulo 2). La evaluacion de las caracteristicas fenotipicas mediante el test

SHIRPA, como el temblor o el aspecto de la piel, mostraron un claro deterioro en los
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animales SAMPS respecto a su control SAMR1 que fue mejorado significativamente

tras la intervencion de ejercicio en la cepa SAMPS (Fig 2 del Articulo 2).

Por otro lado, se analizaron niveles de vascularizacidon cerebral mediante
inmunohistoquimica utilizando laminina como marcador y se observé una reduccion en
el area vascular en hipocampos de ratones SAMPS respecto a sus controles SAMRI.
Tras la intervencion de ejercicio fisico, el 4rea wvascular se incremento

significativamente en ambas cepas (Fig 3 del Articulo 2).

4.3.6. 2.2. Aumento de expresion génica de Bdnf en hipocampo de ratones

SAMPS tras una intervencion de ejercicio fisico a largo plazo

La disminucion de expresion de BDNF y de otros componentes de su via de
sefalizacion se ha asociado con procesos de envejecimiento [722-724] y con fenotipos
caracteristicos de patologias neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer
[725, 726]. El aumento de expresion de componentes de dicha via tras intervenciones de
ejercicio fisico y las mejoras cognitivas que ello conlleva ha sido descrito en numerosos
trabajos previos [658, 720]. En condiciones basales (sedentarias) los ratones SAMP8
presentaron niveles reducidos de expresion de los genes Bdnf'y de su receptor Trkb
respecto de su control SAMRI1 (Fig 4 del Articulo 2). El ejercicio fisico increment6 la
expresion en el gen Bdnf en la cepa SAMPS8 pero no en SAMRI, confirmando asi la
eficacia de la intervencion aplicada. Por el contrario, su receptor 7rkb no mostro

diferencias asociadas a la practica de ejercicio fisico a largo plazo.

4.3.7. 2.3. Analisis por microarrays de expresion génica en hipocampo de
ratones SAMP8 y SAMR1 tras una intervencion de ejercicio fisico a largo

plazo

Con el objetivo de identificar genes asociados al proceso de envejecimiento,
modulables por la practica de ejercicio fisico, se llevaron a cabo estudios por
microarrays de expresion de genoma murino completo en hipocampo de animales
SAMPS sedentarios y activos, utilizando ratones SAMRI1 sedentarios como control de
envejecimiento normal. Todos los animales analizados tenian 10 meses de edad. Los
resultados obtenidos se representaron mediante diagramas de Venn que permitieron

identificar 34 genes como posibles genes marcadores de envejecimiento modulables por
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el ejercicio fisico (Fig 5, Tabla 2 del Articulo 2). Utilizando la base de datos Gene
Ontology (GO) database, se establecid que dichos genes se asociaban principalmente a

vias relacionadas con el mantenimiento de matriz extracelular (Tabla 3 del Articulo 2).

Por ultimo, validamos algunos de los genes candidatos que presentaban especial
relevancia por su funcionalidad en sistema nervioso y en la patofisiologia de la EA
mediante Real Time PCR. Asi determinamos la especicificidad del coldgeno tipo 1 alfa
1 (Collal) y 2 (Colla2), fibromodulina (Fmod), la sintasa Ptgds y la aldehido
deshidrogenasa Aldhla2 como posibles marcadores de envejecimiento en hipocampo
que revierten sus alteraciones en respuesta al ejercicio fisico moderado y mantenido

(Fig 6 del Articulo 2).

4.3.8. 2.4. Microarrays en corteza cerebral (resultados relacionados no

publicados en el articulo)

Es importante comentar que, aunque los siguientes datos no se incluyeron en el
articulo presentado, se realizaron estudios por microarrays de expresion también en
tejido de corteza cerebral, donde se hallaron 153 genes asociados a envejecimiento y
modulados por ejercicio que revelaron, de igual forma que en hipocampo, vias
relacionadas con matriz y espacio extracelular asi como adhesion celular y diferentes
tipos de uniones entre células (Anexo 2). Sin embargo, decidimos no incluir estos datos
en el articulo puesto que el tejido analizado mostraba gran heterogeneidad, ya que se
trataba de corteza cerebral completa; y la validacion de algunos de estos genes por real
time PCR no dio resultados significativos, posiblemente por las diferencias en la

sensibilidad de ambas técnicas.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se muestran mejoras en respuesta a una practica de ejercicio fisico
moderado y voluntario a nivel fenotipico y nervioso en ratones senescentes SAMP8 de
edad avanzada. Aspectos como la vascularizacion de hipocampo, la expresion génica de
factores neurotréficos concretos como el Bdnf y alteraciones en el patrén global de
expresion de varios genes mediante el estudio por microarrays, ponen de manifiesto la
influencia positiva de la actividad fisica en el estado fisioldgico del individuo durante el

envejecimiento.

Ademas, el estudio de las vias en las que se encuentran implicados los genes
alterados tras el ejercicio fisico, ha identificado a la matriz extracelular como elemento
comun de respuesta a la intervencién en cerebro. Este es un dato de gran importancia
puesto que la matriz extracelular es el soporte fisico para la funcion, homeostasis y
supervivencia neuronal, y se han descrito alteraciones en los elementos que la
componen en modelos de neurodegeneracion y enfermedad de Alzheimer [727, 728],
apuntando a que el ejercicio puede contrarrestar en parte estos procesos en sus primeras

etapas.

En conclusion, nuestro estudio ha identificado nuevos candidatos de genes
marcadores de envejecimiento sensibles a ejercicio fisico y ha demostrado mejoras
fenotipicas y moleculares que sugieren la practica de ejercicio fisico moderado como un
estilo de vida saludable que puede prevenir o retardar rasgos asociados a deterioro

cognitivo durante el envejecimiento.
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Abstract. The senescence-accelerated SAMP8 mouse is considered a useful non-transgenic model for studying aspects of
progressive cognitive decline and Alzheimer’s disease (AD). Using SAMRI1 mice as controls, here we explored the effects of
6 months of voluntary wheel running in 10-month-old female SAMPS mice. Exercise in SAMP8 mice improved phenotypic
features associated with premature aging (i.e., skin color and body tremor) and enhanced vascularization and BDNF gene
expression in the hippocampus compared with controls. With the aim of identifying genes involved in brain aging responsive to
long-term exercise, we performed whole genome microarray studies in hippocampus from sedentary SAMPS (P8sed), SAMR1
(R1sed), and exercised SAMPS (P8run) mice. The genes differentially expressed in P8sed versus R1sed were considered as
putative aging markers (i) and those differentially expressed in P8run versus P8sed were considered as genes modulated by
exercise (ii). Genes differentially expressed in both comparisons (i and ii) were considered as putative aging genes responsive to
physical exercise. We identified 34 genes which met both criteria. Gene ontology analysis revealed that they are mainly involved
in functions related to extracellular matrix maintenance. Selected genes were validated by real-time quantitative PCR assays, i.e.,
collagen type 1 alpha 1 (collal), collagen type 1 alpha 2 (colla2), fibromodulin (fmod), prostaglandin D(2) synthase (ptgds),
and aldehyde dehydrogenase (Aldhla2). As a whole, our study suggests that exercise training during adulthood may prevent or
delay gene expression alterations and processes associated with hippocampal aging in at-risk subjects.

Keywords: Aging, Alzheimer’s disease, brain, exercise, gene, long-term, mice, microarrays, SAMP8, voluntary

INTRODUCTION Organization has stressed the relevance of an active
lifestyle to prevent chronic diseases and promote

It is now well accepted that sedentarism is a risk healthy aging [1]. The regular practice of moder-
factor for cardiovascular and metabolic diseases and ate physical exercise enhances cardiovascular health
for premature mortality. Indeed, the World Health [2-5], decreases the impact of risk factors affecting
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function, at both young and old ages and in both healthy
and pathological states [15, 16]. In particular, several
studies using transgenic mouse models of Alzheimer’s
disease (AD) have demonstrated the protective effects
of this healthy lifestyle against neurodegeneration
[17]. The rodent cortex and hippocampus are particu-
larly sensitive to exercise-induced modulation of genes
involved in neuronal plasticity and activity [18-21].
Although transcriptional responsiveness varies over
the lifetime, many brain genes still seem to be respon-
sive to exercise in old animals and in animal models
for neurodegenerative diseases [22-24]. The precise
molecular pathways that sustain these processes are
unknown but recent data have described that epigenetic
modifications seem to be involved in the mechanisms
of cognitive and stress resistance improvement associ-
ated with physical exercise [17].

The senescence-accelerated P8 (SAMPS) mouse
model of aging displays many features known to
occur early in the pathogenesis of chronic diseases.
The SAMPS strain was initially selected from AKR/J
mice for its spontaneous differential phenotypic char-
acteristics indicative of an accelerated aging process.
SAM resistant mice (SAMR1), with a similar genetic
background to SAMPS, show normal aging char-
acteristics and have been extensively used as an
appropriate control model [25]. SAMPS mice suffer
increased oxidative stress, vascular dysfunction, over-
production of amyloid-{ protein precursor (ABPP) and
amyloid-B (AP) protein, cholinergic deficits in the
forebrain, increased tau phosphorylation, and cogni-
tive and behavioral alterations [26—28]. Therefore, the
SAMPS mouse is considered a useful model to study
certain aspects of cognitive decline and AD.

Here we show that a long-term voluntary exercise
intervention in adult SAMP8 mice improved exter-
nal signs of phenotypic decline (i.e., skin color, coat
appearance, body tremor) and enhanced vasculariza-
tion and BDNF gene expression in the hippocampus.
Through whole genome microarray analyses, we iden-
tified hippocampal genes that were altered in sedentary
SAMPS8 and reached control levels in response to
exercise, therefore representing putative aging genes
responsive to chronic exercise practice.

MATERIALS AND METHODS

Animal care

All experimental procedures were approved by the
Ethics Committee of the University Autonomous of
Barcelona (Comissi6 Etica d’Experimentacié Animal

i Humana, CEEAH, UAB), following the ‘Principles
of laboratory animal care’, and were carried out in
accordance with the European Communities Council
Directive (86/609/EEC).

SAMP8 and SAMRI1 female mice were provided
by El Parc Tecnologic (Barcelona, Spain). They
were maintained under standard conditions (tempera-
ture 23 &£ 1°C, humidity 50-60%, 12 : 12-h light-dark
cycle, lights on at 7 : 00 a.m.), with food (A04, Harlan,
Spain) and tap water available ad libitum throughout
the study. Body weight (g) was measured weekly. Sen-
tinels from the facility were tested regularly to ensure
the facility was virus- and pathogen-free.

Voluntary exercise paradigm

The running wheels (ENV-044 Mouse Low-Profile
Wireless Running Wheel, Med Associates Inc.;
15.5cm circumference; 25° from horizontal plane)
were located in the animal colony room inside cages
of 19cm high x 27cm wide x 40cm deep. Wheel-
running activity was monitored through a wireless
transmitter system by using a Hub (13.70 x 15.25 cm?)
located in the same animal colony room. Revolu-
tions were monitored continuously although voluntary
activity occurred primarily during the dark phase.

Four-month-old mice were randomly divided into
four groups (R1 sedentary, R1 running, P8 seden-
tary, and P8 running (n=14/group) and housed
2-3 mice per cage in plastic Macrolon colony
boxes (15cm high x27cm  wide x 27cm  deep)
with a sawdust floor. For 6 months, three alter-
nate days a week (Monday—Wednesday—Friday or
Tuesday—Thursday—Saturday), mice were individually
accommodated in large cages containing only sawdust
(sedentary groups) or sawdust with a running wheel
available ad libitum for voluntary exercise (exercise

groups)
Modified SHIRPA test

The day before sacrifice, the degree of senescence
was evaluated according to a modified SHIRPA Test
[29]. The SHIRPA is a comprehensive assessment dur-
ing which a total of nine separate measurements are
recorded for each animal (n=14/group). The mice
were first weighed, and evaluated for body posi-
tion (0, active; 1, inactive or hyperactive), skin color
(0, pink; 1, bleached or deep red), coat appearance
(0, tidy; 1, irregularities), body tremor (0, absent;
1, present), eyes closure (0, open; 1, one closed; 2,
both closed), lordokyphosis of the spine (0, absent;
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1, present), and lacrimation (0, absent; 1, present).
The statistical analysis was performed using the Sta-
tistical Package for Social Sciences (SPSS, version
15.0). The non-parametric Mann-Whitney U test was
applied to analyze the data. Values are expressed as
mean =+ standard error of the mean.

Brain processing and tissue harvesting

Animals were decapitated and brains were dissected
on ice to obtain hippocampi which were immedi-
ately frozen and stored at —80°C for further analysis
(n="T/group).

For the immunohistochemistry studies, the ani-
mals were transcardially perfused with saline
buffer (n="7/group). Brains were dissected, fixed in
methacarn (60% methanol, 30% acetic acid, 10%
chloroform), dehydrated, and embedded in paraffin
wax. Microtome coronal sections of 20 um were
made and brain slices containing the central zone of
the hippocampus (bregma —2.30 approximately) were
selected for immunostaining.

Total RNA extraction and DNA microarray
analysis

Total RNA was extracted using mirVana™ RNA
Isolation Kit (Applied Biosystems) following the
manufacturer’s instructions. The yield, purity, and
quality of RNA were determined spectrophotometri-
cally (NanoDrop, USA) and using the Bioanalyzer
2100 capillary electrophoresis. RNAs with 260/280
ratios and RIN higher than 1.9 and 7.5, respectively,
were selected. Gene expression analysis in hippocam-
pus from 10-month-old sedentary SAMRI (Rlsed),
sedentary SAMPS8 (P8sed), and exercised SAMPS
mice (P8run) were carried out with 4x44 K whole
mouse genome microarrays (Agilent; n=>5/group).
Total RNA (500 ng) was labeled with Cy3 dye using
the Quick Amp Labeling Kit, One-Color from Agi-
lent. Fluorescently labeled samples were hybridized to
the microarray slide with 60-mer probes. Hybridization
and wash processes were performed according to the
manufacturer’s instructions, and hybridized microar-
rays were scanned using an Axon 4000B scanner.
GenPix Pro 6.0 extraction software was used for the
detection of signals.

Raw microarray data were deposited with GEO
Accession Numbers GSE36571. The R Project for Sta-
tistical Computing (http://www.r-project.org/) and Perl
Programming Language (http://www.perl.org/) were
used to analyze the data considering the following

Table 1

1179

List of primers and probe sets used for real time q-PCR analysis.
TagMan FAM-labeled specific probes, Applied Biosystems (ABI)

Target Reference (ABI) Ref Seq ID
Aldhla2 MmO00501306-m1 NM_009022.4
Bdnf Mm01334042_m1 NM_001048142.1
Collal MmO00801666_g1 NM_007742.3
Colla2 Mm00483888_m1 NM_007743.2
Fmod MmO00491215_ml NM_021355.3
Ptgds MmO01330616_gl NM_008963.2
Tbp Mm00446971_m1 NM_013684.3
TrkB Mm00435422_ml NM_001025074.1,
NM_008745.2
Vegfa Mm01281449_m1 NM_001025250.3,

NM_.001110266.1,
NM_001110267.1,
NM_009505.4

analysis steps: Quality control of raw data (Imageplots,
MAplots, Boxplots, Density Plots, Spike-Mix, Quality
Filters, Pearson Cor. coef, HCL and PCA); Data filter-
ing; Background correction and normalization; Quality
control of normalized data. Background correction and
normalization were done with Bioconductor’s limma
package using the method’s “minimum” and “quan-
tile” respectively [30].

The Venn diagram was generated from the lists of
differentially expressed genes showing a fold change
greater than 1.5 (log2 > ]0.5849|) and a p value
<0.05 in the comparison “P8sed vs. Rlsed” (putative
aging genes) and in the comparison “P8run vs. P8sed”
(putative exercise-modulated genes). The Database
for Annotation Visualization and Integrated Discovery
(DAVID v6.7) bioinformatics program and the Gene
Ontology (GO) database were used for functional path-
way enrichment analysis of the genes grouped in the
intersection of the Venn diagram. GO categories with
p values and Benjamini adjustment <0.05 were consid-
ered statistically significant.

To validate the microarray data, real-time quantita-
tive PCR was performed on the same RNA samples.

Real-time quantitative PCR

Random-primed cDNA synthesis was performed at
37°C starting with 0.3 pg of RNA, using the High
Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems).
Gene expression was measured in an ABI Prism
7900HT Real Time PCR system using TagMan FAM-
labeled specific probes (Applied Biosystems, Table 1).
Results were normalized to Tbp gene expression. Tran-
script variant 4 (NM_001048142.1) corresponding to
exon V of BDNF gene was analyzed.
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Immunohistochemistry

Slides with brain sections were deparaffinized in
xylene, rehydrated in a graded series of ethanol solu-
tions (100, 90, and 70%) and finally washed twice with
PBS for 5 min. Then, brain sections were blocked and
permeabilized with PBS containing 1% bovine serum
albumin and 0.1% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich) for
20 min. After two 5-min washes in PBS, slides were
incubated with the primary antibody, rabbit anti-
laminin (Sigma, St. Louis, Missouri, USA; dilution
1:100) overnight at 4°C. They were then washed again
and incubated for 1 h at room temperature in the dark
with the secondary antibody, AlexaFluor 546 donkey
anti-rabbit IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; dilu-
tion 1:250). Finally, slides were washed, mounted
using Prolong Gold (Invitrogen) anti-fade medium,
allowed to dry overnight at room temperature and
stored at 4°C. Image acquisition was performed with
a fluorescence laser microscope (BX41, Olympus,
Germany). To quantify the area of the blood ves-
sels (VA), images were analyzed with the open-source
Fiji software. Briefly, in order to exclude inciden-
tal variations, CA1l picture from each animal (n=4,
13—15 slices/group) were taken, the images were bina-
rized (vessels = black, background = white), a region of
interest was set to include all the CA 1 seen in the image
and the positive black area was quantified. The positive
black area corresponds to the positive laminin staining
and is equivalent to the amount of vessel surface in the
studied region.

RESULTS

Long-term exercise performance induces
phenotypic improvements in old SAMPS mice

We explored the effects of 6 months of voluntary
wheel running in SAMP8 mice which were 10-month-
old at the end of the training. Consistent with their
accelerated aging phenotype, during the intervention
SAMP8 mice displayed less exercise than SAMRI1
control mice (Fig. 1A) and the mean number of
wheel revolutions/week for the complete intervention
was significantly lower in SAMP8 mice compared
with  SAMRI1 controls (SAMRI1 =74296 £ 5590;
SAMP8 =56964 + 5186; Fig. 1B).

Taking into account the advanced age of the SAMP8
mice upon completion of the long-term intervention,
we analyzed the impact of the training on a set of phe-
notypic traits using a modified SHIRPA test, which
evaluates different aging traits (i.e., skin color, coat

40000
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Fig. 1. Long-term exercise performance in SAMP8 and SAMRI1
mice. Wheel-running activity was continuously monitored through a
wireless transmitter during the 6-month intervention. A) Mean num-
ber of wheel revolutions per session was calculated as the total wheel
revolutions per week/numbers of sessions of the week (ANOVA:
F(1,26)=7.868 *p<0.01). B) Mean number of wheel revolutions
per week was calculated as the mean total wheel revolutions/total
number of weeks (n=14/group; *p <0.05 versus R1 run group).

appearance, body tremor, lacrimation, and others).
Mean scores for lordokyphosis of the spine (hump),
body tremor, and skin color were significantly higher
in sedentary SAMP8 (P8sed) mice compared with
sedentary SAMRI1 controls (R1sed). While the lor-
dokyphosis of the spine was not responsive to the
intervention, exercise practice abolished the tremor
signs in SAMPS8 mice and beneficially influenced skin
color aging signs in both groups (Fig. 2).

Another positive effect of the 6-month exercise
intervention was the significant hippocampal revas-
cularization in exercised SAMR1 and SAMPS8 mice
(Fig. 3A-E). Microscopic visualization of immunos-
tained brain sections with laminin showed reduced
blood vessel area in P8sed mice compared with R1sed
animals (Fig. 3 C versus A). Both groups of exercised
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Fig. 2. Exercise delays aging traits in old SAMP8 mice. Mice were
evaluated for aging-sensitive traits using the modified SHIRPA test.
Higher scores correspond to more advanced age phenotypes. Traits
showing significant basal differences between groups included: lor-
dokyphosis of the spine (0, absent; 1, present), body tremor (0,
absent; 1, present), and skin color (0, pink; 1, bleached or deep red).
Total score was recorded as the sum of the scores for each of the
categories (*p <0.05, n=14/group; non-parametric Mann-Whitney
U test).

mice exhibited enhanced vascularization compared
with their respective age-matched sedentary controls
(Fig. 3B versus A, and D versus C). Remarkably, the
area of blood vessels in P8run mice was significantly
higher than in R1sed mice and reached levels undistin-
guishable from those observed in R1run mice (Fig. 3D
versus A and B, respectively) The effects of exercise
on revascularization seem to be unrelated to VEGF
expression which was significantly decreased in the
SAMPS8 mice but was not modified by the intervention
in any group (Fig. 3F).

Upregulation of Bdnf gene expression in
hippocampus from old SAMPS8 mice after
long-term exercise training

Bdnf upregulation is emerging as one of the most
reproducible molecular outcomes of physical exercise
in the rodent hippocampus [17]. Before performing the
microarray studies, we further confirmed the efficacy
of the long-term exercise intervention in old SAMP8
mice by examining Bdnf gene expression as well as the
expression of its receptor TrkB. Both genes were found
underexpressed in P8sed compared with R1sed mice
(Fig. 4). After the exercise intervention, Bdnf gene
expression was significantly upregulated in P8run mice
(Fig. 4A). In contrast, TrkB gene expression showed
no improvement after the exercise training (Fig. 4B).
No effect of exercise was observed on Bdnf or TrkB
genes in SAMR1 mice.

Whole genome microarray analysis in
hippocampus of old SAMPS8 mice after long-term
exercise training

With the aim of identifying genes involved in brain
aging and modulated by long-term voluntary exer-
cise, we performed whole genome microarray studies
in the hippocampus from sedentary SAMPS (P8sed),
sedentary SAMR1 (R1sed). and exercised SAMP8
(P8run) mice. We compared “P8sed vs. R1sed” in order
to detect putative aging markers (A) and “P8run vs.
P8sed” to detect genes modulated by exercise (B). For
both comparisons, only genes differentially expressed
with a fold change >1.5 and a p value <0.05 were
included. Genes differentially expressed in A and B
were integrated in a Venn diagram which yielded 34
genes in the intersection (Fig. 5). The overlap between
the lists A and B was significant as revealed by Fisher’s
exact test (p-value <3 E-16). These genes therefore
met the criteria for putative aging genes modulated by
exercise (Table 2).
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Fig. 3. Effects of 6 months of voluntary exercise on hippocampal vascularization in old SAMP8 mice. Hippocampal sections were incubated
with the primary antibody rabbit anti-laminin (red) in sedentary SAMR1 (A, Rlsed), SAMRI1 (B, Rlrun), sedentary SAMPS (C, P8sed), and
exercised SAMPS (D, P8run). Representative images are shown, scale bar: 100 wm in all panels. E) Area of the blood vessels (VA) was quantified
with the open-source Fiji software. F) Vegf gene expression was measured by real time quantitative PCR. *p <0.05 2 tail #-test; ** p <0.005 2

tail t-test (n=4, 13-15 slices/group).

Pathway enrichment analysis of the genes listed in
Table 2 was performed using the DAVID program and
the Gene Ontology (GO) database. GO categories with
p values and Benjamini adjustment <0.05 were con-
sidered statistically significant (Table 3A). We found
that these genes were mainly clustered in functions
associated with extracellular matrix maintenance. The

reported functions in the central nervous system of
the genes included in the GO categories are listed in
Table 3B [31-43].

Moreover, in accordance with the literature (see Dis-
cussion), functionally relevant genes identified through
the microarray analysis were validated by real-time
quantitative PCR assays, i.e., collagen type 1 alpha
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Fig. 4. Long-term voluntary exercise improves hippocampal Bdnf
gene expression in old SAMP8 mice. Bdnf (A) and TrkB (B) gene
expression was measured by real time quantitative PCR. Sed, seden-
tary mice; run, exercised mice (*p <0.05; **p <0.01, 2-tail ¢-test;
n = 5/group).

1 (collal), collagen type 1 alpha 2 (colla2), fibro-
modulin (fmod), prostaglandin D(2) synthase (ptgds),
and aldehyde dehydrogenase (Aldhla2) (Fig. 6). The
solute carrier family 6 (GABA transporter) member
13 SLC6A13 and the Solute carrier family 47, mem-
ber 1 (Scl47al) followed the tendencies observed in
the microarray studies but differences between groups
did not reach statistical significance when checked by
real time PCR (data not shown).

DISCUSSION

Here we studied the effect of long-term voluntary
exercise in a spontaneous mouse model of accelerated
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P8sed vs R1sed
fold change 2 15
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P8run vs P8sed
fold change 215
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130

Fig. 5. Putative aging genes modulated by long-term voluntary exer-
cise in hippocampus. Genes from the comparisons “P8sed vs. R1sed”
(left circle) and “P8run vs. P8sed” (right circle) with both fold
changes greater than 1.5 (log2 >]0.5849|) and p value <0.05 were
considered to be differentially expressed and were included in a
Venn diagram. The intersection of circles corresponds to putative
aging genes modulated by physical exercise.

aging, the SAMP8 mice. Previous reports have shown
the SAMP8 mouse model is a suitable non-transgenic
model for the study of many aspects of aging and AD
[44, 45]. In the literature there is little information
on the effects of exercise in female rodents although
previous studies have described gender-dependent
neuro-immuno-endocrine responses to physical train-
ing in AD mouse models [46, 47]. Moreover, marked
sex differences have been described in the patterns of
voluntary exercise in mice, females running faster and
longer than males [48]. In this context, our data expand
current knowledge on the molecular impact of physical
exercise on brain aging in female mice.

The characteristics of the exercise protocol used here
were selected (i) to analyze the effects of exercise as a
continuous practice during adulthood and (ii) to avoid
the deleterious effects of long-term isolation on cog-
nitive impairment or cardiac autonomic dysregulation
[49]. Indeed, upon completion of the long-term inter-
vention, SAMPS8 mice were at the final stage of their
lives (10-month-old), considering that their median
survival time is 40% shorter than that of SAMR1 mice
(median life: 9.7 months and 16.3 months, SAMPS8 and
SAMRI, respectively; [28]). To avoid isolation, mice
were housed in groups of 2-3 and individually placed
3 alternate days per week in a cage with a running
wheel for voluntary exercise. In these conditions we
found that 6 months of voluntary training on a run-
ning wheel improved aging traits such as skin color
and body tremor of SAMPS mice. Moreover, the inter-
vention increased vascularization and modulated gene
expression in the hippocampus.
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Putative aging genes sensitive to physical exercise in hippocampus. List of the differentially expressed genes from the comparisons “P8sed vs.
R1sed” and “P8run vs. P8sed” with both fold changes greater than 1.5 (log2 > |0.5849() and p value <0.05 found in the intersection of the Venn
diagram (Fig. 5). These genes represent putative aging genes sensitive to exercise

P8FS vs R1FS P8FR vs P8FS
Gene symbol Gene name Primary Fold Change p-val Fold Change p-val
Accession
Htr2b 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B NM_ 008311 39 0.009 -4,0 0.008
Olfr470 olfactory receptor 470 NM_146425 39 0.000 2,7 0.002
Fyb FYN binding protein AKO038161 32 0.015 2,7 0.038
Aldhla2 aldehyde dehydrogenase family 1, subfamily A2 NM_009022 3,0 0.000 -1,7 0.017
Defbl defensin beta 1 NM_007843 2,9 0.005 -2.8 0.006
Collal collagen, type I, alpha 1 NM_007742 2,6 0.000 -1,5 0.014
Slc6al3 solute carrier family 6 (neurotransmitter NM_144512 2,5 0.000 -1,6 0.035
transporter, GABA), member 13
Fmod fibromodulin NM_021355 2.4 0.000 -1,6 0.038
Tnn tenascin N NM_177839 2,4 0.003 -2,0 0.016
Ms4adb membrane-spanning 4-domains, subfamily A, NM_021718 2,3 0.000 2,2 0.000
member 4B
Pygl liver glycogen phosphorylase AKO083075 2,3 0.001 -1,9 0.011
A230056P14Rik  RIKEN cDNA A230056P14 gene NM_001033396 2,3 0.004 -2,0 0.017
Tbx15 T-box 15 NM_009323 2,2 0.018 -23 0.015
Fus fusion, derived from t(12;16) malignant AK038226 2,0 0.003 2.0 0.004
liposarcoma (human)
Slcd7al solute carrier family 47, member 1 NM_026183 2,0 0.000 -1,5 0.009
Colla2 collagen, type I, alpha 2 NM_007743 2,0 0.000 -1,6 0.005
Fbxw14 F-box and WD-40 domain protein 14 NM_015793 1,9 0.043 -2,0 0.038
Ogn osteoglycin NM_008760 1,9 0.003 -1,9 0.002
Setd7 SET domain containing (lysine NM_080793 1,9 0.026 -1,8 0.041
methyltransferase) 7
Mgp matrix Gla protein NM_008597 1.9 0.000 -1,5 0.006
Sppl secreted phosphoprotein 1 NM_009263 1,8 0.017 -1,7 0.024
6430548G04 hypothetical protein 6430548G04 AK032445 1,7 0.007 -1,7 0.007
Gprl26 G protein-coupled receptor 126 NM_001002268 1,7 0.033 -1,7 0.030
Gpr182 G protein-coupled receptor 182 NM_007412 1,6 0.002 -1,5 0.005
Ptgds prostaglandin D2 synthase (brain) NM_008963 1,5 0.045 -1,7 0.015
Pard3 par-3 (partitioning defective 3) homolog (C. NM_001013581 -1,5 0.000 1,4 0.020
elegans)
Nup205 nucleoporin 205 AK041272 -1,8 0.039 1,9 0.020
Gsbs G substrate AF071562 -1,8 0.030 2.4 0.002
Cftr cystic fibrosis transmembrane conductance NM_021050 272 0.006 1,7 0.008
regulator homolog
Olfr1099 olfactory receptor 1099 NM_146768 24 0.005 2,5 0.004
Tnks2 tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related XM_001000101 -1,5 0.018 -1,5 0.012
ADP ribose polymerase 2
Sp4 trans-acting transcription factor 4 NM_009239 -1,5 0.010 -1,5 0.013
Prmtl protein arginine N-methyltransferase 1 NM_019830 -1,6 0.031 -1,8 0.004
Metrn meteorin, glial cell differentiation regulator NM_133719 -2.0 0.006 -23 0.001

It has recently been shown that in response to exer-
cise the brain of middle-aged female mice appears to
retain significant vascular plasticity [50]. Therefore,
we used the blood vessel area as a readout to test the
effectiveness of the exercise training. We observed that
exercise training enhanced hippocampal vasculariza-
tion both in SAMRI and SAMP8 mice, suggesting
that the intervention was effective. We also found
a decreased blood vessel area in SAMP8 compared
with SAMR1 mice. This result is consistent with other
reports suggesting that vascularity may be reduced in

the AD brain. It has been shown that A3 peptides may
have profound anti-angiogenic effects in vitro and in
vivo [51] and that the overexpression of ABPP in the
vasculature may oppose angiogenesis [52]. However,
the data in the literature regarding angiogenesis and
AD are contradictory: for example, angiogenesis has
been observed in AD-affected brain regions [53].

We also observed an upregulation in Bdnf gene
expression in P8run mice, further supporting the notion
that Bdnf upregulation is one of the most reproducible
molecular outcomes of physical exercise in the rodent
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Table 3
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Functional analysis of aging genes modulated by physical exercise in hippocampus. A) The Database for Annotation Visualization and Integrated
Discovery (DAVID v6.7) bioinformatics program was used for functional annotation analysis of genes presented in Table 2. Only gene ontology
categories presenting both p value < 0.05 and Benjamini adjustment < 0.05 are shown. Genes in Table 2 that did not reverse their expression
pattern in response to exercise were not included in the DAVID analysis (last four genes in bold in Table 2). B) Reported role in the central
nervous system of the genes included in the significant GO categories

A

Category Benjamini p-value Genes

GO0:0031012~ 0.034 FMOD, OGN, COL1A2, TNN, COL1A1
extracellular matrix

GO:0005584~ 0.041 COL1A2, COL1A1
collagen type I

GO:0005576~ 0.041 FMOD, OGN, PTGDS, COL1A2, MGP, TNN,
extracellular region COL1A1, DEFBI1, SPP1

GO:0005578~ 0.044 FMOD, OGN, COL1A2, TNN, COL1A1
proteinaceous

extracellular matrix

B

Gene symbol

Primary accession

Gene name and reported role in CNS

References

Fmod

Ogn

Ptgds

Colla2

Mgp

Tnn

Collal

Defbl

Sppl

NM_021355

NM_008760

NM_008963

NM_007743

NM_008597

NM_177839

NM_007742

NM_007843

NM_009263

Fibromodulin. Regulation of collagen type I and type II
and extracellular matrix organization.
Downregulation in amygdala in an
induced-depression mice model. Association with
tumor progression and brain invasion in glioblastomas

Osteoglycin. Induction of bone formation in
conjunction with TGFb. Downregulation in amygdala
in an induced-depression mice model

Prostaglandin D2 synthase. Neuromodulator and trophic
factor in the central nervous system. Increment in
cerebrospinal fluid (CSF) concentration in ageing.
Up-regulated in central nervous diseases like attention
deficit hyperactivity disorder (ADHD) and A

Collagen, type I, alpha 2 (fibrillar forming collagen).
Increased in Abeta deposits in AD brains

Matrix gla protein (MGP). Present in neurons (mainly
expressed in the peripheral nervous system).
Regulator of bone morphogenetic proteins (BMPs) in
the vascular system. Increased levels associated with
neuron vulnerability

Tenascin N. Predominantly expressed in hippocampus
adult neurons. Involvement in neurite outgrowth and
cell migration. Possible contribution in synaptic
modulation

Collagen, type I, alpha 1. Increased in Abeta deposits in
AD brains

Defensin beta 1. Cationic peptide expressed in CNS.
Immunomodulator of adaptative and innate immune
system. Hypothesised to be involved in CNS chronic
disease-related neuropathological changes

Secreted phosphoprotein 1. Extracellular matrix
glycophosphopotein. Roles in cell adhesion,
chemotaxis, immune regulation , tumor cell
metastasis and protection against apoptosis.
Proinflammatory and subsequent neuroprotective
roles in acute neuroinflamma

[31,32]

[31]

[33-35]

[36]

[37]

[38]

[36]

[39,40]

[41-43]

hippocampus (reviewed in [17]). Indeed, the upreg-
ulation of Bdnf gene in response to exercise was
also recently reported in younger (2-month-old) male
SAMPS8 mice after four months of wheel running [54].

Once we confirmed the efficacy of the intervention,
the objective of the microarray analysis was to identify

novel putative genes involved in hippocampus aging
which could be beneficially influenced by long-term
exercise practice.

In the last five years, several microarray studies have
been performed in the SAMP8 mouse [1, 54-58]. Two
of them are methodological studies which cannot be
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Fig. 6. Validation by Q-PCR of microarray-selected hippocampal aging genes modulated by long-term physical exercise. Genes from Table 2
were validated by real-time quantitative PCR in sedentary SAMP8 (P8sed), exercised SAMP8 mice (P8run), and sedentary SAMR1 (R1sed)
mice. A) Collal, collagen, type I, alpha 1; B) collagen type 1 alpha 2 (colla2); C) Ptgds, prostaglandin D2 synthase; (D) fibromodulin (fmod);
and E) aldehyde dehydrogenase (Aldhla2). (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; Tp=0.06; 2-tail t-test; n=5/group).

related to our results [56, 59]. Two other studies did Sakurai et al. [54] identified in young (2-month-
not include SAMRI1 mice as control and so we cannot old) male SAMPS8 mice an increase in the expression
compare their data with our findings [55, 58]. of the leucine zipper transcription factor-like protein

101



M.J. Alvarez-Lopez et al. / Exercise Modulates Brain Aging in SAMPS8 Mice 1187

1 (Lztfl1) levels after four months of wheel running.
Howeyver, in 12-old-month mice, we did not observe
any effect of exercise in the expression of Lztfll in
SAMPS8 mice. The study by Cheng et al. [57] analyzed
microarray expression profiles in the hippocampus
of 12-month-old male SAMP8 and SAMRI mice. In
agreement with our study in females, they detected the
down-regulation of Dusp12 (Dual specificity protein
phosphatase 12) in the SAMPS hippocampus. Recent
evidence suggests that this enzyme plays a role in
cell survival and ribosome biogenesis [60]. We did
not detect any change in Duspl2 gene expression in
response to exercise. Finally, using microarray anal-
ysis, Casadesus et al. [61] compared the expression
of 62 genes involved in different signaling pathways
such as oxidative stress, mitochondrial-related apop-
tosis, and cell cycle, in the hippocampus of 3-, 6-, and
9-months-old male SAMP8 and SAMRI1 mice, and
found no differences between strains at any of the ages
analyzed. Of these 62 genes, we found that, compared
with SAMR1 mice, female SAMPS8 mice presented a
down-regulation in Park2 gene (Park?2 is an E3 ubiqui-
tin ligase that regulates systemic lipid metabolism and
is defective in early onset Parkinson’s disease patients
[62]) and an upregulation of the Gfral gene (Gfral
gene encodes the glial cell line-derived neurotrophic
factor family receptor a-1, GFR «-1, which has been
reported to be beneficial for the survival of hippocam-
pal neurons [63]). However, the expression levels of
these genes were not modulated by exercise.

Regarding proteomic studies using SAMPS8 mice,
Zhu et al. [64] analyzed hippocampus and cortex
of 5- and 15-month-old male SAMP8 and SAMR1
mice. In agreement with their findings, we found a
down-regulation Uchl3 (Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase isozyme L3) and a down-regulation of
Hebp1 in female SAMPS hippocampus compared with
SAMRI1 mice, although exercise did not modified
their expression levels. Interestingly, another pro-
teomic study reported a down regulation of Uchl3 in
the SAMPS8 hippocampus at six months [65], strongly
suggesting that lower expression of Uchl3 is a distinc-
tive feature of the SAMPS8 hippocampus and may be
associated with the pathological phenotype of these
mice.

Differences in the profiling platforms used, in the
animal sex and age, and/or in the intervention designs
are some of the factors that could explain the low
agreements between our study and the cited reports.
Moreover, the limitations of the microarray technique
are highlighted by the observation that in response to
exercise we have found an upregulation of BDNF gene

expression by real time PCR but not by microarray
analysis.

In this study, we found 34 genes in hippocam-
pus that met our criteria for aging genes sensitive
to physical exercise. Gene ontology analysis revealed
that long-term physical exercise modulated pathways
mainly involved in extracellular matrix (ECM) mainte-
nance in hippocampus. Interestingly, the ECM not only
provides physical support for neuronal function and
survival but also plays a crucial homeostatic role [66]
and changes in ECM components have been described
as pathological features of AD [66, 67]. In this context,
our data suggest that physical exercise may counteract
at least in part such processes in early-stage AD.

Although the relevance of microarray findings will
require further characterization, based on the previ-
ous literature some inferences about their functional
significance can be made. Our microarray studies in
hippocampus showed increased expression of the col-
lagen type 1 alpha 1 (collal) and alpha 2 (colla2)
genes in SAMP8 mice compared with controls and
a decrease in their expression levels in response to
exercise. These effects were confirmed by quantitative
real-time PCR. Interestingly, the 3xTg-AD transgenic
mouse model presents a 20% increase in brain colla-
gen content compared with controls and a significant
vascular volume reduction in the hippocampus, but not
in the frontal cortex or cerebellum [36]. These results
are of particular interest since ABPP can physically
interact with many different collagen and extracellu-
lar matrix components and because other forms of
collagen (e.g., XXV and XVIII) have been found
in amyloid plaques [68, 69]. Another gene benefi-
cially modulated by exercise in SAMPS8 hippocampus
was the prostaglandin D(2) synthase (Pgds). Pgds is
expressed in astrocytes and oligodendrocytes [70] and
has been proposed as a biomarker of aging in cere-
brospinal fluid [33]. Using real-time PCR, we also
validated the beneficial effect of exercise on fibromod-
ulin gene expression (Fmod) in SAMP8 mice. Fmod
is a proteoglycan component involved in the regula-
tion and assembly of extracellular matrix organization.
It has been associated with brain tumor progression
in glioblastomas [32] and there is growing evidence
that keratan sulfate proteoglycans enhance A[3 aggre-
gation and senile plaques formation in the pathogenesis
of AD [71]. Finally, exercise also restored gene
expression of the aldehyde dehydrogenase Aldhla2
in the SAMPS hippocampus. Aldhla2 is the rate-
limiting retinoic acid-synthesizing enzyme and it has
been reported that both decreased [72] and increased
[73] retinoic acid levels in the hippocampus lead to
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impaired neurogenesis and performance in cognitive
tasks.

In summary, our study identifies new candidate
aging genes in the hippocampus which are sensitive to
physical exercise, and suggests that an active lifestyle
during adulthood may promote a healthier aging in at-
risk populations by preventing or reversing senescent
signs in the brain.
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RESUMEN

Durante el proceso de envejecimiento y la aparicion de patologias asociadas al
mismo se ha detectado la presencia de alteraciones y modificaciones epigenéticas [42,
729]. Entre ellas destacan los cambios de expresion de ARNs no codificantes
denominados microARNs [730-732]. Por otro lado, las modificaciones de histonas, y en
concreto la alteracion de patrones de acetilacion de histonas, también parece tener un
papel relevante en patologias asociadas al envejecimiento [445, 733-735]. Por ello, nos
propusimos identificar marcadores epigenéticos potenciales implicados en el proceso de
envejecimiento y EA, y su posible modulacion tras dos meses de ejercicio fisico

moderado utilizando en modelo de ratones SAMPS8 y su control SAMRI.

Nuestros datos identificaron varios factores epigenéticos alterados en hipocampo de
animales SAMPS8 algunos de los cuales respondieron a la intervencion de ejercicio
fisico, incluyendo microARNs e histonas deacetilasas alterados en la enfermedad de

Alzheimer.

PRINCIPALES RESULTADOS

4.3.9. 3.1. Efectos positivos de una intervencion de dos meses de ejercicio fisico

moderado en el modelo de envejecimiento acelerado SAMPS8

Con el objetivo de confirmar la eficacia de la intervencion de ejercicio fisico,
analizamos varios factores que han sido previamente identificados como modulables al
ejercicio fisico en roedores (por ejemplo niveles en plasma de IGF1 o expresion génica

de Bdnf en hipocampo) [720].

En concordancia con dichos estudios, tras 2 meses de ejercicio observamos un
incremento en los niveles de IGF1 en plasma en ambas cepas, SAMR1 y SAMPS (Fig
1E del articulo 3). Por su parte, como demostramos en nuestro estudio previo (ver
Articulo 2) Bdnf presentd niveles reducidos en los ratones SAMPS sedentarios que
aumentaron significativamente tras la intervencion de ejercicio fisico. Observamos un
incremento en la expresion de Bdnf'y Trkb en respuesta al ejercicio en ambas cepas,

confirmando la eficiencia de la intervencién (Fig 1F-G del articulo 3).
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Neuritina (Nrnl), un gen diana de la via de Bdnf implicado en supervivencia
neuronal y neurogénesis [736], también aumentd su expresion tras 8 semanas de

ejercicio voluntario en ambas cepas, SAMRI1 y SAMPS.

3.2. Alteraciones de expresion en microARNs y modificaciones de histonas (esta

parte del trabajo fue realizada por MC-T como parte de su tesis doctoral, con la participacion de MJA-L
en la obtencion de tejidos, purificacion de RNAs, colaboracion en los ensayos de arrays de expresion

génica de miRNAs y participacion en interpretacion de resultados)

Identificamos 21 microARNSs, asociados a enfermedades neurolégicas o implicados
en desarrollo neuronal, alterados en la cepa senescente SAMPS8 respecto a su control
SAMRI en condiciones sedentarias. Entre ellos, tres resultaron sensibles al ejercicio
fisico. También identificamos 4 microARNs expresados de manera similar entre
SAMP8 y SAMRI que respondieron al ejercicio fisico en ambas cepas (Tabla 2 del
articulo 3). Es interesante remarcar que la mayoria de estos microARNs se han descrito

alterados en personas afectadas por la enfermedad de Alzheimer.

Por ultimo, en este trabajo se observdé una reduccion en la expresion de las
deacetilasas Sirtl, Hdac5 y Hdac6 en la cepa senescente respecto a su control SAMRI.
Las deacetilasas Hdac5 y Hdac3 se vieron moduladas por el ejercicio, correlacionando
inversamente ésta ultima con el aumento de acetilacion asociado al ejercicio hallado en

histonas H3 de los ratones SAMPS (Fig 3 del articulo 3).
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Resultados

CONCLUSIONES

En este trabajo hemos explorado los cambios epigenéticos presentes en hipocampo
de ratones SAMPS y su modulacion mediante una intervencion de 2 meses de ejercicio
fisico moderado y voluntario. Se han descrito alteraciones en la expresion de factores
neurotroficos, microARNs, deacetilasas de histonas y los niveles de acetilacion global

en histona 3.

Algunos de los cambios detectados en respuesta al ejercicio (aumento de 77kb y
Nrnl en hipocampo) no se observaron en nuestro trabajo previo (ver Articulo 2),
sugiriendo que la modulacion por ejercicio fisico de estos genes, depende en gran
medida del tipo y duracién de la intervencion. Por otro lado, nuestros resultados
confirman que el factor neurotréfico Bdnf es un excelente marcador de los efectos
positivos del ejercicio fisico sobre el cerebro, como mejoras en aprendizaje y memoria,

en procesos de neurogénesis y plasticidad sindptica.

Nuestro trabajo muestra algunas alteraciones epigenéticas en hipocampo de ratones
SAMPS8 que son comunes a las halladas en personas humanas que sufren enfermedad de
Alzheimer, apoyando el uso de este modelo en futuros estudios sobre vias epigenéticas
relacionadas con la aparicion y progresion de esta enfermedad. Estos datos reflejan el
impacto positivo del ejercicio fisico en la reversion de ciertas alteraciones epigenéticas

y transcripcionales asociadas a envejecimiento.

Actualmente se acepta que la actividad fisica moderada es una estrategia de
promocion del envejecimiento saludable. En este contexto, nuestro estudio contribuye a
entender los mecanismos subyacentes e indica que el ejercicio fisico también podria
representar un complemento terapéutico en patologias neurodegenerativas como la

enfermedad de Alzheimer.

112



{fromtiers im

AGING NEUROSCIENCE

ORIGINAL RESEARCH ARTICLE
published: 20 March 2014
doi: 10.3389/fnagi.2014.00051

—

Epigenetic alterations in hippocampus of SAMP8 senescent
mice and modulation by voluntary physical exercise

Marta Cosin-Tomas'??, Maria J. Alvarez-Lépez'?", Sandra Sanchez-Roige®, Jaume F. Lalanza?®,
Sergi Bayod', Coral Sanfeliu?, Merce Pallas’, Rosa M. Escorihuela® and Perla Kaliman?*

" Unitat de Farmacologia, Facultat de Farmacia Institut de Biomedicina Universitat de Barcelona (IBUB), Nucli Universitari de Pedralbes, Barcelona, Spain
2 Department of Brain Ischemia and Neurodegeneration, Institut d’Investigacions Biomédiques de Barcelona (IIBB)-Consejo Superior de Investigaciones

Cientificas (CSIC), Barcelona, Spain

3 Departamento de Psiquiatria y Medicina Legal, Facultad de Medicina, Instituto de Neurociencias, Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain

Edited by:
Rodrigo Orlando Kuljis, Zdrav Mozak
Limitada, Chile

Reviewed by:

Angel M. Carrién, Universidad Pablo
de Olavide de Sevilla, Spain

Diego Ruano, University of Sevilla,
Spain

*Correspondence:

Perla Kaliman, Department of Brain
Ischemia and Neurodegeneration,
Institut d’Investigacions
Biomediques de Barcelona, Consejo
Superior de Investigaciones
Cientificas, Rossellé 161, E-08036
Barcelona, Spain

e-mail: pkaliman@ub.edu

T These authors have contributed
equally to this work.

The senescence-accelerated SAMP8 mouse model displays features of cognitive decline
and Alzheimer's disease. With the purpose of identifying potential epigenetic markers
involved in aging and neurodegeneration, here we analyzed the expression of 84 mature
miRNAs, the expression of histone-acetylation regulatory genes and the global histone
acetylation in the hippocampus of 8-month-old SAMP8 mice, using SAMR1 mice as
control. We also examined the modulation of these parameters by 8 weeks of voluntary
exercise. Twenty-one miRNAs were differentially expressed between sedentary SAMP8
and SAMR1 mice and seven miRNAs were responsive to exercise in both strains. SAMP8
mice showed alterations in genes involved in protein acetylation homeostasis such as
SirtT and Hdac6 and modulation of Hdac3 and Hdac5 gene expression by exercise. Global
histone H3 acetylation levels were reduced in SAMP8 compared with SAMR1 mice and
reached control levels in response to exercise. In sum, data presented here provide new
candidate epigenetic markers for aging and neurodegeneration and suggest that exercise
training may prevent or delay some epigenetic alterations associated with accelerated

aging.

Keywords: exercise, aging, Alzheimer, SAMP8, microRNAs

INTRODUCTION

Epigenetic changes are currently recognized as part of the aging
process and have been implicated in many age-related chronic
diseases (Jakovcevski and Akbarian, 2012; Akbarian et al., 2013;
Lopez-Otin et al., 2013). The term epigenetics includes a vari-
ety of processes known to regulate gene expression in a sta-
ble and potentially reversible way, without altering the primary
DNA sequence (Jaenisch and Bird, 2003). The molecular mech-
anisms that mediate epigenetic regulation are principally DNA
methylation, post-translational modifications of the histones, and
regulation by non-coding RNAs. Among the latter, microRNAs
(miRNAs) are small molecules (22 nucleotides approximately)
that regulate gene expression by binding to its target messenger
RNA (mRNA) inhibiting its translation, or, less frequently, pro-
moting its degradation (Bartel, 2009). To date, around 700-800
miRNAs have been identified in the human genome (Bentwich
et al., 2005). Altered expression of miRNAs has been described
in different chronic pathologies and they are currently consid-
ered to be critical in the aging process (Jung and Suh, 2012).
miRNAs seem to play an important role in the developing ner-
vous system, in the physiology of high-order brain functions such
as learning, memory, and emotion regulation, and in the man-
ifestation of neurological disorders such as amyotrophic lateral
sclerosis, Tourette’s syndrome, Alzheimer’s disease (AD) and oth-
ers (Yang et al., 2007; Mastroeni et al., 2011; Goldie and Cairns,
2012; Van Den Hove et al., 2014). On the other hand, histone

covalent modifications have also been implicated in the aging pro-
cess (Dang et al., 2009; Greer et al., 2010; Siebold et al., 2010;
Di Bernardo et al., 2012; Huidobro et al., 2013; Tammen et al.,
2013). Histone acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases
(HDACs) are among the best characterized histone modifying
enzymes in neurons (Crepaldi and Riccio, 2009). HATs transfer
an acetyl group to the amino groups of histone lysine residues
and generally increase DNA transcription. For their part, HDACs
decrease DNA accessibility by deacetylation of histone lysines
(Legube and Trouche, 2003). An adequate balance between HAT
and HDAC levels and activity is crucial for neuronal homeosta-
sis and for brain functions such as learning and memory (Saha
and Pahan, 2006). Notably, alterations in histone acetylation lev-
els have been observed in several models of neurodegenerative
diseases, including AD (Scheff et al., 2007; Arendt, 2009).

It has been widely reported that the regular practice of phys-
ical exercise improves brain health and provides cognitive and
psychological benefits (Kaliman et al., 2011). Some of the neu-
rophysiological effects of physical exercise have been attributed
to changes in the transcriptional profiles of growth and neu-
rotrophic factors such as IGF1 and BDNF (Dishman et al,
2006; Gomez-Pinilla et al., 2008; Trejo et al., 2008; Alvarez-
Lopez et al, 2013). Recent data have described the positive
impact of physical exercise on epigenetic alterations in the rodent
brain (Chandramohan et al., 2008; Collins et al., 2009; Abel and
Rissman, 2013; Lovatel et al., 2013).
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The spontaneous senescence-accelerated P8 mouse model
(SAMPS) is currently considered a model of AD (Pallas et al.,
2008a; Morley et al., 2012b; Cheng et al., 2013a,b; Wang et al.,
2013). Indeed, SAMP8 mice display cognitive and behavioral
alterations which are accompanied by molecular features typical
of AD such as overproduction of amyloid-beta protein, increased
tau phosphorylation, cholinergic deficits in the forebrain and
increased oxidative stress (Takeda, 2009; Del Valle et al., 2011;
Morley et al., 2012a). SAMPS8 mice were phenotypically selected
from AKR/J, and SAM resistant mice (SAMR1), which have a sim-
ilar genetic background, have been extensively used as a control
model because they show normal aging characteristics (Takeda
et al.,, 1991). With the purpose of identifying potential epige-
netic markers involved in aging and neurodegeneration, here we
studied the expression levels of a set of 84 mature miRNAs with
reported effects on neurological development and disease, the
expression of several genes involved in maintenance of the histone
acetylation balance (HATs and HDACs) and the levels of histone
global acetylation (H3ac, H4ac) in the hippocampus of 8-month-
old SAMP8 and SAMRI mice. We also explored the impact
of 8 weeks of voluntary wheel running intervention on these
parameters. Through these analyses, we identified hippocampal
epigenetic factors that are altered in the senescent SAMP8 mice,
some of which were modulated by physical exercise.

MATERIALS AND METHODS

ANIMAL CARE AND VOLUNTARY EXERCISE PARADIGM

All experimental procedures were approved by the Ethics
Committee of the University of Barcelona (Comissié Etica
d’Experimentacié Animal UB), following the “Principles of lab-
oratory animal care” and were carried out in accordance to the
European Communities Council Directive (86/609/EEC).

SAMPS8 and SAMRI female mice were provided by El Parc
Tecnologic (Barcelona, Spain) and were maintained under stan-
dard conditions (temperature 23 + 1°C, humidity 50-60%,
12:12-h light-dark cycle, lights on at 7:00 a.m.), with food (A04,
Harlan, Spain) and tap water available ad libitum throughout
the study. Body weight (g) was measured weekly. This study was
performed in female mice as sex differences in the patterns of vol-
untary exercise in mice have been reported (Alvarez-Lopez et al.,
2013).

The running wheels (ENV-044 Mouse Low-Profile Wireless
Running Wheel, Med Associates Inc.; 15.5 cm circumference; 25°
from horizontal plane) were located in the animal colony room
inside cages 19cm high x 27cm wide x 40cm deep. Wheel-
running activity was monitored through a wireless transmitter
system by using a Hub located in the same animal colony room.
Wireless Running Wheel Manager Data Acquisition Software
(SOF-860; Med Associates Inc.) recorded the activity and time
of each wheel revolution, which occurred whenever a magnet
attached to the wheel’s axis made contact with an electronic
switch sending a signal to the Hub. Although revolutions were
monitored continuously, voluntary activity occurred primarily
during the dark phase. The running mice were placed individually
in the large cages and had unlimited access to a running wheel 7
days a week for 8 weeks. Control mice were placed individually in
cages of equal size without a running wheel.

At the end of the intervention all mice were 8-month-old.
Animals were sacrificed by decapitation and the brains were
dissected on ice to obtain the hippocampus. Tissues were imme-
diately frozen and stored at —80°C for further analysis.

PLASMA ANALYSIS

Blood samples were collected in 5% EDTA-tubes at the time
of death for IGF1, cholesterol, and triglycerides determination.
Plasma was obtained by centrifugation (3500 rpm, 10 min, room
temperature) and stored at —80°C.

IGF1 was determined by the ELISA kit Mouse/Rat Insulin-
like Growth Factor-I; (Mediagnost, IGF-I EIA E25, Reutlingen,
Germany) following the manufacturer’s recommendations.

Plasma triglyceride and cholesterol concentrations were mea-
sured by using the colorimetric tests (Triglyceride L-type and
Cholesterol kit, respectively), from Wako Chemicals GmbH
(Neuss, Germany).

TOTAL RNA EXTRACTION

Total RNA was extracted using mirVana™ RNA Isolation Kit
(Applied Biosystems) according to the instructions of the man-
ufacturer. The yield, purity and quality of RNA were deter-
mined spectrophotometrically (NanoDrop, USA) and using the
Bioanalyzer 2100 capillary electrophoresis. RNAs with 260/280
ratios and RIN higher than 1.9 and 7.5, respectively, were selected.

REAL-TIME QUANTITATIVE PCR

Random-primed cDNA synthesis was performed at 37°C start-
ing with 0.3 Lg of RNA, using the High Capacity cDNA Archive
kit (Applied Biosystems). Gene expression was measured in an
ABI Prism 7900HT Real Time PCR system using TagMan FAM-
labeled specific probes (Applied Biosystems). A list of the probes
used is presented in Supplementary Table 1 (S1). Results were
normalized to TATA-binding protein (Tbp) expression.

WESTERN BLOTS

Histone fractions (5ug) were electrophoretically analyzed on
12% bis-Tris polyacrylamide gels and transferred to a 0.45pum
PVDF membrane. Membranes were blocked for 1 h with 5% BSA
in PBS and incubated overnight at 4°C with the specific primary
antibodies (1:1000, Millipore). Membranes were washed and
incubated with peroxidase-labeled secondary antibodies at room
temperature for 1h. Immunoreactive bands were detected by
autoradiography. Specific bands from Western blot were quanti-
fied by scanning densitometry using Quantity One® 1-D analysis
4.6.3. software (Bio-Rad USA, Life Science Research, Hercules,
CA). Histone modifications levels were corrected by total histone
expression.

microRNA EXPRESSION ARRAY

RNA samples from 16 female individuals (four from each group:
sedentary SAMRI1, runner SAMRI, sedentary SAMPS8, runner
SAMPS8) were converted to cDNA through a reverse transcrip-
tion reaction using miScript IT RT Kit (Qiagen, Hilden Germany)
according to the manufacturer’s instructions. The expression of
84 mature miRNAs was then analyzed using the miScript® miRNA
PCR Array-Neurological Development and Disease miRNA PCR
Array (Qiagen). miRNAs expression was measured in an ABI
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Prism 7900HT through SYBR-green-based real time PCR. The
data obtained were processed with the online software “Web-
based miScript miRNA PCR Array data analysis tool.” The mean
of the relative gene expression of the small non-coding RNAs
SNORD61, SNORD68, SNORD72, SNORD95, SNORD96A was
used to normalize results since they presented similar expression
levels across the individuals and groups and the lowest standard
deviations among all the housekeeping miRNAs proposed.

STATISTICAL ANALYSIS

The statistical analysis was performed using the Statistical Package
for Social Sciences (SPSS, version 19.0). The Two-Way ANOVA
analysis of variance [2 strains (R1,P8) x 2 conditions (seden-
tary, runner)] was conducted to assess strain and exercise inter-
vention effects. Comparisons between groups were performed
by two-tailed Student’s ¢-test for independent samples; p-values
below 0.05 were considered statistically significant. Statistical out-
liers (>two standard deviations from the mean) were removed
from the analyses. Functional prediction analysis (Supplementary
information S3-S6) was only performed for those miRNAs
significantly altered with a p < 0.05 and a magnitude of
effect >1.4.

RESULTS

POSITIVE EFFECTS OF 8 WEEKS OF VOLUNTARY WHEEL RUNNING IN
HIPPOCAMPAL GENE EXPRESSION AND IGF1 PLASMA LEVELS

We analyzed the effects of 8 weeks of voluntary wheel running in
6-month-old SAMP8 and SAMRI mice. Both strains displayed a
similar and stable number of wheel revolutions/week over time
throughout the intervention (SAMRI, 17762 £ 2221.9 average
wheel revolutions/week; SAMPS8, 18018 £ 3035.7 average wheel
revolutions/week, Figure 1A). No changes were found in body
weight, plasma triglycerides, or plasma cholesterol between the
experimental groups (Figures 1B—D; Table 1).

To confirm the efficacy of the exercise intervention, we ana-
lyzed several factors previously reported to be modulated in
rodents in response to physical training (e.g., plasma IGF1
and hippocampal Bdnf gene expression) (Kaliman et al., 2011).
Both exercised SAMRI and SAMP8 mice showed significantly
increased IGF1 plasma levels compared with their corresponding
sedentary groups (Figure 1E; Table 1).

In the hippocampus, Bdnf gene was underexpressed in seden-
tary SAMP8 compared with SAMR1 mice and both Bdnf and
its receptor TrkB were significantly upregulated in response to
the exercise intervention in both strains (Figures 1EG; Table 1).
Notably, after the exercise intervention Bdnf levels in SAMP8
mice were undistinguishable from those found in sedentary
SAMRI controls [#(12) = 0.279, p = 0.785] (Figure 1F). Neuritin
gene, a well characterized target of BDNF, was upregulated in both
strains by exercise training (Figure 1H; Table 1).

These results confirmed that the wheel running intervention
was effective and therefore represents a good model to explore
epigenetic effects of exercise in the SAMP8 mice.

microRNA EXPRESSION PROFILE IS ALTERED IN SAMP8
HIPPOCAMPUS AND MODULATED BY PHYSICAL EXERCISE

We compared the microRNA expression profiles between 8-
month-old SAMP8 and SAMRI mice in order to identify putative

senescence markers in the hippocampus. We used a miRNA
PCR array which analyzes 84 different mouse miRNAs known
to be altered in neurological diseases or involved in neuronal
development. We found 18 miRNAs altered in sedentary SAMP8
compared with SAMRI mice which were unresponsive to exer-
cise, three miRNAs altered in SAMP8 and modulated by exercise
and four miRNAs that were similarly expressed in SAMP8 and
SAMRI mice and modulated by exercise in both strains. Two-
Way ANOVA analysis of this set of miRNAs are shown in Table 2.
Statistical analysis of miRNAs similarly expressed in SAMP8 and
SAMRI mice and unresponsive to the exercise intervention are
shown in Supplementary Table 2 (S2).

Among the miRNAs that were significantly upregulated in
SAMP8 compared with SAMR1 mice, miR-30e-5p, miR-125b-5p,
and miR-128-3p have also been reported to be upregulated in
post-mortem human AD hippocampus (Lukiw, 2007; Cogswell
et al., 2008). Similarly, we found an increased expression of let-
7i-5p, miR-29a-3p, miR-29¢-3p, miR-30a-5p, miR-98-5p, miR-
138-5p, miR-139-5p, miR-140-5p, miR-146b-5p, miR-148b-3p,
miR-181a-1-3p, miR-181a-5p, miR-194-5p, and miR-342-3p, all
of which have been reported to be altered in different AD tis-
sues (Cogswell et al., 2008; Hebert et al., 2008; Maes et al., 2009;
Wang et al., 2011, 2012; Lau et al., 2013). The rest of the dif-
ferentially expressed miRNAs between strains have been found
to be altered in different neurodegenerative models (28a-5p,
miR-337-3p, miR-431-5p, miR-455-5p). The functional informa-
tion available in the literature for these miRNAs in the cen-
tral nervous system (CNS) is summarized in Supplementary
Table 3 (S3).

Interestingly, miR28a-5p, miR-98-5p, and miR-148b-3p
expression was significantly higher in sedentary SAMP8 com-
pared with sedentary SAMRI mice and this difference was
further accentuated by exercise (Figures 2A-C). In addition, we
found that miR-7a-5p, miR-15b-5p, miR-105, and miR-133-3p
exhibited similar expression levels in sedentary strains but
were similarly modulated by exercise in SAMP8 and SAMRI1
mice (Figures 2D-G). Functional information available in the
literature for the role in the CNS of the miRNAs regulated by
exercise is summarized in Supplementary Table 4 (S4).

ALTERATIONS IN THE EXPRESSION OF HAT AND HDAC GENES AND IN
GLOBAL HISTONE MODIFICATIONS IN HIPPOCAMPUS OF SEDENTARY
SAMP8: EFFECTS OF EXERCISE

Alterations in histone acetylation levels have been observed in
several models of neurodegenerative diseases. Therefore, we ana-
lyzed in sedentary and exercised SAMP8 and SAMRI mice, the
hippocampal expression of the HAT P300 and the NAD+ depen-
dent HDAC Sirtl, both of which have been implicated in AD
pathogenesis (Pallas et al., 2008b; Min et al., 2010) as well as
a group of NAD+ independent HDACs (Hdacl, Hdac2, Hdac3,
Hdac5, Hdac6).

We did not find any differences between strains or any modu-
lation with exercise in histone acetyltransferase P300 gene expres-
sion (Table 3, Figure 3A). We found lower expression levels of the
histone deacetylases Sirtl, Hdac5, and Hdac6 in sedentary SAMP8
compared with SAMR1 mice (Table 3, Figures 3B,EG) while no
significant differences between strains were detected for Hdacl,
Hdac2 and Hdac3 (Table 3, Figures 3C-E).
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Voluntary exercise led to a significant decrease in Hdac3
gene expression exclusively in SAMP8 mice (Table 3, Figure 3E).
ANOVA analysis showed a downregulation tendency for Hdac5
gene in exercised compared with sedentary SAMP8 mice, and

this effect was found to be statistically significant by two-tailed
Student’s t-test for independent samples [P8R vs. P8S, Hdac3:
t9y = 1.931,p = 0.084; Hdac5: t12) = 2.27,p = 0.042] (Table 3,
Figure 3F). We did not detect any influence of the exercise
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Table 1 | Two-Way ANOVA analysis was used to compare plasma cholesterol, triglycerides and IGF1 levels and hippocampal expression of
neurotrophic genes in sedentary and exercised 8-month-old SAMR1 and SAMP8 mice.

Two-way ANOVA analysis

Exercise Strain Strain*exercise
df. F p-value df. F p-value df. F p-value

PLASMA

IGF1 1,10 19.716 <0.001 1,10 0.008 0.932 1,10 0.528 0.484
Cholesterol 1,21 0.045 0.835 1,21 <0.001 0.998 1,21 0.147 0.705
Triglycerids 1,21 0.913 0.35 1,21 0.007 0.933 1,21 0.794 0.383
HIPPOCAMPAL GENES

Bdnf 1,22 12.16 0.002 1,22 15.285 <0.001 1,22 0.233 0.634
TrkB 1,21 8.239 0.009 1,21 3.729 0.067 1,21 2.26 0.148
Neuritin 1,23 31.931 <0.001 1,23 0.048 0.828 1,23 0.83 0.372

Natural log, square root, and inverse transformation were applied to normalize plasma cholesterol, plasma triglycerides, and Neuritin distribution, respectively.
P-values < 0.05 were considered statistically significant. df stands for degrees of freedom. Bold values correspond to statistically significant p-values.

Table 2 | miRNAs significantly altered in SAMP8 mice and/or modulated by exercise.

miRNAs Two-way ANOVA analysis
Exercise Strain Strain*exercise
df. F p-value df. F p-value df. F p-value
Strain effect; no exercise effect let_7i_bp 1,12 0.029 0.867 1,12 24.140 <0.001 1,12 1.252 0.285
miR_29a_3p 1,12 1.933 0.190 1,12 25.847 <0.001 1,12 0.609 0.450
miR_29¢_3p 1,12 0.347 0.567 1,12 14.705 0.002 1,12 0.908 0.359
miR_30a_bp 1,12 0.240 0.633 1,12 16.725 0.001 1,12 0.062 0.807
miR_30e_b5p 1,12 0.623 0.445 1,12 8.079 0.015 1,12 0.717 0.414
miR_125b_bp 1,12 0.236 0.636 1,12 21.299 0.001 1,12 0.195 0.666
miR_128_3p 1,12 0.750 0.404 1,12 13.127 0.003 1,12 0.454 0.513
miR-138-5p 1,12 0.169 0.688 1,12 18.876 0.001 1,12 3.598 0.082
miR_139_bp 1,12 2.264 0.158 1,12 14.273 0.003 1,12 1.019 0.333
miR_140_5p 1,12 0.643 0.438 1,12 42.614 <0.001 1,12 1.355 0.267
miR_146b_5p 1,12 0.051 0.825 1,12 8.750 0.012 1,12 0.152 0.704
miR_181a_1_3p 1.1 0.300 0.595 1.1 9.290 0.011 1. 1M 0.001 0.978
miR_181a_bp 1,12 0.480 0.502 1,12 8.303 0.014 1,12 1.962 0.187
miR_194_5p 1,1 0.667 0.431 1,1 16.876 0.002 1,1 0.029 0.869
miR_337_3p 1,12 2.061 0.177 1,12 5.767 0.033 1,12 0.160 0.696
miR_342_3p 1,12 0.749 0.404 1,12 5.188 0.042 1,12 1.318 0.273
miR_431_5p 1,12 0.330 0.576 1,12 6.052 0.03 1,12 0.479 0.502
miR_455_5p 1,12 4.264 0.061 1,12 6.990 0.021 1,12 0.018 0.896
Strain and exercise effect miR-28a-5p 1,12 7.241 0.020 1,12 9.073 0.011 1,12 0.435 0.522
miR-98-5p 1,12 12.167 0.004 1,12 22.598 <0.001 1,12 2.548 0.136
miR-148b-3p 1,12 12.421 0.004 1,12 69.076 <0.001 1,12 0.027 0.872
No strain effect; exercise effect miR-7a-bp 1,12 8.513 0.013 1,12 0.200 0.663 1,12 0.805 0.387
miR-15b-5p 1,12 6.094 0.030 1,12 0.279 0.607 1,12 0.546 0.474
miR-105 1,1 9.680 0.010 1,1 1.004 0.338 1,1 0.003 0.954
miR-133b-3p 1,12 7.830 0.016 1,12 2.739 0.124 1,12 0.823 0.382

Two-Way ANOVA analysis was used to compare the hippocampal miRNAs gene expression in sedentary and exercised 8-month-old SAMR1 and SAMP8 mice.
P-values < 0.05 were considered statistically significant. df stands for degrees of freedom. Bold values correspond to statistically significant p-values.
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FIGURE 2 | Hippocampal microRNAs modulated by exercise in SAMR1 (miR-28a-5p, miR-98-5p, and mir-148b-3p, respectively). (D-G) miRNAs
and SAMP8 mice. MicroRNA expression was measured using miScr/'pt® unaltered in sedentary SAMP8 mice but responsive to exercise intervention
miRNA PCR Array- Neurological Development and Disease miRNA PCR Array  in SAMR1 and SAMP8 mice (miR-7a-5p, miR-15b-5p, miR-105, and
(Qiagen) and expressed relative to housekeeping miRNAs proposed by the miR-133b-3p, respectively). Means =+ standard error are represented;
array. (A-C) miRNAs that are altered in sedentary SAMP8 compared with Two-Way ANOVA results are indicated as *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001;
sedentary SAMR1 mice and regulated by exercise in senescent mice, n = 4/group.

Table 3 | Two-Way ANOVA was used to compare the hippocampal expression of histone acetylation regulatory genes in sedentary and

exercised 8-month-old SAMR1 and SAMP8 mice.

Hippocampal genes

Two-way ANOVA analysis

Exercise Strain Strain*exercise
df. F p-value df. F p-value df. F p-value

P300 1,23 0.106 0.748 1,23 1.261 0.273 1,23 2.942 0.1

Sirt1 1,23 0.091 0.765 1,23 8.369 0.008 1,23 0.041 0.841
Hdac1 1,23 1.128 0.299 1,23 2.055 0.165 1,23 1.26 0.273
Hdac2 1,23 2.66 0.117 1,23 0.221 0.643 1,23 2.823 0.106
Hdac3 1,23 0.054 0.818 1,23 0.383 0.542 1,23 5.249 0.031
Hdachb 1,23 1.414 0.246 1,23 14.639 <0.001 1,23 3.104 0.091
Hdac6 1,23 1.482 0.236 1,23 21.536 <0.001 1,23 0.453 0.508

Quadratic transformation was applied to normalize Hdac3 distribution. P-values < 0.05 were considered statistically significant. df stands for degrees of freedom.

Bold values correspond to statistically significant p-values.

intervention on Sirtl, Hdacl, Hdac2, and Hdac6 gene expression
(Table 3, Figures 3B-D,G).

Finally, we found that the global acetylation levels of his-
tone H3 (H3ac) were lower in sedentary SAMP8 than in SAMRI
mice [P8S vs. RIS, f) = 3.929, p = 0.008] and significantly
increased upon exercise only in the senescent mice [P8R vs. P8S,
t6) = —3.399, p = 0.019] (Figure 3H). In contrast, the acety-
lation of histone 4 (H4ac) did not show significant differences
between groups (Figure 3I).

DISCUSSION
Here we explored the epigenetic alterations in the hippocampus
of SAMP8 female mouse and the modulatory effect of voluntary
physical exercise on the expression of several miRNAS, histone
deacetylase genes and in the global acetylation level of histone H3.
Our data and those of others (Liang et al., 2009) suggest
that miRNAs are involved in the down-regulation of target genes
that control accelerated senescence. Indeed, we found a general
upregulation pattern of miRNAs in the hippocampus SAMP8
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compared with SAMRI mice. Most of these miRNAs have also
been found dysregulated in different tissues from AD patients.
Notably, our study highlights the upregulation of miR-30e-5p,
miR-125b-5p, and miR-128-3p as common epigenetic features in
the hippocampus of SAMP8 mice and post-mortem hippocam-
pus from AD patients. Moreover, our results support bioinfor-
matic data by Cheng et al. who have recently predicted from
a whole genome microarray study that miR-125b-5p may be
involved in the brain aging phenotype of SAMP8 mice (Cheng
et al., 2013a). Therefore, these miRNAs emerge as potential AD
biomarkers and our data provide further support for the suitabil-
ity of the SAMP8 model for future studies to explore their role

on the onset and progression of AD. Supplementary Table 3 (S3)
summarizes the available literature regarding the brain distribu-
tion and function of the miRNAs that we found altered in SAMP8
compared with SAMR1 sedentary mice. Bioinformatic pathway
analysis (DIANA-miRPath v.2.1) indicates that these miRNAs are
involved in neural processes such as neurotransmitters synapses
(acetylcholine, glutamate, dopamine), long-term potentiation,
axon guidance and neurotrophin signaling (S5).

Exercise training led to the increase of IGF1 in plasma and
the upregulation of BDNF and other neurogenic factors in hip-
pocampus of SAMP8 and SAMRI strains (Figure 1). These data
confirm that the intervention used in our study was effective

Frontiers in Aging Neuroscience

www.frontiersin.org

March 2014 | Volume 6 | Article 51 | 7

119



Cosin-Tomés et al.

Exercise and epigenetics in SAMP8

as such effects have previously been reported in a variety of
rodent models in response to exercise (Saltiel and Kahn, 2001;
Llorens-Martin et al., 2010; Chang et al., 2011; Kaliman et al.,
2011; Sakurai et al., 2011; Higashi et al., 2012; Alvarez-Lopez
et al., 2013). We found that miR-28a-5p, miR-98a-5p, miR-148b-
3p were altered in sedentary SAMP8 compared with SAMRI1
mice and changed their expression levels in response to exer-
cise (putative aging markers responsive to exercise). On the other
hand, miR-7a-5p, miR-15b-5p, miR-105, miR-133b-3p, which
were similarly expressed in SAMP8 and SAMRI1 mice, were mod-
ulated by exercise in both strains (putative markers of exercise
unrelated to aging). The data available on the function and
expression of these miRNAs in the CNS are summarized in
Supplementary Table 4 (S4). Further study is warranted to explore
the precise mechanistic links between these miRNAs and the
protective central effects of physical exercise. In this context, a
prediction through bioinformatic pathway analysis for multiple
miRNA effect indicates that these exercise-responsive miRNAs
are involved in the regulation of PI-3-kinase-Akt, focal adhesion,
insulin, mTOR and MapK signaling pathways, all of which are
modulated in the brain by exercise (Shen et al., 2001; Tong et al.,
2001; Bruel-Jungerman et al., 2009; Muller et al., 2011; Elfving
etal., 2013) (S6).

Both the sedentary and exercised SAMP8 mice showed altered
expression patterns of protein deacetylases with reported func-
tions in the aging brain and AD such as Hdacé6, Sirtl, Hdac3,
and Hdac5. We found a downregulation of histone deacetylase
Hdacé6 in the hippocampus of sedentary SAMP8 mice. HDAC6
specific inhibitors have been described as potential therapeutic
approaches to rescue the neurodegeneration, however an induc-
tion of HDAC6 was reported to facilitate the autophagy of mis-
folded proteins and aggregates of AB42 and p-tau (Simoes-Pires
et al., 2013). Further research is required to better understand the
still controversial role of HDAC6 and our data indicate that the
SAMP8 mice may represent a suitable model for this purpose.
We also found a downregulation of the protein deacetylase SirtI
in the hippocampus of SAMP8 mice, supporting the notion that
decreased Sirt]l expression is a feature of the accelerated brain
aging and neurodegeneration (Pallas et al., 2008b; Duan, 2013).
However, we did not find a modulation of Sirt] mRNA levels
in response to the running intervention in contrast to previous
findings using other experimental models (Ferrara et al., 2008;
Dumke et al., 2009; Koltai et al., 2010).

Our data suggest that exercise may exert some of its reported
beneficial effects on SAMPS8 cognitive performance through
Hdac3 downregulation, a mechanism involved in long-term
memory enhancement (Mcquown et al., 2011) and in the rever-
sion of contextual memory deficits in a mouse model of AD
(Fischer et al., 2007; Kilgore et al., 2010).

It has previously been reported that exercise activates Bdnf
transcription through Hdac5 downregulation (Gomez-Pinilla
et al.,, 2011). Therefore, the downregulation of Hdac5 expression
in the exercised SAMP8 mice may be at least in part responsi-
ble for the observed Bdnf upregulation (Figure 2). Finally, global
acetylation levels of histone H3 (H3ac) were increased after the
exercise intervention in the SAMP8 mice suggesting that HDAC
gene downregulation had some impact on chromatin remodeling.

Notably, partial correlation analyses revealed a negative associa-
tion between the modification H3ac and Hdac3 gene expression
[p(n) = —0.721,p < 001]

As a whole, our study highlights some common epigenetic
features in hippocampus of SAMP8 mice and human AD, and
provides further support for the suitability of this experimen-
tal model for future epigenetic studies regarding the onset and
progression of AD. Among them, miRNAs emerge as poten-
tially valuable biomarkers for the development of new therapeutic
strategies for senescence and neurodegeneration. Moreover, our
data suggest a positive impact of voluntary exercise in revers-
ing some epigenetic and transcriptional alterations associated
with the aging brain, and reinforces the prevailing concept that
physical training is a promising therapeutic strategy for neurode-
generative diseases such as AD.
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Supplementary information

S1. List of primers and probe sets used for real time RT-PCR analysis.

Gene Symbol

Reference (ABI)

Reference Sequence ID

Badnf
Hdac1
Hdac2
Hdac3
Hdac5
Hdac6

Neuritin
P-300

Sirt1

Tbp

TrkB

Mm01334042_m1
Mm02391771_g1
Mm00515108_m1
Mm00515916_m1
Mm01246076_m1
Mm01341125_mf1
Mm00467844_m1
Mm00625535_m/1
Mm00490758_m1
Mm00446971_m1
Mm00435422 m1

NM_001048142.1
NM_008228.2
NM_008229.2
NM_010411.2

NM_001077696.1; NM_010412.3
NM_001130416.1; NM_010413.3
NM_153529.1
NM_177821.6

NM_001159589.1
NM_013684.3

NM_001025074.1, NM_008745.2
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S2. Two-way ANOVA analysis results of hippocampal miRNAs found unaltered in 8-
month-old SAMP8 mice compared with SAMR1 mice and unresponsive to the exercise
intervention. miRNAs were quantified using the Mouse Neurological Development &
Disease miScript miRNA PCR Array. P values <0.05 were considered statistically
significant. Df stands for degrees of freedom.

Exercise Strain Strain*exercise
df. F p-value df. F p-value df. F p-value
let-7b-5p 1,12 0.007 0.935 1,12 1.241 0.287 1,12 0.086 0.774
let-7¢-5p 1,12 0.213 0.653 1,12 3.818 0.074 1,12 2.695 0.127
let-7d-5p 1,12 0.217 0.650 1,12 0.475 0.504 1,12 0.906 0.360
let-7e-5p 1,12 2.517 0.139 1,12 1.369 0.265 1,12 42835 0.062
miR_9_3p 1,10 0,117 0,739 1,10 3,149 0,106 1,10 1,034 0,333
miR-101a-3p 1,12 1.113 0.312 1,12 1.302 0.276 1,12 0.664 0.431
miR-101b-3p 1,11 0.440 0.521 1,11 1.632 0.228 1,11 0.762 0.401
miR-106b-5p 1,12 0.012 0.915 1,12 8.510 0.013 1,12 5.092 0.043
miR-107-3p 1,12 1.161 0.302 1,12 4.130 0.065 1,12 0.298 0.595
miR-124-3p 1,12 1.455 0.251 1,12 2.219 0.162 1,12 1.565 0.235
miR-126a-5p 1,12 5.759 0.034 1,12 3.529 0.085 1,12 0.475 0.504
miR-130a-3p 1,12 4.584 0.053 1,12 1.004 0.336 1,12 0.153 0.702
miR-132-3p 1,12 1.533 0.239 1,12 0.559 0.469 1,12 0.192 0.669
miR-134-5p 1,9 0.243 0.634 1,9 0.826 0.387 1,9 0.678 0.432
miR-135b-5p 1,12 0.952 0.349 1,12 0.740 0.407 1,12 0.274 0.610
miR-146a-5p 1,11 0.048 0.830 1, 11 1.421 0.258 1, 11 0.007 0.935
miR-151-3p 1,12 0.431 0.524 1,12 5.011 0.045 1,12 0.566 0.466
miR-152-3p 1,12 1.967 0.186 1,12 11.180 0.006 1,12 0.446 0.517
miR-15a-5p 1,12 1.000 0.337 1,12 0.020 0.891 1,12 0.441 0.519
miR-181c-5p 1,12 0.903 0.361 1,12 3.413 0.089 1,12 0.659 0.433
miR-181d-5p 1,12 0.135 0.719 1,12 3.558 0.084 1,12 0.535 0.478
miR-191-5p 1,12 0.861 0.372 1,12 3.607 0.082 1,12 0.543 0.475
miR-193b-3p 1,12 0.303 0.592 1,12 1.005 0.336 1,12 0.420 0.529
miR-195a-5p 1,12 0.421 0.529 1,12 3.717 0.078 1,12 0.106 0.75
miR-19b-3p 1,12 0.195 0.666 1,12 2.186 0.165 1,12 2.013 0.181
miR-203-3p 1,12 0.091 0.768 1,12 2.144 0.169 1,12 0.365 0.557
miR-20a-5p 1,12 0.326 0.578 1,12 1.008 0.335 1,12  0.108 0.748
miR-20b-5p 1,11 1.400 0.262 1, 11 0.023 0.882 1, 11 1.377 0.265
miR-22-3p 1,12 0.444 0.518 1,12 1.515 0.242 1,12 0.111 0.745
miR-24-3p 1,12 1757 0.210 1,12 4.517 0.055 1,12 1.259 0.284
miR-26b-5p 1,12 0.161 0.696 1,12 0.076 0.788 1,12 0.417 0.531
miR-27a-3p 1,12 1.089 0.317 1,12 0.008 0.931 1,12 0.011 0.920
miR-298-5p 1,12 0.902 0.361 1,12 0.687 0.423 1,12 0.424 0.527
miR-29b-3p 1,12 0.836 0.379 1,12 0.600 0.453 1,12 0.756 0.402
miR-30d-5p 1,12 0.005 0.947 1,12 4.341 0.059 1,12 0.086 0.774
miR-320-3p 1,12 0.911 0.359 1,12 0.391 0.543 1,12 0.784 0.393
miR-328-3p 1,12 0.394 0.542 1,12 2.901 0.114 1,12 1.181 0.298
miR-33-5p 1,12 2.444 0.144 1,12 0.600 0.453 1,12 0.629 0.443
miR-338-3p 1,12 0.407 0.536 1,12 0.997 0.338 1,12  0.524 0.483
miR-339-5p 1,12 2.529 0.138 1,12 1.778 0.207 1,12 0.189 0.671
miR-346-5p 1,12 0.659 0.433 1,12 2.386 0.148 1,12 1.115 0.312
miR-34a-5p 1,12 5.557 0.036 1,12 1.561 0.235 1,12 0.111 0.745
miR-376b-3p 1,12 0.002 0.969 1,12 1.593 0.231 1,12 1.002 0.337
miR-381-3p 1, 11 0.629 0.445 1, 11 1120 0.313 1, 11 0.437 0.522
miR-409-3p 1,11 3233 0.100 1,11 2890 0.117 1,11 0.681 0.427
miR-433-3p 1,10 18.826 0.001 1,10 0.423 0.530 1,10  2.022 0.185
miR-484 1,12 1.307 0.275 1,12 1.062 0.323 1,12 1.058 0.324
miR-485-5p 1,12 0.303 0.592 1,12 4.768 0.050 1,12 3.265 0.096
miR-485-3p 1,12 1.683 0.219 1,12 0.047 0.832 1,12 0.276 0.609
miR-488-3p 1,12 <0.001 0.991 1,12 1.212 0.293 1,12 0.232 0.639
miR-489-3p 1,12 0.077 0.786 1,12 2.737 0.124 1,12  0.334 0.574
miR-598-3p 1,12 2.951 0.112 1,12 4.253 0.062 1,12 1.745 0.211
miR-652-3p 1,12 0.025 0.878 1,12 0.005 0.946 1,12 0512 0.488
miR-9-5p 1,12 0.089 0.771 1,12 1.474 0.248 1,12 0.205 0.659
miR-92a-3p 1, 1 0.568 0.467 1,11 0.025 0.876 1,11 0.003 0.957
miR-93-5p 1,12  <0.001 0.998 1,12 0.257 0.621 1,12 0.362 0.558

*MiR-302a-5p, miR-302b-5p and miR-509-3p were not detected by the real time PCR array.

MiR-106b-5p, miR-126a-5p, miR-151-3p, miR-152-3p, miR-34a-5p and miR-433-3p data were excluded due to the

presence of more than one outlier in the same group or due to marginal effects between groups.
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S3. Summarized functional information about microRNAs altered in &-month-old

SAMPS mice.

Mature miRNA ID
or Gene Symbol

miRBase or
NCBI Accession
No.

Reported role/targets in CNS and

neurological disorders*

References

let-7i-(5p) MIMAT0000122 Downregulated in the white matter of the (Hebert et al.,
superior and middle temporal cortex of AD 2008;Wang et
patients and in the anterior temporal cortex al., 2011;Nix
of AD patients. and Bastiani,
Targets APP. 2013)
mmu-miR-125b- MIMATO0000136 Implicated in  cell proliferation,
(Sp) differentiation and migration in neural (Lukiw,
stem/progenitor cells by targeting Nestin. 2007;Lukiw and
Targets NR2A (NMDA receptor subunit) Pogue,
mRNA in hippocampal neurons from 2007;Cogswell
mouse brain. et al.,
Upregulated in AD  hippocampus, 2008;Maes et
cerebellum and cortex. al.,
Implicated in neurotrophic  support, 2009;Edbauer et
defense against reactive oxygen and al.,
nitrogen species and neuroprotection in 2010;Boissart et
the CNS. al., 2012;Cui et
al., 2012;Zhao et
al., 2013)
mmu-miR-128-(3p) | MIMATO0000140 Specific from neurons (cultures of (Lukiw,
embryonic neurons, mouse brian). 2007;Evangelisti
Involved in neuronal differentiation and et al.,
neurogenesis. 2009;Maes et
Upregulated in AD hippocampus. al., 2009;Bruno
Targets  Nicastrin (NCSTN), one et al.,
component of the preseniline complex (y- 2011;Mallick
secretase activity). and Ghosh,
2011)
mmu-miR-138-(5p) | MIMATO0000150 Downregulated in the gray matter of (Siegel et al.,
cerebral cortex, in hippocampus and 2009;Wang et
prefrontal cortex of AD patients. al., 2011;Lau et
Associated with long-lasting forms of al., 2013)
memory and involved in the control of
dendritic spine morphogenesis.
mmu-miR-140-(5p) | MIMATO0000151 Targets EGR2 (transcription factor), (Viader et al,

modulating myelination in dorsal root
ganglion and Schwann cell co-cultures.
Downregulated in white matter from
superior and middle temporal gyri from
AD patients.

2011;Im and
Kenny,

2012;Majer et
al., 2012;Wang

etal., 2012)

mmu-miR-146b-
(5p)

MIMATO0000158

Downregulated in hippocampus, cortex,
cerebellum and CSF of AD patients.
Involved in innate immune response,
induced by NF-kappaB.

(Cogswell et al.,
2008;Braidy et
al., 2011)
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S3 (continuation)

mmu-miR-181a- MIMAT0000660 Regulated by dopamine. (Perkins et al.,

G3p) Involved in controlling GLUA2 (AMPA 2007;Saba et al.,
receptor) surface expression in 2008;Beveridge
hippocampal neurons. et al.,
Dysregulated in postmortem prefrontal 2010;Wang et
cortex from schizophrenia patients. al., 2011)

mmu-miR-181a- MIMAT0000210 Downregulated in the white matter of the

(5p) superior and middle temporal cortex of
AD patients.

mmu-miR-342- MIMATO0000590 Downregulated in the gray matter of the (Saba et al,

Gp) superior and middle temporal cortex of 2008;Sarachana
AD patients. et al.,
Upregulated in lymphoblastoid cell lines 2010;Urdinguio
derived from Autism Spectrum Disorder et al.,
patients. 2010;Wang et
Regulated by MeCP2 in Rett syndrome. al., 2011)

Abbreviations: AD: Alzheimer Disease; Af: beta-amyloid; miRNA: microRNA; Rb: Retinoblastoma protein; BACEL: beta-site APP-
cleaving enzyme 1; CSF: Cerebrospinal fluid.
* The microRNA information was collected from scientific works that reported the 3p/Sp specification on the microRNA
nomenclature applying the current nomenclature conventions, but also from older articles that did not.
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S4. Summarized functional information about microRNAs regulated by 8 weeks of
voluntary exercise in SAMPS8 and SAMR1 mice.

Mature miRNA ID
or Gene Symbol

miRBase or NCBI

Accession No.

Reported role/targets in CNS and
neurological disorders, and exercise
regulation) *

References

mmu-miR-7a-(Sp) MIMATO0000677 Dysregulated in postmortem prefrontal (Perkins et al.,,
cortex from schizophrenia patients 2007;Beveridge
(miR-7) and inthe brain of a Rett et al.,, 2010;Wu
syndrome mice model. et al.,
Downregulated in the grey matter of the 2010;Wang et
superior and middle temporal cortex of al., 2011;de
AD patients. Chevigny et al.,
Controls dopaminergic neurons 2012;Radom-
phenotype of the adult mouse forebrain. Aizik et al,
Upregulated in human blood natural 2012;Radom-
killer cells and blood mononuclear cells Aizik et al,
after an  acute-acrobic  exercise 2013)
(running).

mmu-miR-28a-(5p) | MIMATO0000653 Upregulated in the cerebral cortex of a (Wang et al,
transgenic mouse model of AD. 2009)

mmu-miR-98-(5p) MIMATO0000545 Downregulated in cerebellum from AD | (Ranganathan et
patients, in gray matter from the superior | al.,
and middle temporal cortex in female AD | 2001;Cogswell et
patients and in mouse primary | al., 2008;Wang et
hippocampal neurons treated with AP. | al,
Upregulated in the cerebral cortex of a | 2009;Schonrock
transgenic mouse model of AD. et al.,, 2010;Wang
Lower levels are associated with an | et al., 2011;Satoh,
alteration of the Rb/E2F pathway. 2012)

mmu-miR-105 MIMATO0004856 Upregulated in the prefrontal cortex of | (Perkins et al.,
individuals ~with  schizophrenia and | 2007)
schizoaffective disorder.

mmu-miR-133b- MIMATO0000769 Involved in midbrain dopamine- (Nielsen et al.,

3p) secreting neurons development, neurite 2010;Sarachana
outgrowth and functional recovery after et al., 2010;Soci
stroke. et al.,
Dysregulated in the midbrain of 2011;Mouradia
Parkinson disease patients and in n, 2012;Xin et
lymphoblastoid cell lines derived from al., 2013)
autism spectrum disorder patients.
Downregulated by aerobic exercise in
both human and mouse myocytes.

mmu-miR-148b- MIMATO0000580 Downregulated in lymphoblastoid cell | (Sarachana et al.,

3p)

lines derived from autistic spectrum
disorder patients.

Dysregulated in postmortem prefrontal
cortex of schizophrenic patients.
Downregulated in white matter from
superior and middle temporal gyri from
AD patients.

2010;Im and
Kenny,
2012;Wang et al.,
2012)

Abbreviations: AD: Alzheimer Disease; AB: beta-amyloid; miRNA: microRNA; Rb: Retinoblastoma protein; BACE1: beta-site APP-
cleaving enzyme 1; CSF: Cerebrospinal fluid.

* The microRNA information was collected from scientific works that reported the 3p/Sp specification on the microRNA nomenclature
applying the current nomenclature conventions, but also from older articles that did not.
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SS. Biological pathways for miRNAs significantly altered in sedentary SAMPS8
compared with SAMRI mice. Analysis was performed using DIANA mirPath v 2.1 and
KEGG software (Vlachos et al., 2012). False discovery rate (FDR) method, a correction
for multiple hypothesis testing, and a p-value threshold of 0.05 was used to perform the

enrichment analysis.

Biological pathways associated with miRNAs regulated by aging based on

DIANA-mirPath analysis

KEGG pathway p-value tl;lrgrgtt);:n()efs miRNAs

Prion diseases 1.51E-14 8 7
PI3K-Akt signaling pathway 1.51E-14 82 10
Focal adhesion 1.51E-14 55 11
Acute myeloid leukemia 1.65E-14 22 8
ErbB signaling pathway 9.27E-14 30 9
mTOR signaling pathway 2.42E-13 24 10
Prostate cancer 3.15E-13 29 10
Dorso-ventral axis formation 5.97E-12 11 7
MAPK signaling pathway 3.16E-11 63 10
Mucin type O-Glycan biosynthesis 3.51E-11 12 8
Pathways in cancer 8.31E-11 73 11
Neurotrophin signaling pathway 1.12E-10 35 10
Chronic myeloid leukemia 2.40E-10 25 10
Non-small cell lung cancer 3.29E-10 21 9
TGF-beta signaling pathway 5.71E-10 27 10
Long-term potentiation 1.37E-09 22 9
Axon guidance 1.37E-09 39 11
Renal cell carcinoma 3.57E-09 25 11
Insulin signaling pathway 4.22E-09 36 11
Lysine degradation 4.26E-09 17 9
Pancreatic cancer 5.77E-09 23 9
Endometrial cancer 7.27E-09 18 8
Fc epsilon RI signaling pathway 4.66E-08 22 8
T cell receptor signaling pathway 5.87E-08 29 10
Glycosphingolipid biosynthesis - lacto and neolacto 9 57E-08 8 7
series

Bladder cancer 1.85E-07 15 9
Glioma 6.61E-07 21 9
Chagas disease (American trypanosomiasis) 9.70E-07 27 10
Thyroid cancer 1.46E-06 10 9
Protein processing in endoplasmic reticulum 2.66E-06 40 10
Toxoplasmosis 3.51E-06 27 10
Melanoma 4.92E-06 20 9
Fc gamma R-mediated phagocytosis 4.92E-06 23 10
Melanogenesis 4.92E-06 26 10
Other types of O-glycan biosynthesis 6.69E-06 10 8
Small cell lung cancer 6.69E-06 22 10
Regulation of actin cytoskeleton 7.47E-06 47 9
Ubiquitin mediated proteolysis 8.72E-06 34 11
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S5 (continuation)

KEGG pathway p-value tlzj:gr::tb;;n(:efs miRNAs
Glycosaminoglycan biosynthesis - keratan sulfate 2.19E-05 6 6
Osteoclast differentiation 2.23E-05 28 9
Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 2.45E-05 21 9
Wnt signaling pathway 3.61E-05 37 11
Transcriptional misregulation in cancer 1.19E-04 40 11
Amoebiasis 1.95E-04 25 8
ECM-receptor interaction 3.47E-04 20 8
p53 signaling pathway 4.00E-04 17 8
Sphingolipid metabolism 4.65E-04 14 7
Dopaminergic synapse 4.67E-04 30 9
Hedgehog signaling pathway 5.19E-04 13 7
SNARE interactions in vesicular transport 5.19E-04 10 8
Hepatitis C 6.90E-04 28 9
B cell receptor signaling pathway 7.30E-04 18 9
GnRH signaling pathway 8.11E-04 20 7
Glutamatergic synapse 8.11E-04 26 8
Dilated cardiomyopathy 1.09E-03 20 9
Colorectal cancer 1.46E-03 17 9
Hepatitis B 1.49E-03 33 11
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 1.82E-03 14 8
HTLV-I infection 2.05E-03 52 11
Pertussis 2.47E-03 17 8
VEGF signaling pathway 2.75E-03 15 10
Apoptosis 2.78E-03 19 8
NOD-like receptor signaling pathway 3.61E-03 15 10
Long-term depression 4.29E-03 15 9
Protein digestion and absorption 5.27E-03 18 9
Steroid biosynthesis 1.03E-02 6 6
Progesterone-mediated oocyte maturation 1.04E-02 18 9
Calcium signaling pathway 1.08E-02 33 9
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 1.10E-02 9 4
Cholinergic synapse 1.15E-02 24 9
Notch signaling pathway 1.39E-02 11 9
Phosphatidylinositol signaling system 1.40E-02 17 9
Amphetamine addiction 1.47E-02 17 7
Circadian rhythm 1.47E-02 9 8
Gap junction 1.66E-02 19 9
Chemokine signaling pathway 1.69E-02 34 11
Adherens junction 2.07E-02 20 10
Taurine and hypotaurine metabolism 2.51E-02 3 2
Toll-like receptor signaling pathway 2.54E-02 19
Aldosterone-regulated sodium reabsorption 2.62E-02 9
mRNA surveillance pathway 2.62E-02 20
Influenza A 3.10E-02 30 10
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S5 (continuation)

KEGG pathway p-value tI::gI:tb;:noefs miRNAs
HIF-1 signaling pathway 3.16E-02 22 9
Salmonella infection 3.16E-02 15 8
Basal cell carcinoma 3.47E-02 12 9
Endocytosis 3.56E-02 39 11
N-Glycan biosynthesis 3.90E-02 11 7
Jak-STAT signaling pathway 4.28E-02 27 11
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S6. Biological pathways for miRNAs significantly modulated by exercise. Analysis
was performed using DIANA mirPath v 2.1 and KEGG software (Vlachos et al., 2012).
False discovery rate (FDR) method, a correction for multiple hypothesis testing, and a
p-value threshold of 0.05 was used to perform the enrichment analysis.

Biological pathways associated with miRNAs regulated by exercise based on DIANA-mirPath analysis

Number of

KEGG pathway p-value target genes miRNAs
PI3K-Akt signaling pathway 1.73E-15 57 5
ECM-receptor interaction 1.52E-10 17 4
Amoebiasis 2.07E-09 22 5
Regulation of actin cytoskeleton 7.46E-09 35 5
Chronic myeloid leukemia 9.15E-09 17 6
Hedgehog signaling pathway 2.60E-08 13 4
TGF-beta signaling pathway 1.12E-07 17 6
Focal adhesion 2.66E-07 31 6
Melanoma 7.87E-07 15 5
Acute myeloid leukemia 1.50E-06 13 5
Pathways in cancer 3.76E-06 45 6
mTOR signaling pathway 7.53E-06 13 5
Insulin signaling pathway 7.53E-06 22 6
ilr}i/ec;)sphingolipid biosynthesis - lacto and neolacto 1.21E-05 5 4
Adherens junction 1.95E-05 16 5
Pancreatic cancer 5.75E-05 13 5
Basal cell carcinoma 5.75E-05 11 5
HTLV-I infection 5.75E-05 36 6
Endometrial cancer 7.21E-05 11 5
Dilated cardiomyopathy 7.30E-05 15 5
Protein processing in endoplasmic reticulum 7.30E-05 25 6
Melanogenesis 1.02E-04 16 5
Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 1.03E-04 14 5
Prostate cancer 1.15E-04 15 5
MAPK signaling pathway 1.18E-04 33 6
Fc gamma R-mediated phagocytosis 1.34E-04 15 6
Protein digestion and absorption 2.02E-04 14 5
Basal transcription factors 3. 58E-04 9 4
Axon guidance 4.28E-04 22 6
ErbB signaling pathway 6.64E-04 14 5
Glioma 6.91E-04 12 5
Salmonella infection 9.56E-04 12 4
Adipocytokine signaling pathway 1.31E-03 11 4
Chagas disease (American trypanosomiasis) 1.35E-03 16 5
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S6 (continuation)

KEGG pathway p-value tI::lthb;noefs miRNAs
Non-small cell lung cancer 1.52E-03 10 5
Long-term potentiation 1.52E-03 11 6
Dorso-ventral axis formation 3.34E-03 5 4
Bacterial invasion of epithelial cells 5.82E-03 10 4
Small cell lung cancer 6.59E-03 12 5
Salivary secretion 8.69E-03 11 4
Colorectal cancer 1.18E-02 10 5
Regulation of autophagy 2.15E-02 6 4
Chemokine signaling pathway 2.48E-02 21 6
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 2.74E-02 1 1
Calcium signaling pathway 2.74E-02 20 5
Lysine degradation 2.88E-02 7 5
Hepatitis C 2.88E-02 16 5
Transcriptional misregulation in cancer 2.88E-02 21 6
Gastric acid secretion 3.14E-02 10 5
Proximal tubule bicarbonate reclamation 3.29E-02 3
Aldosterone-regulated sodium reabsorption 4.41E-02 4
GnRH signaling pathway 4.41E-02 11 5
Jak-STAT signaling pathway 4.66E-02 17 5
Vasopressin-regulated water reabsorption 4.66E-02 7 5
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Discusidn

Este trabajo de tesis se centr6 en el que sin duda es uno de los temas mas complejos
desde el punto de visto social, econémico y biomédico de nuestro siglo: el
envejecimiento. En este contexto, los diferentes objetivos planteados han abarcado
tematicas como la enfermedad de Alzheimer, la epigenética y el estilo de vida

saludable.

El envejecimiento es uno de los principales ejes de la investigacion cientifica actual.
Los datos poblacionales mas recientes muestran un patrén de pirdmide poblacional cada
vez mas envejecido y como consecuencia la proporcion de patologias asociadas a este
proceso ha aumentado significativamente. Este hecho provoca un alto porcentaje de
situaciones de dependencia o semi-dependencia en la poblacion envejecida y mayores
costes economicos a nivel sanitario. Todo ello conduce a la necesidad de buscar
estrategias terapéuticas que permitan prevenir o retrasar algunos de los sintomas y/o
patologias asociadas al envejecimiento, mejorando asi la calidad de vida del individuo.
Entre estas estrategias destacan los denominados habitos de vida saludables, que
incluyen dieta, actividad fisica, estimulacion cognitiva y estrategias de reduccion del

estrés, entre otros.

El ejercicio fisico fue una de las primeras actividades recomendadas y la mas
aceptada e incorporada actualmente en nuestra sociedad. Hoy en dia es habitual ver
personas corriendo por los parques de nuestra ciudad, utilizando la bicicleta como
entrenamiento o incluso medio de transporte habitual, entrenando de manera regular en
gimnasios, piscinas y otros centros deportivos. Esto es en parte el resultado de la
divulgacion a través de los medios de comunicacion y a las recomendaciones de las
autoridades de salud publica sobre los beneficios asociados a la practica de ejercicio

regular, derivados en gran medida de los esfuerzos cientificos realizados al respecto.

Por otro lado, desde que en 1942 Conrad Waddington defini6 por primera vez la
epigenética, el interés en este fendémeno ha ido aumentando exponencialmente en la
comunidad cientifica. Se ha visto que la influencia de este tipo de regulacion se extiende
a todos los procesos celulares y funciones bioldgicas, y el hecho de que el entorno y los
habitos de estilo de vida ejerzan una influencia en la modulacion epigenética abre un
nuevo campo en la investigacion relacionada con la prevencioén y el retraso en la

aparicion de enfermedades cronicas.
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El modelo SAMP8: ventajas y limitaciones

Para estudiar los efectos del ejercicio y su posible modulacion epigenética durante el
proceso de envejecimiento, en esta tesis escogimos como modelo los ratones SAMPS.
Esta cepa de raton presenta rasgos de envejecimiento espontdneos y prematuros,
incluyendo déficits cognitivos, algunos de los cuales son similares a los observados en

patologias como la EA.

A diferencia de los modelos transgénicos de experimentacion donde las causas del
fenotipo se asocian a alteraciones en genes especificos, las causas y alteraciones
concretas que producen el fenotipo observado en los ratones SAMP8 no estan
completamente descritas y probablemente sean multifactoriales, como ocurre durante el
proceso de envejecimiento en humanos. Desde este punto de vista, el modelo SAMPS
podria considerarse mas integrador que los modelos transgénicos. Sin embargo, la
utilizacion de este modelo espontaneo de envejecimiento también supone una limitacion
en el momento de explicar los resultados obtenidos, ya que frente a multitud de
variables que desconocemos, resulta complejo discernir entre las causas y las

consecuencias de un determinado fenotipo.

Otra de las limitaciones del modelo escogido es el control utilizado. Se acepta el uso
de los ratones SAMRI1 como cepa control ya que ambos surgieron de la misma colonia
original y por tanto son similares genéticamente. Sin embargo, el establecimiento de
cada una de estas cepas (P8 y R1) mediante cruzamiento entre hermanos puede dar una
deriva genética en las mismas, que tan solo es posible identificar por el fenotipo

observado o durante el andlisis de los resultados obtenidos tras el estudio.
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Inflammaging y epigenética, écausa o consecuencia del

envejecimiento?

El concepto de inflammaging explica los cambios moleculares y fisiologicos en el
sistema inmune que se producen a medida que avanza el ciclo vital de un individuo. En
nuestro estudio hemos observado un entorno proinflamatorio en astrocitos de ratones
SAMPS, en concreto un aumento en la expresion de /-6 en ratones neonatos,
comparados con los ratones control SAMRI. Esta alteracion estd probablemente
relacionada con el fenotipo de envejecimiento acelerado y déficits cognitivos de los
ratones SAMPS, aunque nuestros resultados no permiten dilucidar si el aumento de este
marcador inflamatorio esta en el origen del fenotipo de este modelo o es consecuencia
de otros mecanismos subyacentes. Asimismo, hemos observado mayores niveles de IL-
6 en plasma de ratones SAMPS8 adultos de 12 meses de edad en los cuales también
observamos una respuesta inflamatoria exacerbada frente a LPS. Este conjunto de datos
nos permitié identificar IL-6 como un biomarcador inflamatorio persistente durante el
ciclo vital de los ratones SAMP8. Un hallazgo particularmente interesante fue que la
causa del aumento de IL-6 se encontrd directamente asociada a los niveles de expresion
de un factor de remodelacion de cromatina, el correpresor de REST, RCOR2. Estos
resultados nos permitieron integrar los conceptos inflammaging y epigenética en nuestro
estudio. De hecho, observamos una sorprendente y marcada reduccion en la expresion
de la isoforma Rcor2 en el modelo SAMPS respecto a su control SAMRI1 en varios
tipos celulares y tejidos analizados, entre ellos linfocitos y astrocitos, hipocampo y
corteza cerebral. Ademas, en linfocitos observamos la reduccioén de Rcor2 desde edades
muy tempranas, mucho antes de que se produzca la manifestacion del fenotipo
senescente. Asimismo, en cultivos de astrocitos provenientes de ratones SAMPS
neonatos, los niveles de expresion de Rcor2 también fueron menores. Estos resultados

sugieren la posible implicacion de RCOR2 en el fenotipo senescente de los ratones

SAMPS.

El hecho de hallar una correlacion negativa entre /I-6 y Rcor2, tanto in vivo como in
vitro, nos hizo plantearnos la existencia de una posible asociacion entre ambos factores
ya que, por un lado la inflamacion cronica se ha asociado al desarrollo prematuro y la

aceleracion de enfermedades neurodegenerativas como la EA [737, 738], y por el otro el
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factor RCOR forma parte del complejo de silenciamiento transcripcional de REST
(REI-silencing transcription factor) [739], el cual se ha visto implicado recientemente
en la preservacion de las funciones cognitivas y longevidad en humanos de edad
avanzada [690]. Por ello, analizamos el efecto del silenciamiento del gen Rcor2 sobre la
expresion de //-6 en cultivos de astrocitos, células que ejercen un papel principal en el
metabolismo y homeostasis y defensa inmune en cerebro [740]. Asi, confirmamos el
efecto sinérgico de la inflamacion en respuesta a LPS y la reduccion de Rcor2, sobre el

aumento de expresion de 1/-6.

Un dato que revela la complejidad en la regulacion epigenética de la inflamacion en
nuestro modelo, es que el tratamiento con LPS per se redujo los niveles de Rcor?2,
evidenciando la existencia de una relacion inversa entre inflamacion y RCOR2 que

produciria una retroalimentacion del sistema, activandolo aun mas (ver figura 3).

E N
Inflamacion

A L6 \J/ Reor2

)

Figura 3. Relacion entre Rcor2 e inflamacion en astrocitos del modelo SAMPS.

A partir de estos datos, creemos que es necesario extender el estudio de la relacion
entre RCOR2 e inflamacion en otros modelos animales y en humanos ya que podria
representar una diana terapéutica en la prevenciéon o tratamiento de procesos de

inflamacion cronica y neurodegeneracion asociados a envejecimiento.
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El papel de la remodelacidon de cromatina en longevidad y

senescencia

Nuestros resultados también nos han permitido relacionar RCOR2,
neuroinflamacion y envejecimiento prematuro con el estado de metilacion de la
cromatina. Basamos esta hipdtesis en varias observaciones. El complejo de REST, del
cual forma parte RCOR2, ejerce un papel remodelador del estado de la cromatina e
incluye enzimas demetilasas de histonas como LSD1 [310]. La disminucion de Rcor?2
en ratones SAMP8 podria provocar una alteracion en la actividad del complejo REST y
por lo tanto un aumento en la metilacion de la lisina 4 de histona H3. Esta hipotesis es
consistente con el aumento en los niveles de trimetilacion en lisina 4 de histona H3
global que detectamos en linfocitos, hipocampo y corteza cerebral de ratones SAMPS
de edad avanzada. Este posible mecanismo implicando factores de remodelacion de
cromatina, como el complejo REST, también se ve indirectamente apoyado por los
resultados que obtuvimos en células gliales que muestran que la sobreexpresion de 1/-6
en respuesta a un estimulo inflamatorio es dependiente a la vez de RCOR2 y de la
presencia de actividad metiltransferasa. Estas observaciones nos motivaron a comenzar
a caracterizar los niveles de expresion de las principales enzimas y cofactores asociados
al complejo de REST y otros factores remodeladores de cromatina en el modelo
senescente SAMPS y su control SAMRI, trabajo del que se muestran resultados
preliminares atn no publicados en el capitulo 1 del apartado de Resultados. Ente los
datos a destacar hasta el momento, encontramos reducidos los niveles de enzimas
demetilasas Lsdl y G9a presentes en el complejo de REST. Esta reduccion, unida a la
hallada para Rcor2, sugiere que la funcionalidad del complejo podria estar afectada lo
cual podria dar como resultado alteraciones en diferenciacién neuronal y plasticidad
[715-718]. Ademas, se ha descrito la implicacion de G9a en la regulacion de la enzima
neprilisina [705], una de las principales responsables de la eliminacion de los depositos
de AP en cerebro y diana terapéutica muy prometedora en el tratamiento de la EA [719],
indicando que éste podria ser otro de los mecanismos moleculares subyacentes en el

fenotipo neurodegenerativo observado en los ratones SAMPS.
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También se vieron reducidas demetilasas Jaridla y Jaridlb, homdlogas a la
demetilasa rbr-2 de C. elegans, la cual Greer y sus colaboradores han identificado como
determinante en la regulaciéon de la longevidad y del aumento en los niveles de
trimetilacion en H3 lisina 4 en este organismo [448, 449]. Todos estos resultados nos
indican la necesidad de seguir investigando el papel del complejo REST, del estado de
metilacion de histona H3 y del efecto de los factores y cofactores reguladores del
mismo, asi como de otros implicados en remodelacion de cromatina sobre los procesos

de envejecimiento y longevidad, y su posible implicacion en inflammaging.
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La matriz extracelular, diana del ejercicio fisico en cerebro

Los beneficios del ejercicio fisico sobre la cogniciéon son un tema de creciente
interés debido al numero alarmante de personas que sufren deterioro cognitivo asociado
al envejecimiento y demencias. Durante este trabajo de tesis nos interesamos en los
efectos transcripcionales y epigenéticos del ejercicio fisico en el cerebro utilizando el
modelo SAMPS de envejecimiento y EA. Tras una intervencion de seis meses de
ejercicio voluntario y moderado realizamos microarrays de expresion de hipocampo
que nos permitieron identificar genes marcadores de envejecimiento y sensibles a la
intervencion de ejercicio fisico. Dicho grupo de genes mostraba niveles alterados en
SAMPS8 comparados con SAMRI1 (control) pero recuperaban los niveles de expresion
del grupo control en respuesta al ejercicio fisico. El analisis bioinformatico de vias de
sefalizacion de este conjunto de genes reveld que uno de los procesos bioldgicos mas
afectado en el hipocampo de los ratones SAMPS8 es el mantenimiento de la matriz
extracelular y numerosos genes de esta via demostraron ser sensibles al ejercicio fisico.
Este es un resultado de gran interés puesto que la matriz extracelular representa el
soporte fisico para la funcion, homeostasis y supervivencia neuronal y en modelos de
neurodegeneracion y EA se han descrito alteraciones en algunos de los genes que la
mantienen [727, 728]. De hecho, las vias relacionadas con matriz extracelular también
aparecieron alteradas en los andlisis que llevamos a cabo en corteza cerebral de estos
mismos animales (resultados no publicados), sugiriendo que se trata de una via
particularmente sensible al envejecimiento y en cierto grado modulable por ejercicio

fisico en cerebro.

Nuestro estudio no reprodujo algunos de los resultados de estudios previos de
expresion génica en cerebro también realizados en el modelo SAMPS. Por ejemplo el
realizado por Sakurai y sus colaboradores [658] en el cual identificaron el gen Lztfl]
(leucine zipper transcription factor-like protein 1) como sensible al ejercicio en SAMP8
de 2 meses de edad, que en nuestro trabajo no se ha visto modificado. En el estudio de
Cheng y colaboradores [741] se identificé una reduccion en los niveles de Duspi?2
(Dual specificity protein phosphatase, 12) en hembras de 12 meses de edad, enzima
implicada en supervivencia celular y biogénesis ribosomal [742], que en nuestro caso
tampoco se vio alterada. Casadesus y colaboradores [743] no hallaron diferencias entre

SAMPS y SAMRI en el patron de expresion de 62 genes. Dos de entre ellos mostraron
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diferencias entre cepas en nuestro estudio, una reduccién en la expresion de Park2 (E3
ubiquitin ligasa, implicada en metabolismo lipidico, alterada en pacientes de Parkinson
[744]) y un aumento de Gfral (glial cell line-derived neurotrophic factor family
receptor o-1, que promueve la supervivencia celular en neuronas hipocampales [745]),
aunque ninguno de estos dos genes se vio modificado por el ejercicio. Estas diferencias
entre nuestros resultados y algunos trabajos previos podrian explicarse por la
variabilidad en edad y sexo de los animales y en las condiciones experimentales
utilizadas, ademés de las propias limitaciones de sensibilidad y reproducibilidad que

presenta la técnica de microarrays.

Entre los genes que identificamos mediante microarrays y validamos por Real Time
PCR destacamos Collal y Colla2 (collagen type 1 alpha 1, y 2), aumentados en la
cepa senescente. La alteracion de estos genes podria tener una papel importante el
deterioro cognitivo de nuestro modelo, ya que se ha visto que un aumento en el
contenido de colageno en cerebro se asocia a una reducciéon en el volumen hipocampal
en el modelo transgénico 3xTg para la EA [746]. Ademas, se sabe que el péptido ABPP
puede interaccionar directamente con diferentes tipos de coldgeno y otros componentes
de la matriz extracelular, y algunos tipos de colageno (XXV y XVIII) se han encontrado
presentes en las propias placas amiloideas [747, 748]. Otro de los genes alterados, Fmod
(fibromodulin) es un proteoglicano implicado en la regulacion y mantenimiento de la
matriz extracelular, y se ha asociado con la progresion de glioblastomas [749]. Ademas,
este tipo de proteoglicanos parecen fomentar la formacion de agregados de AP y placas
seniles en la EA [750]. Pgds (prostaglandin D(2) synthase) es un gen que se expresa en
astrocitos y oligodendrocitos [751] y es marcador de envejecimiento en liquido
cefalorraquideo [752], y también aparece alterado en la cepa SAMPS en nuestro estudio.
Finalmente, el gen Aldhla2 (aldehyde dehydrogenase), necesario para la sintesis del
acido retinoico, se ha descrito implicado en las alteraciones en neurogénesis y la
realizacion de tareas cognitivas tanto cuando su expresion es reducida [753] como
aumentada [754]. La intervencidon de ejercicio fisico moderado revirtio los cambios
observados en todos estos genes en la cepa senescente SAMPS8 alcanzando los niveles

de expresion detectados en los controles SAMRI.
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Estos resultados nos muestran los beneficios de una intervencion de ejercicio fisico
moderado sobre alteraciones presentes en cerebro de un modelo senescente, y destacan
la posible utilidad del ejercicio fisico moderado como complemento en el tratamiento de

declive cognitivo y neurodegeneracion.
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Mejoras del ejercicio fisico y su relacion con la via de BDNF

La intervencion de ejercicio fisico en ratones SAMP8 provocé mejoras a nivel
fenotipico (como el color de la piel y el temblor fisico) y, en hipocampo, un aumento en
el grado de vascularizacion y en la expresion de factores neurotroficos. Algunos
trabajos describen una reduccion en los procesos angiogénicos en relacion a los
depositos de péptido AP en cerebros afectados por la EA [755, 756], aunque existe algo
de controversia ya que también se ha descrito mayor angiogénesis en ciertas regiones
cerebrales de pacientes de la EA [757]. Recientemente se ha descrito que el ejercicio
parece fomentar cierta plasticidad vascular en cerebro de ratones hembra de edad media
[758]. Nuestros resultados corroboran estos datos, se hallaron menores niveles de
vascularizacion en el modelo senescente, los cuales fueron aumentados en respuesta a la

intervencion de ejercicio fisico moderado.

Por otro lado, estudios previos han descrito que durante el envejecimiento y en
modelos de patologias neurodegenerativas como la EA, se produce una disminucion de
la neurotrofina BDNF y de otros componentes de su via de sefalizaciéon como el
receptor TrkB [722-726, 759]. La expresion de BDNF es particularmente sensible a la
practica de ejercicio fisico que segiin numerosos estudios, provoca aumentos en su
expresion génica y proteica [658, 720, 760]. Nuestros resultados demuestran que los
ratones SAMPS presentan niveles reducidos de expresion de componentes de la via de
BDNF, algunos de los cuales (BDNF, TrkB y neuritina) recuperan valores de expresion
normales en respuesta a intervenciones de ejercicio fisico voluntario cortas (8 semanas)
o de mayor duracion (6 meses) y en animales mantenidos en grupo o aislados. En
particular, neuritina, actia en procesos de supervivencia neuronal, plasticidad sinaptica
y neurogénesis [736] y es una diana prometedora en el tratamiento de patologias

asociadas a declive cognitivo y la EA [761].

Estos datos confirman que una de las vias a través de las cuales se producen los
efectos positivos del ejercicio fisico sobre el cerebro en un contexto de envejecimiento
prematuro y declive cognitivo es la via de BNDF e identifican a este factor neurotréfico

como un excelente marcador de la eficacia de intervenciones basadas en ejercicio.
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Epigenética y estilo de vida

Muchos de los cambios observados durante el proceso de envejecimiento [42, 729] y
en respuesta al ejercicio fisico [668, 676, 720, 762, 763] se han asociado con la
aparicion de modificaciones epigenéticas. En este trabajo de tesis, caracterizamos la
expresion de un grupo de factores remodeladores de cromatina en nuestro modelo
animal de envejecimiento y su posible modulacion por el ejercicio fisico. Identificamos
cambios en los niveles de expresion de varios microARNs en la cepa senescente
respecto a su control, los cuales se han asociado previamente a enfermedades
neuroldgicas y desarrollo neuronal, como por ejemplo miR-30e-5p [408, 764], miR-
125b-5p [161, 765] o miR-128-3p [765, 766]. Identificamos tres microARNs alterados
en SAMPS8 y modificados por la intervencion de ejercicio fisico, y otros cuatro que no
mostraban diferencias entre las cepas SAMP8 y SAMRI1 y que resultaron igualmente
modulables en ambos grupos en respuesta al ejercicio. También observamos
alteraciones en factores implicados en la regulacion de la acetilacion en histonas y en
los niveles globales de acetilacion de histona H3. Estos cambios tienen gran importancia
ya que la acetilacion de histonas es una marca epigenética muy importante a nivel de
establecimiento de memoria y cognicion [377, 670, 671] y alteraciones en los niveles de

acetilacion se han asociado con declive cognitivo y neurodegeneracion [673, 674].

El interés en la influencia del entorno, las experiencias y los hdbitos sobre la
expresion génica ha crecido exponencialmente por su potencial regulador y posible
aplicacion terapéutica. Ademas de la actividad fisica, se ha observado que otros habitos
de estilo de vida como la dieta, ejercen una gran influencia sobre salud y
envejecimiento. Intervenciones basadas en restriccion caldrica [767-770], o la
caracterizacion de ciertos componentes, como polifenoles [771-774], isocianatos [775,
776] o acidos grasos esenciales [777, 778], han demostrado el potencial terapéutico que
tiene la dieta sobre el envejecimiento fisioldgico, procesos cancerigenos y la esperanza

de vida.

Asimismo, se ha descrito que la estimulacion sensorial, cognitiva y motora mediante
intervenciones de enriquecimiento ambiental produce cambios en niveles de expresion
génica de factores neurotroficos, plasticidad neuronal, deposiciones de AP y mejoras

cognitivas en respuesta al enriquecimiento ambiental [779] asi como cambios
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epigenéticos en acetilacion y metilacion de histonas [670]. A nivel social, las
experiencias durante los primeros afnos de vida [780, 781], asi como situaciones de
estrés y estrategias basadas en su reduccion [782-786] se han asociado a cambios a nivel
psicologico, neuronal y endocrino que puede estar mediados por alteraciones
epigenéticas. En este contexto, durante el periodo de tesis realizamos un estudio en
humanos donde mostramos una reduccion en los niveles de expresion de genes
proinflamatorios y cambios epigenéticos como alteraciones en acetilacion y metilacion
de histonas, asi como en la expresion de varias histonas deacetilasas, tras una

intervencion de 6 horas de meditacion [787].

Este tipo de estudios y el conjunto de los resultados derivados de los mismos, estan
permitiendo un cambio en la manera de concebir la salud y los factores determinantes
de la aparicion y progresion de las enfermedades. Los modelos biomédicos mas clasicos
y simplificados comienzan a ser sustituidos por nuevos modelos biopsicosociales que
aportan una vision mas holistica, en la cual se acepta una comunicacion estrecha entre
el ambiente, el individuo y sus genes, que determina finalmente la inclinacién del
delicado equilibrio entre la salud y la enfermedad. Asi, los avances en el campo de la
epigenética del estilo de vida seran fundamentales en la creacion de nuevas estrategias
basadas en habitos saludables para la prevencion y la complementacion de los

tratamientos de los sintomas y las patologias asociadas al envejecimiento.
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Conclusiones

10.

Los ratones senescentes SAMP8 presentan mayores niveles de IL6 en
plasma y tienen aumentada su expresion en astrocitos, de manera basal y
en respuesta a un estimulo inflamatorio (LPS).

El correpresor Rcor2 presenta niveles minimos de expresién en linfocitos,
hipocampo y corteza cerebral de ratones SAMPS.

Existe una correlacidon negativa entre Rcor2 e Il6 en astrocitos, de manera
basal y en respuesta a un estimulo inflamatorio (LPS + interferdn y).

La inflamacion también produce una reduccién en la expresidn de Rcor2 en
astrocitos.

Los ratones SAMP8 muestran un aumento global de H3K4me3 vy
alteraciones en la expresion de demetilasas (Lsd1, Jaridla y Jarid1b) y
metiltransferasas (G9a) reguladoras de esta marca epigenética.

El ejercicio fisico produce mejoras fenotipicas y aumento de la
vascularizacion en hipocampo de ratones senescentes.

El ejercicio fisico revierte alteraciones transcripcionales asociadas a
envejecimiento, en genes implicados en ensamblaje y mantenimiento de la
matriz extracelular en cerebro.

El ejercicio fisico aumenta la expresion génica de Bdnf independientemente
de la duracién y tipo de intervencion, y a corto plazo modula Trkb y Nrn1,
receptor y gen diana de BDNF respectivamente.

El ejercicio fisico afecta a los niveles de varios miARNs asociados a
neurodegeneracion.

La acetilacidon global de histona H3 y varias deacetilasas son sensibles a la

practica de ejercicio fisico.
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fold change > 1.5 fold change > 1.5

Figura 1. Diagrama de Venn de los genes con cambio de expresién mayor a 1.5 en corteza cerebral de
ratones de 10 meses de edad. (R1sed=SAMR1 sedentarios; P8sed=SAMP8 sedentarios; P8run= SAMP8
ejercicio).
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Tabla 1. Enriquecimiento de vias presente en los 143 genes de la interseccién del diagrama de Venn en
corteza cerebral de ratones de 10 meses de edad, utilizando como base de datos Gene Ontology.

Categor Fold value Number Genes
gory Enrichment P of genes
. BSX, MYOD1, MEF2A, MYOCD, MTF1,
afg'gf:tiiis“c"‘:;'c‘:; 3,592 <0,001 12 ADORA2A, MYOG, CD40, NPAS4, ISL1, KLF2,
P HOXD10
GO0:0051173~ regulation BSX, MYOD1, MEF2A, MYOCD, MTF1,
of nitrogen compound 3,483 0,001 12 ADORA2A, MYOG, CD40, NPAS4, ISL1, KLF2,
metabolic process HOXD10
WFIKKN2, PRH1, PMCH, MSMB, LEPR, OXT,
GO:0005576~ 2310033E01RIK, FGF21, CD40, COL4A6, MUC4,
extrac;zllular region 2,113 0,001 23 COL4A5, ADAMTSY, AY761184, PRRG1, DEFA-
g RS2, PROZ, PIP, DEFB10, VCAN, VMO1, PRP2,
CYR61
Go?fe(:?]izfiiol;eiliretl?cn 3,042 0,003 11 BSX, MYOD1, MEF2A, MYOCD, MTF1,
u Y ! ! ADORA2A, MYOG, NPAS4, ISL1, KLF2, HOXD10
process
G0:0009891~ regulation 3015 0003 11 BSX, MYOD1, MEF2A, MYOCD, MTF1,
of biosynthetic process ! ! ADORA2A, MYOG, NPAS4, ISL1, KLF2, HOXD10
G0:0045941 .reg.ulatlon 3214 0,004 10 BSX, MYOD1, MEF2A, MYOCD, MTF1, MYOG,
of transcription NPAS4, ISL1, KLF2, HOXD10
G0:0042755™ eating 30,535 0,004 3 BSX, ADORA2A, LEPR
behavior
GO:0011.1069"' . 12,107 0,004 4 PLCB4, ADORA2A, PSD3, SYNPO
postsynaptic density
G0:0010628~ regulation 3129 0004 10 BSX, MYOD1, MEF2A, MYOCD, MTF1, MYOG,
of gene expression ! ! NPAS4, ISL1, KLF2, HOXD10
G0:0007631* feeding 11,974 0,004 4 BSX, ADORA2A, PMCH, LEPR
behavior
Goﬁo:l:i‘:’zm::z:l::'°" , 881 0.007 10 BSX, MYOD1, MEF2A, MYOCD, MTF1, MYOG,
. . ! ! NPAS4, ISL1, KLF2, HOXD10
biosynthetic process
Goffo:‘:i?:m;?f:'??" 5 653 0.008 " BSX, MYOD1, MEF2A, MYOCD, MTF1, MYOG,
. u ’ ! CD40, NPAS4, ISL1, KLF2, HOXD10
metabolic process
G0:0045944"~ regulation
of transcription from 3412 0,009 3 BSX, MYOD1, MYOCD, MTF1, MYOG, NPAS4,
RNA polymerase Il ISL1, HOXD10
promoter
G0:0007155~ cell CLDN19, PGMS5, ZAN, NEDD9, DSC2, VCAN,
adhesion 2,721 0,010 10 CD226, CYR61, CLDN15, MUC4
G0:0022610 .blologlcal 2,717 0,010 10 CLDN19, PGMS5, ZAN, NEDD9, DSC2, VCAN,
adhesion CD226, CYR61, CLDN15, MUC4
trag:::;?o::zr:(:‘gctor 2,283 0,014 12 BSX, MYOD1, MEF2A, NR1I2, MTF1, LHXS,
p_ . ! ! MYOG, OBOX®6, ISL1, KLF2, ZFP3970S, HOXD10
activity
G0:0045893~ regulation
of transcription, DNA- 2,936 0,018 3 BSX, MYOD1, MYOCD, MTF1, MYOG, NPAS4,

dependent

ISL1, HOXD10
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Categor Fold value Number Genes
gory Enrichment P of genes
Goff:;f;e::izll?:m" 5 015 0019 . BSX, MYOD1, MYOCD, MTF1, MYOG, NPAS4,
! ! ISL1, HOXD10
process
G0:0005911" cell-cell 4,462 0,025 5 CLDN19, PGMS5, DSC2, CLDN15, SYNPO
junction
ZFP36, MYOD1, MEF2A, SHPRH, MSH5, OBOX®6,
G0:0003677~ DNA 1658 0025 20 NPAS4, ISL1, ZIC1, ZFP3970S, HOXD10, BSX,
binding ’ ’ CHDY, NR1I2, MTF1, MIER1, LHX5, MYOG,
KLF2, ASCL3
OBy E P 6,114 0,027 4 CLDN19, DSC2, CLDN15, SYNPO
junction complex
G0:0016327~
apicolateral plasma 5,995 0,028 4 CLDN19, DSC2, CLDN15, SYNPO
membrane
GO0:0030528~ MYOD1, MEF2A, OBOX6, NPAS4, ISL1,
transcription regulator 1,836 0,029 15 ZFP3970S, HOXD10, BSX, NR1I2, MTF1,
activity MYOCD, LHX5, MYOG, KLF2, ASCL3
G0:0016563~
transcription activator 3,420 0,030 6 MYOD1, MEF2A, MYOCD, MTF1, MYOG, NPAS4
activity
G0:0043565~ sequence- 2390 0033 9 BSX, MYOD1, MEF2A, NR112, LHX5, MYOG,
specific DNA binding ! ! OBOX6, ISL1, HOXD10
G0:0005587" collagen 51,457 0,038 2 COL4A6, COL4AS
type IV
G0:0030935™ sheet- 51,457 0,038 2 COL4A6, COL4AS
forming collagen
G0:0050891~
multicellular organismal 50,891 0,038 2 ADORA2A, OXT
water homeostasis
GO0:0006357~ regulation
of transcription from 2231 0046 9 BSX, MYOD1, MYOCD, MTF1, MYOG, NPAS4,
RNA polymerase Il ! ! ISL1, HOXD10, ASCL3
promoter
GO:0007610~ behavior 2,639 0,047 7 BSX, ADORA2A, PMCH, LEPR, ZIC1, HOXD10,

CYR61
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