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ABREVIATURAS:

AB: Beta amiloide

AB1-40: Beta-amiloide de 40 residuos

AB1-42: Beta-amiloide de 40 residuos

ABPP: Proteina precursora de la beta amiloide

AD: Enfermedad de Alzheimer

Act: B-actina

Al: Aluminio

AICit-W: Animales wild-type con dieta suplementada con aluminio y citrato
AICit-Tg: Animales Tg con dieta suplementada con aluminio y citrato

AICitMel-W: Animales wild-type con dieta suplementada con aluminio y citrato
y ademas con melatonina

AICitMel-Tg: Animales Tg con dieta suplementada con aluminio y citrato y
ademas con melatonina

BHE: Barrera hematoencefalica

C-W: Animales wild-type con dieta control

C-Tg: Animales Tg con dieta control

Ca®": 16n de calcio

Casp-3: Caspasa 3

Cit-W: Animales wild-type con dieta suplementada con citrato
Cit-Tg: Animales Tg dieta suplementada con citrato

Cu: Cobre

ELISA: Enzyme linked immuno assay

ETC: Cadena de transporte de electrones

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations
Fe: Hierro

ICP-MS: Espectofotometria atomica de plasma acoplado
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JECFA: Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
Mel: Melatonina

Mel-W: Animales wild-type suplementados con melatonina
Mel-Tg: Animales Tg suplementados con melatonina

MWM: Laberinto de agua de Morris

Na': I6n de sodio

OF:. Campo abierto

PSENL1: Presenilina 1

PSENZ2: Presenilina 2

PTWI: Provisional tolerable week intake; consumo semanal provisionalmente
aceptable

PVDF: Difluoruro de polivinilideno

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SOD2: (0 Mn-SOD) Superoxido dismutasa mitocondrial
Tg: Ratones transgénicos APPSWE (Tg2576)

W: Ratones no transgénicos (wild-type)

WHO: World Health Organization

Zn: Zinc
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2.1 Enfermedad de Alzheimer.

La Enfermedad de Alzheimer (AD) es un trastorno neurodegenerativo
progresivo, irreversible y de origen hasta ahora desconocido. Se caracteriza
clinicamente por el deterioro de las funciones cognitivas y cambios
conductuales, lo cuales afectan a la autonomia de los pacientes de forma
gradual, hasta llegar a una pérdida total en Ultimo término de las funciones
mentales (Lambert et al., 2009).

Las principales caracteristicas fisiopatolégicas de la AD son la deposicion de
péptidos B-amiloide (AB) formando placas, degeneracion neurofibrilar y
metabolismo anormal de algunos metales. EI aumento de los niveles de AR y la
evidencia de dafio oxidativo son marcadores neuropatolégicos tempranos de la
AD (Matsubara et al., 2003, Guo et al., 2013, Wang et al., 2016, Shukla, 2017,
Wang y Wang, 2017).

2.2 Historia de la Enfermedad de Alzheimer.

La Enfermedad de Alzheimer recibe su nombre del Doctor Alois Alzheimer que
fue el primero en describir la enfermedad en 1907, basandose en los datos
clinicos e histopatologicos de una mujer (Frau Auguste D.) que murio a los 55
afnos de edad, tras sufrir una demencia progresiva.

En la actualidad, todavia no se conoce la causa o causas que provocan la
aparicion de la AD, ya que puede presentarse en dos formas. La variante
“familiar” de la enfermedad es la menos frecuente, 5-15% de los casos, y tiene
un origen genético claro. Puede darse en individuos jovenes (25-30 afios), y
consiste en mutaciones en los genes ABPP, PSEN1 y PSEN2, localizados en
los cromosomas 21, 14 y 1 respectivamente (Lambert et al., 2009; Walton,
2012a, Walton, 2013; Di Paolo et al., 2014a).

Por otra parte, la mayoria de los casos de AD (85-95%) se presentan de forma
esporadica, siendo en ésta variante en la que la etiologia de la AD no esta aun
totalmente entendida. A pesar de eso, una de las hipGtesis mas aceptadas es
la toxicidad de los depdsitos de AR (Newman 2007; Walton, 2012a; Walton,
2013; Yokel, 2013; Di Paolo et al., 2014a; Hendrix et al., 2015; Xio etal., 2017).

A pesar de no haber podido encontrar todavia la causa, a lo largo de los afios
se han ido identificando diversos factores de riesgo:

= El sexo, ya que la AD es mas frecuente en mujeres que en hombres (y
no solo porque la esperanza de vida sea mayor en éstas) (Maynard et
al., 2006; Fernandez Martinez et al., 2008).



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION ORAL A ALUMINIO A TRAVES DE LA DIETA EN RATONES TG2576.
PAPEL PROTECTOR DE LA MELATONINA

Celeste Gisela DiDPc‘ilolIg Pereyra

aolo C. 2017 - TESIS DOCTORAL 151 129

» Los antecedentes familiares. Incluso dejando de lado la variante
genética de la enfermedad, sigue siendo mas probable sufrir la AD
cuando se tienen antecedentes familiares. Responderia a una
susceptibilidad y no a una herencia directa (Walton, 2013).

» Ladieta (Shcherbatykh y Carpenter, 2007; Yokel, 2013).

= La exposiciéon a algunos elementos como pueden ser: aluminio (Al),
cobre (Cu), hierro (Fe) y zinc (Zn), aumenta las probabilidades de sufrir
enfermedades neurodegenerativas (Maynard et al., 2006; Shcherbatykh
y Carpenter, 2007; Kawahara y Kato-Negishi, 2011; Rusina et al., 2011;
Walton, 2013; Yokel, 2013; Exley y Vickers, 2014; Cao et al., 2017,
Mirza etal., 2017).

» Factores diversos como la raza, la residencia geografica, priones o virus,
interactuarian con otros factores para contribuir de alguna forma a la
aparicion de la enfermedad (Shcherbatykh y Carpenter, 2007; Walton,
2013).

La AD afecta actualmente al 5-7% de las personas de mas de 65 afios y
teniendo en cuenta el envejecimiento progresivo de nuestra sociedad, se prevé
que el nimero se duplique, e incluso triplique, en los préximos afios
constituyendo un problema de Salud Publica ain mayor que en la actualidad.

2.3 Patologia de la Enfermedad de Alzheimer.

A pesar de que la velocidad de evolucion de la AD es muy variable, se
describen tres etapas: leve, moderada y grave, en funcién de la sintomatologia
del paciente. En la primera fase, se empieza a detectar cierta apatia y
pequefias pérdidas de memoria, como puede ser la repeticion de preguntas,
aunque la autonomia y la vida cuotidiana del paciente no se ven alteradas. Es
en la fase moderada de la enfermedad cuando las pérdidas de memoria
comienzan a ser importantes y dificultan la vida diaria de los pacientes. En la
fase grave, aparece dificultad para dormir, trastornos de conducta importantes,
cambios en la personalidad y pérdida de la autosuficiencia del paciente.

La caracterizacion de los sintomas descritos para cada etapa, es clave para
seleccionar los medicamentos a utilizar en la misma, dado que al no disponer
de medicamentos especificos para detener o revertir la AD, se tratan
Unicamente sus sintomas (Cao et al., 2017).

La sintomatologia de la enfermedad se explica muy bien observando las
lesiones del cerebro de los pacientes. No todo el cerebro se ve afectado a la
vez ni por igual. Las lesiones se encuentran en &reas muy definidas,
comenzando siempre en el hipocampo y la amigdala (areas donde se
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gestionan la memoria y las relaciones afectivas). Conforme va avanzando la
enfermedad, se afectan zonas del cértex. Es en éstas zonas se encuentran las
placas seniles o placas neuriticas, que son acumulos de proteina beta-amiloide
(AB) en su forma no soluble, formando laminas, ovillos 0 marafas constituidos
por neurofibrillas de la proteina tau (Braak y Braak, 1991; Kovaks et al., 2001;
Matsubara et al., 2003; Cheng 2006; Wang y Wang 2006; Newman 2007,
Massaad et al., 2009; Walton, 2009; Walton, 2012a; Walton, 2012b; Mold et al.,
2013; Selvaraju et al., 2014; Wu et al., 2016; Cao et al., 2017; Mendivil-Perez et
al., 2017).

El péptido AR se genera tras la accion de diferentes secretasas (a, B 6 y) sobre
la glicoproteina de transmembrana, conocida como proteina precursora de
amiloide o APP. Dependiendo de la secretasa que actle, se generan diferentes
isoformas de entre 39 y 42 aminoacidos. Entre ellas, la AB1-40 es la mas
soluble y abundante en el liquido cefalorraquideo, mientras la isoforma AB1-42
es la menos abundante y la méas insoluble. En los pacientes de AD, la isoforma
AB1-42 es la que se sintetiza mayoritariamente y la mas toxica, debido a la
falta de solubilidad, la cual hace que bajo condiciones experimentales in vitro,
forme agregados de fibrillas amiloides insolubles y laminas B, que son
practicamente indistinguibles del amiloide acumulado en cerebros con AD
(Matsubara et al., 2003, Fan et al., 2013; Liu et al., 2013).

AB induce estrés oxidativo, neurotoxicidad, degeneracion neuronal y apoptosis,
tanto directamente por la regulacién positiva enzimas pro-apoptéticas, como
también por la regulacion negativa de enzimas anti-apoptéticas (Ghribi et al.,
2002, He et al., 2010, Fan et al., 2013, Tay et al., 2013, O'Neal-Moffitt et al.,
2015, Mukda et al., 2016, Wang et al., 2016; Xiao et al., 2017).

La neurotoxicidad de la AB1-42 esta relacionada con la aparicion de dafio
oxidativo mitocondrial, causado por las reacciones redox que se facilitan al
unirse la AB1-42 a diferentes metales (Matsubara et al., 2003; Ma et al., 2011;
Murakami et al., 2011; Fan et al., 2013; Flynn y Melov 2013; Liu et al., 2013;
Mold et al., 2013; Stumm et al., 2013; Wu et al., 2016).

2.4 Metales y Alzheimer.

La hipotesis sobre la interaccién de los metales con otros factores para causar
la AD, ha ganado importancia en las décadas recientes, gracias a estudios en
los que se han detectado niveles hasta 3-5 veces mas elevados para algunos
metales (Cu, Fe, Zn, Al) en cerebros de pacientes con AD, y mas
concretamente en las placas amiloideas, asi como evidencias de alteraciones
en la homeostasis de dichos metales en cerebro, lo que podria contribuir a la
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AD (Domingo, 2006; Shcherbatykh y Carpenter, 2007; Duce y Bush, 2010;
Akiyama et al.,, 2012; Roberts et al.,, 2012; Yokel, 2012b; Decker y Mufioz-
Torrero, 2016).

La AB es una metaloproteina capaz de interaccionar con diferentes metales. La
acumulacion de éstos en el cerebro, asi como la presencia de radicales libres,
provocan la acumulacion de A, la cual causa dafio oxidativo, que a su vez
genera una retroalimentacion positiva, dando lugar a mas produccion y
acumulacion de AB. El Al también aumenta la formacién de AB, y promueve su
agregacion, aunque los mecanismos subyacentes a la formacion de las laminas
B en el cerebro humano son todavia desconocidos (Kawahara et al., 2001;
Rodella et al., 2008; Walton, 2012a, Di Paolo et al., 2014a; Wang et al., 2016).

Por su parte, Cu, Fe y Zn forman agregados de AR de forma rapida, siendo la
interaccion que establece AB con el Al la mas compleja. En primer lugar,
establece un complejo Al-AB1-42, el cual es mas citotdxico que la propia
proteina. La formacion de este complejo cambia también la estructura terciaria
de la proteina, favoreciendo la estructura de hoja-beta (B-sheet) que da lugar a
la agregacion de la AB. EI complejo Al-AB1-42 inhibe también la degradacion
de la AB ya formada, desplazando al calcio de las proteinasas encargadas de
su degradacion. Frenar la neurotoxicidad inducida por la AR esta considerado
actualmente como la mejor estrategia para el tratamiento de la AD (Kawahara
et al, 2001; Maynard et al, 2002; Bush, 2003; Maynard et al., 2005;
Shcherbatykh y Carpenter, 2007; Rodella et al., 2008; Duce y Bush, 2010;
Roberts et al., 2012; Walton, 2012a; Di Paolo et al.; 2014a; Wang et al., 2016;
Xiao etal., 2017).

2.5 Aluminio y Alzheimer.

El Al es el tercer elemento mas abundante en la tierra, después del silicio y el
oxigeno. Sin embargo, a pesar de su abundancia y ubicuidad, no es un metal
esencial, ni se le atribuye ninguna funcién biologica.

Los seres humanos estan continuamente expuestos a Al, que puede provenir
de fuentes naturales como la erosién de suelos, el aire, el agua, o los
alimentos, donde se encuentra a concentraciones relativamente bajas, o puede
venir también de fuentes antropogénicas. Las fabricas de produccién de Al, la
mineria, y la industria, son fuentes potenciales de exposicion a Al. El Al esta
presente en la fabricacion de papel, en la industria de la construccion, en la
fabricacion de explosivos, en la industria farmaceéutica, en la elaboracion de
anti-transpirantes, desodorantes, en productos cosméticos, en vacunas y en
medicamentos de gran consumo “over-the-counter’” como antidcidos. También
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se utiliza Al en ingenieria electrénica, transporte, la fabricacion de utensilios
para el hogar, electrodomésticos y materiales de embalaje (Yokel, 2000;
ATSDR 2008; Yumoto et al., 2009; Walton, 2012a; Yokel, 2012a; Yokel, 2012b;
Walton 2013; Exley y Vickers, 2014).

A pesar de lo anterior, la mayor y mas usual fuente de exposicion a Al para la
poblacion general, es la dieta, la cual aporta entre 3,5 y 10 mg de Al por dia
(Yokel, 2012a). El Al (presente en suelo, aire y agua) se transfiere de forma
natural a las plantas y animales, pasando asi a la cadena alimentaria. El Al es
también ampliamente utilizado por la industria alimentaria como aditivo:
colorantes, agentes impulsores, anti aglomerantes, ajustadores de pH, etc... Es
en esta forma en la que se da la mayor exposicion a Al, ya que los alimentos
procesados aportan a la dieta alrededor de 400 mg de Al/kg de comida (WHO,
1989; Yokel y Florence, 2006; Arnich et al., 2012; Walton, 2012a; Fekete et al.,
2013; Walton, 2013; Yokel, 2013).

Sin embargo, tan solo una pequefia cantidad de todo ese Al ingerido a diario
podria ser realmente absorbida por el cuerpo si el Al se presenta de forma
elemental, dada la baja capacidad de absorcion del organismo humano. A este
respecto, se han realizado estudios que han demostrado que la absorcion del
Al incrementa al formar complejos tales como maltolatos, ascorbatos,
succinatos, lactatos o citratos, entre otros. La formacion del complejo Al-citrato,
for ejemplo, aumenta la absorcion de Al de 5 a 10 veces, tanto en humanos
como en animales (Domingo et al., 1993; Zhou et al., 2008; Garcia et al., 2009;
Walton, 2012b). Eso sucede gracias a que el citrato mantiene un pH 6ptimo de
absorcion, forma un complejo de bajo peso molecular con el Al, e incrementa la
permeabilidad del mucus intestinal, de forma que el complejo puede
absorberse, traspasar las paredes del intestino y acceder al torrente sanguineo
(Domingo et al., 1993; Whitehead et al., 1997; Kawahara et al., 2001; Rodella
et al., 2008; Walton, 2012a; Yokel, 2013; Di Paolo et al. , 2014a; Di Paolo et al.,
2014b; Wang et al., 2016). Todo esto genera un problema, dado que el &cido
citico es un componente muy comun en la dieta, que se ingiere tanto de
fuentes naturales como las frutas y verduras, como artificiales (aditivos
alimentarios) donde es ampliamente utilizado (Golub y Keen, 1999; Yilmaz et
al., 2012; Magaia et al., 2013).

El 60% del Al absorbido se acumula en los huesos, el 25% en los pulmones, el
10% en los musculos, el 3% en el higado y alrededor de un 1% es capaz de
traspasar la barrera hematoencefalica (BHE) y llegar al cerebro (Krewski et al.,
2007).

Aungue a simple vista la cantidad de Al que puede llegar al cerebro es
aparentemente baja, el metal acumula gradualmente a lo largo de la vida, lo
que podria ser suficiente para provocar neurotoxicidad y contribuir con el
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tiempo a la generacion de la AD sobre todo, en individuos especialmente
susceptibles. En todo caso, la aparicién y gravedad de los efectos adversos
provocados por el Al dependeran de la dosis, el tiempo y la ruta de exposicion,
asi como de la solubilidad del compuesto de Al (Walton, 2009; Walton, 2012a).

Se ha involucrado también al Al en diversas patologias tales como la anemia
microcitica, la osteomalacia, la encefalopatia inducida por didlisis, siendo
asimismo el primer metal en ser relacionado con enfermedades
neurodegenerativas, como la esclerosis lateral amiotréfica, la demencia
Parkinsoniana de Guam, o la propia AD (Esparza et al., 2003; Exley, 2004;
Esparza et al., 2005; Gomez et al., 2005; Shcherbatykh y Carpenter, 2007;
Gomez et al., 2008; Kumar et al., 2009; Li et al., 2012; Walton, 2012a; Walton,
2012b; Yokel, 2012b; Prakash y Sudhandiran, 2015; Cao et al., 2017; King et
al., 2017).

Hasta la fecha, la relacion entre el Al y la AD continla siendo objeto de
controversia con resultados que la soportan y otros que no la ratifican. A pesar
de ello, es ampliamente aceptado que el Al es un agente neurotoxico, capaz de
causar alteraciones cognitivas al penetrar en el cerebro. Por tanto, se considera
importante continuar investigando los mecanismos por los que se produce la
neurotoxicidad, y poder asi proponer como frenarla.

Se ha demostrado, que la exposicion a Al puede ser considerada un factor de
riesgo para desarrollar trastornos neurodegenerativos como la AD, ya que
precede y estimula la amiloidogénesis, la cual induce a su vez estrés oxidativo,
neurotoxicidad y apoptosis (Masumura et a., 2000; Kawahara et al., 2001;
Rodella et al., 2008; Walton, 2012a; Flynn y Melov, 2013; Miller et al., 2014,
Walton, 2014, Allagui et al., 2015, Al-Olayan etal., 2015; Wang et al., 2016).

Mas del 90% de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) ocurre
en las mitocondrias (Dasuri et al., 2013, Yan et al., 2013). Esta produccion de
ROS se genera cuando los electrones se escapan de su cadena de transporte
(ETC), y reaccionan con el oxigeno (O). De hecho, entre el 1 y el 5% de todo
el O, utilizado en los complejos |y Il del ETC escapa como superoxido. Asi, la
superdoxido dismutasa de las mitocondrias (SOD2) cataliza la reaccién de
transformacion del superéxido a oxigeno diatdmico y peroxido de hidrégeno. La
glutation peroxidasa y la catalasa, acttan a su vez como defensas
antioxidantes adicionales, convirtiendo el peréxido de hidrogeno en agua. Por
ello, es obvio que las mitocondrias desempefian un papel clave en el
funcionamiento y la supervivencia de las neuronas cerebrales (Dasuri et al.,
2013; Flynn y Melov, 2013; Yan et al., 2013). En relacion a ello, se ha
observado disfuncién mitocondrial y cambios en la localizacién y movilidad de
las enzimas mitocondriales en enfermedades neurodegenerativas como la AD
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(O'Neal-Moffit et al., 2015, Rudnitskaya et al., 2015, Kandimalla et al., 2016,
Prakash et al., 2017, Shukla etal., 2017).

Otra de las caracteristicas de las enfermedades neurodegenerativas es la
muerte por apoptosis de las células del sistema nervioso central (SNC). La
apoptosis es una forma de muerte celular que se caracteriza por la
condensacién de la cromatina, la fragmentacibn nuclear, brotes en la
membrana citoplasmatica y la contraccion celular. Las vias apoptoticas
intrinsecas y extrinsecas, asi como las vias de sefiales de supervivencia anti-
apoptoticas, desempefian un papel fundamental en la neurodegeneracion. Son
numerosos los estudios que muestran que la apoptosis estd implicada y
aumentada en la pérdida neuronal durante la progresion de la AD. Asimismo,
los iones metalicos y la AR (ampliamente implicados en la AD), aumentan la
apoptosis (Behl, 2000; Vila y Przedborski 2003; He et al., 2010; EI-Missiry et al.,
2014).

El Al se acumula en las neuronas, inhibe el intercambio de Na* / Ca®*, e induce
asi una acumulacién excesiva de Ca?*, conduciendo a la permeabilidad de las
membranas de las mitocondrias, a la liberacion de citocromo c, y a la posterior
apoptosis por activacion de la familia de las caspasas, proteasas que resultan
criticas para la apoptosis durante el desarrollo de la AD. (Ding et al., 2015,
Prakash y Sudhandiran, 2015; Kandimalla et al., 2016, Zhao et al., 2016, Wang
y Wang, 2017). Las caspasas son una familia de cistein-proteasas, enzimas
muy promiscuas, que se sintetizan en forma inactiva, y que se activan por
protedlisis, produciendo las caspasas iniciadoras: caspasa-2, -8, -9 y -10, que a
su vez escinden (y por tanto activan) las caspasas efectoras: caspasa-3, -6 y -
7. La activacién de las cascadas de caspasas, y particularmente la activacion
de la caspasa-3 (Casp-3), estd fuertemente ligada a varios procesos
degenerativos en el envejecimiento del cerebro y en la patogénesis de
enfermedades neurodegenerativas tales como AD (Ghribi et al., 2002; D'Amelio
et al., 2012; Snigdha et al., 2014; Juraver-Geslin y Durand, 2015).

Principalmente dos vias pueden activar la Casp-3; intrinseca (o mitocondrial) y
extrinseca (o citosélica). Estas vias son impulsadas respectivamente por la
caspasa-9 y la caspasa-8. La Casp-3 juega un papel extremadamente
importante en la apoptosis neuronal, y su activacion se considera el evento
terminal precedente a la muerte celular. Existen evidencias de niveles mas
altos de Casp-3 en el cerebro de pacientes afectados por la AD en
comparacion con sus controles de la misma edad. Los efectos patolégicos de la
AB y las ROS parecen fomentar y aumentar la muerte celular por activacion de
la Casp-3 en cerebros envejecidos (He et al., 2010; Snigdha et al., 2014;
Juraver-Geslin y Durand, 2015).
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La relacién entre las enzimas pro-apoptéticas y anti-apoptéticas es lo que
decide si la célula vive o muere (Dasuri et al.,, 2013; Juraver-Geslin y Durand,
2015).

2.6 Terapias contra el Alzheimer.

En la actualidad, no se dispone aun de medicamentos efectivos para frenar o
revertir los dafios generados por la AD. La Unica estrategia con la que
contamos actualmente es intentar prevenir la enfermedad, evitando en la
medida de lo posible, los factores de riesgo conocidos y aprovechar los
factores protectores que se van descubriendo. Una dieta como la Mediterranea,
con antioxidantes naturales, acidos omega-3, fosfatos y vitaminas B6 y B12,
unido a un estilo de vida saludable con actividad fisica que aumenta el riego
sanguineo, el metabolismo del cerebro, y reduce la cantidad de lipidos en
sangre, asi como la realizacion de actividades intelectuales de cualquier tipo
que ayudan a mantener el cerebro activo, ayudan a la prevencion (Gulcin et al.,
2003; Kuller et al., 2007; Antunes Wilhelm et al., 2013; Selvaraju et al., 2014;
Decker y Mufioz-Torrero, 2016).

Se siguen investigando las causas que provocan la aparicion de la AD, asi
como los mecanismos y vias por las que se produce el dafio a fin de poder
encontrar un tratamiento paliativo o curativo. Es generalmente aceptado, que la
reduccion en la formacion de AP y la prevencion del dafio oxidativo, son el
objetivo terapéutico mas importante en la AD. Son muchos los farmacos y
substancias que se estan ensayando. Agentes quelantes, antiinflamatorios,
hipocolesterolemiantes, antioxidantes, vacunas, tratamientos hormonales, e
incluso tratamientos con células madre, han sido propuestos en los Ultimos
afos, como terapias para detener o reducir la disminucion cognitiva, e impedir
asi el progreso de la enfermedad (Limson et al.,, 1998; Matsubara et al., 2003;
Harrison et al. 2004; Kuller et al., 2007; Bubenik y Konturek, 2011; Bafio et al.,
2012; Flynn y Melov, 2013; Liu et al., 2013; Stumm et al., 2013; Hendrix et al.,
2015; Mendivil-Perez et al., 2017).

El tratamiento con antioxidantes permitiria neutralizar los radicales libres y
disminuir el dafo oxidativo. El uso en concreto de un antioxidante que se
encuentra de forma natural en el organismo, como es la melatonina o N-acetil-
5-metoxitriptamina (Mel), parece incluso mas provechoso, al facilitarse el
traspaso de la BHE y de las membranas celulares para llegar al interior celular.
La Mel (subproducto de la serotonina) es una de las principales sefales del
sistema nervioso central, asi como un potente y conocido agente antioxidante
de accioén directa e indirecta (mediante la activacion de otros antioxidantes
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como la Vitamina E o los B-carotenos). Tiene propiedades anti-amiloideas, anti-
inflamatorias, anti-apoptéticas y neuroprotectoras. Entre las muchas e
interesantes propiedades de la Mel destacan la regulacion de los ritmos
circadianos, la neutralizacion de los radicales libres, la prevencion de la
peroxidaciéon lipidica y de otros procesos destructivos relacionados con el
estrés oxidativo, la mejora de la respuesta inmunoldgica, la inhibicion de la
oxidacion, y la capacidad de actuar como quelante del Al (Reiter, 1995;
Matsubara et al., 2003; Garcia et al., 2010a; Garcia et al.,, 2010b; Zhu et al.,
2015; Nayki et al., 2016; Mendivil-Perez et al., 2017; Yu et al., 2017; Zhai et al.,
2017).

La Mel se sintetiza principalmente en la glandula pineal localizada en el
diencéfalo bajo la influencia del nulcleo supraquiasmatico del hipotalamo,
siendo sus concentraciones inversamente proporcionales a la cantidad de luz,
de la época del afio y sobre todo de la edad. Las cantidades de Mel disminuyen
con la edad, aunque no esta claro si ello es causa o efecto del envejecimiento.
Ademas, se ha observado que esta disminucion es mas pronunciada en
pacientes con enfermedades neurodegenerativas. Concretamente, en
pacientes de AD, la reduccion se da de forma paralela al avance de la
enfermedad y se acompafa de la reduccion de la expresion de los receptores
de membrana para Mel (Konturek, 2011, Bafo et al.,, 2012, Corrales et al.,
2013, Mauriz et al., 2013, Di Paolo et al.,, 2014a; Allagui et al., 2015; Liu et al,,
2017; Yu etal., 2017; Zhai et al., 2017).

Actualmente, parece que la Mel puede inducir reducciones en la deposicion de
AB, inhibir el procesamiento amiloidogénico de ABPP por la estimulacién de la
a-secretasa, con la consiguiente reduccién tanto de la B- como de la y-
secretasas a nivel transcripcional. Ademas, la Mel parece mejorar la estructura
de las mitocondrias, las cuales son organulos muy sensible al estrés oxidativo,
y que ademas estan dafiadas en la AD (O'Neal-Moffit et al., 2015, Rudnitskaya
et al., 2015, Kandimalla et al., 2016, Prakash et al., 2017, Shukla etal., 2017).

Diversos estudios proponen el uso de la Mel como agente terapéutico en la
prevencion de enfermedades neurodegenerativas donde se dan procesos de
generacion de radicales libres: Parkinson y la AD (Matsubara et al., 2003; Zatta
et al., 2003; Quinn et al., 2005; Bubenik y Konturek, 2011; Bafio et al., 2012,
Antunes et al., 2013; Mendivil-Perez etal., 2017).

Se ha descrito que las mitocondrias desempefian un papel critico en la funcién
neuroprotectora de la Mel en AD, dado que son lugares diana para la
acumulacion de Mel, encontrdndose ahi los niveles celulares méas altos de Mel.
Se espera que la Mel reduzca los niveles de Casp-3, y evite varios procesos
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implicados en la neurodegeneracion, tales como la apoptosis, mediante la
inhibicion de las vias apoptoticas intrinsecas (Martin et al., 2000; He et al.,
2010; El-Missiry et al., 2014; Mehrzadi et al., 2016; Mendivil-Perez et al., 2017,
Ramos et al., 2017; Zhai et al., 2017).

Basado en lo anterior, la Mel ha sido propuesta como una posible terapia frente
a la AD (Matsubara et al., 2003; Quinn et al., 2005; Bafio et al., 2012, Miller et
al.,, 2014; Liu et al., 2017). En nuestro laboratorio, decidimos evaluar su efecto
usando uno de los modelos animales para AD mas comunes: el ratdn
transgénico APPSWE 2576 (Tg), el cual esta disefiado para simular varias de
las caracteristicas de la enfermedad. Estos ratones llevan incorporado el gen
humano que codifica la proteina precursora de amiloide humana (APP), y que
favorece la accion de la Y-secretasa en vez de la O-secretasa, dando lugar a
acumulos de AB en el cerebro de forma difusa o formando placas de AB. Estos
depdsitos comienzan aproximadamente a los 9-12 meses de edad de los
animales. También presentan déficits cognitivos, de aprendizaje y memoria
espacial, dafios por accion de radicales libres, estrés oxidativo y apoptosis.
(Ribes et al., 2008; Flynn y Melov, 2013; Di Paolo et al., 2014a).
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3.1 Hipotesis.

En décadas recientes, la implicacion del Al en enfermedades
neurodegenerativas tales como la AD ha sido un tema de gran interés y
relevancia cientffica, aunque desde luego también muy controvertido. A pesar
de que no se ha podido establecer una relacion causal directa entre Al y AD,
diversos estudios muestran que el Al, por sus efectos pro-oxidantes y
neurotoxicos, puede favorecer la evolucion de los dafios por estrés oxidativo de
la AD.

Teniendo en cuenta la gran importancia social que va adquiriendo esta
enfermedad, debido al envejecimiento de la poblacion y al hecho de que hasta
ahora, no se conocen las causas que la provocan, ni tampoco se dispone de
medicamentos especfificos capaces de curarla o detener su avance, resulta
evidente la importancia de investigar los potenciales mecanismos que
conducen a la AD. Entre ellos, figura la posible relacion que se estableceria con
el Al tanto a nivel bioquimico como a nivel cognitivo. Encontrar una molécula
capaz de frenar o revertir estos efectos es, actualmente, todo un reto cientifico.

A primera vista, la melatonina parece una molécula con muchas posibilidades,
dado que puede atravesar las barreras fisiologicas y posee (entre otras)
propiedades antioxidantes, quelantes y neuroprotectoras, las cuales pueden
ayudar a combatir el dafio producido por radicales libres, el estrés oxidativo y la
toxicidad de los acumulos de AP presentes en el cerebro de pacientes de
Alzheimer.

Basandonos enlo anterior, la hipotesis de este trabajo ha sido la siguiente:

La melatonina _es capaz de proteger al cerebro contra los dafios
bioguimicos v cognitivos ocasionados por la exposicién crdénica a
aluminio _en _un modelo de ratén transgénico para la Enfermedad de
Alzheimer.
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3.2 Objetivos.

El objetivo general de esta tesis ha sido evaluar los efectos toxicos y
neurotoxicos, asi como los cambios cognitivos y de conducta, derivados de la
exposicion crénica a Al mediante la dieta, en un modelo animal para la AD.

Se han definido los siguientes objetivos especificos:

Evaluar la actividad motora general de los ratones Tg2576 a los 18
meses de edad, después de haber sido expuestos cronicamente a una
dosis de 1 mg Al/g de dieta y un 3.2% de acido citrico.

Evaluar los dafios sobre la memoria, asi como el posible efecto
beneficioso de la Mel para amortiguar estos dafios.

Determinar la concentracion de Al y otros metales esenciales (Cu, Fe,
Mn y Zn) en diferentes zonas encefalicas (hipocampo, cortex y
cerebelo), asi como en otros tejidos corporales (higado, rifion, bazo y
fémur).

Determinar si la Mel es capaz de modificar la homeostasis de dichos
metales.

Evaluar si la Mel puede modificar la concentracion de AB en cortex e
hipocampo de ratones Tg2576.

Analizar los niveles de Casp-3 y SOD2 como marcadores de apoptosis
neuronal, para valorar el posible dafio producido por el tratamiento con
Al.

Determinar si la Mel muestra capacidad antiapoptotica.
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4.1 Materiales, reactivosy animales de experimentacion:

Eleccion del modelo animal para el estudio de la AD.

Se escogieron como modelo los ratones heterocigotos APPSWE o Tg2576
(Tg). La principal caracteristica de este modelo es la sobre expresion el
precursor de la proteina amiloide humana (APP) y la tendencia a que la
proteina generada sea procesada por las [B-secretasas y no por las a-
secretasas. Esto genera altas cantidades de la proteina AB en su forma
insoluble que se acumula en el cerebro y por ello son uno de los modelos mas
utilizados para el estudio de la amiloidosis tipo Alzheimer.

El gen APP humano que se afiade a los ratones Tg tiene una doble mutacién
asociada a una variante hereditaria y prematura de la AD descubierta en Suiza
y por ello reciben el nombre APPSWE (Swedish amiloid precursor protein). El
resultado de esta doble mutacion es el cambio de dos aminoacidos en la APP:
la lisina de la posicién 670 se sustituye por una asparraguina y la metionina 671
por una leucina pasando a denominarse APPggs. Estos cambios de
aminoacidos unidos al procesamiento por las [-secretasas provocan la
aparicion de altas concentraciones de las isoformas AB1-40 y AB1-42 que se
acumulan en el cerebro y a la aparicion de placas amiloideas. Las placas de AB
aparecen a partir de los 9 meses de edad mayoritariamente en cortex y en
algunas zonas del hipocampo y aumentan rapidamente de los 10 a 21 meses
(Kawarabayashi et al, 2001; Ribes et al, 2008). Estos cambios
histopatolégicos se pueden correlacionar con déficits cognitivos de aprendizaje
y memoria descritos a partir de los 9 meses de edad de los animales (Hsiao et
al., 1996; Chapman et al., 1999).

Por tanto, teniendo en cuenta que este modelo animal presenta similitudes con
las caracteristicas histopatolégicas y cognitivas de la AD humana,
consideraremos que son un buen modelo para el estudio de la neurotoxicidad
del Al y su posible contribucion al desarrollo de la AD asi como para evaluar el
posible papel protector de la Mel.

Animales.

Se utilizaron ratones Tg heterocigotos procedentes de Taconic Europa A/S
(Denmark) y ratones de su correspondiente cepa no transgénica (C57BL6/SJL)
de Charles River (France). Después del periodo de cuarentena y tras la
autorizacion para cria “cross breeding” de Taconic Europa, se inicia la cria en
nuestro estabulario con 15 machos y 60 hembras. Las crias se mantuvieron en
la jaula de las madres hasta el destete (a los 21 dias de edad) y a partir de ese
momento fueron sexadas y genotipadas. Para el experimento se utilizaron las
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hembras por su menor agresividad que evita tener que enjaularlas de forma
individual cosa que, por otro lado tampoco esta recomendado dado el estrés
que sufren los animales en aislamiento. Una vez realizado el genotipado se
separaron las hembras por grupos segun el genotipo Tg y wild-type (W).

Los animales se alojaron en el estabulario de la Facultad de Medicina y
Ciencias de la Salud de la Universidad Rovira i Virgili que est4d homologado por
el Departamento de Sanidad Animal de la Generalitat de Catalunya n° de
registro: T9900003. Para el alojamiento se utilizaron jaulas Makrolon y se
controlaron las condiciones ambientales. La temperatura fue de 22+2°C, con
una humedad relativa de 40-60% Yy los ciclos automaticos de luz/oscuridad
fueron de 12 horas. Los animales recibieron en todo momento comida y agua
de bebida "ad libitum" proporcionada 2 o 3 veces por semana por el personal
del estabulario en colaboracion con el experimentador; también se vigilé el
estado de salud de los animales ateniéndose a los criterios de punto final
establecidos en el procedimiento n° 6778 de la Generalitat de Catalunya.

Los procedimientos de este estudio han sido aprobados por el Comité Etico de
experimentaciéon animal de la Universidad Rovira i Virgili y siguen las normas y
directrices para la manipulacion de animales de experimentacion de la
Generalitat de Catalunya.

Reactivos.

Para el tratamiento de los animales:

» Dieta estandar de mantenimiento (Panlab, Barcelona, Espafia).

» Dieta suplementada con acido citrico (32g de acido citrico/ Kg de dieta)
(Harlan Ibérica, Barcelona, Espafia).

» Dieta suplementada con lactato de aluminio y acido citrico (1mg Al/g de
dieta y 32g de acido citrico/ Kg de dieta) (Harlan Ibérica, Barcelona,
Espafa).

=  Melatonina (Ci3H16N202) (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Para el genotipado:

= Tris Base (2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol) (Sigma
ChemicalCoA., St.Louis, USA).

= EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate ACS)
(Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

= SDS (Sodium dodecyl sulfate) (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

» Proteinasa K (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).
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Cloruro de sodio (NaCl) (LabKem, Barcelona, Espafa).
Etanol (C,H;OH) (Panreac, Barcelona, Espafia).

Para el sacrificio de los animales:

Imalgene (Ketamina hidrocloruro, 100mg/ml, Merial, Toulouse, Francia).
Xilagestic (Xilacina hidrocloruro 20 mg/ml, Laboratorios Calier,
Barcelona, Espafia).

Para medir la concentracion de metales en los tejidos:

Acido nitrico 65% suprapur (HNO3) (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania).

Per6xido de hidrogeno ENSURE 30% (H20,) (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania).

NIST Standard Reference Material (Bovine liver 1577b, NIST,
Gaithersburg, MD, USA).

Para la determinacion de AR acumulada:

AEBSF (4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride) (Sigma
ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Guanidine hydrochloride (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Cloruro de potasio (KCI) (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Fosfato sédico basico (Na;HPO,) (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).
Fosfato potasico acido (KH2PO4) (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Hidrégenocarbonato de sodio (NaHCO3) (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania).

Human AB40 ELISA kit KMB3481 (Invitrogen, Frederick, USA).

Human AB42 ELISA kit KMB3441 (Invitrogen, Frederick, USA).

Reactivo de Bradford (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Albumina de suero bobino (BSA) (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Para medir de la concentracion de Casp-3y SOD2:

Bio-Rad DC Protein Assay Reagents Package Kit (BioRad, California,
USA).
TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit 12% (BioRad, California,
USA).
Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini PVDF Transfer Kit (BioRad, California,
USA).
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Cleaved Caspase-3 (Aspl75) Antibody (Cell Signalling Technology,
Massachusetts, USA).

SOD2 (D3X8F) XP® Rabbit mAb (Cell Signalling Technology,
Massachusetts, USA).

Monoclonal Anti-B-Actin  antibody produced in mouse (Sigma
ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signalling Technology,
Massachusetts, USA).

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA).

Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards (BioRad, California,
USA).

Tris-HCI (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Glicerol (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Blau de bromofenol (SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Alemania).
B-Mercaptoetanol (2-mercaptoetanol) (Sigma ChemicalCoA., St.Louis,
USA).

Leche en polvo desnatada (Sveltesse, Nestlé, Barcelona, Espafia).
Tween ® 20 pure (Polyoxyethylene sorbitan monolaureate) (SERVA
Electrophoresis, Heidelberg, Alemania).

Glysine (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

APS (Ammonium persulfate) (SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Alemania).

TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina) (BioRad, California, USA).
ImmunStar™ Western C™ Substrate Kit (BioRad, California, USA).
Trizma® hydrochloride (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Triton ® X 100 (Panreac, Barcelona, Espafia).

Coctel Inhibidor de proteasas (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).
Coctel Inhibidor de fosfatasas (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).

Materiales.

Generales:

Balanza analitica (Sartorius AG, Gottingen, Alemanya).
Medidor de pH (Crison Instruments, SA., Barcelona, Espanya).
Microcentrifuga 4204 (A.L.C. International, Milano, ltalia).
Ultracentrifuga 2-16PK (Sigma ChemicalCoA., St.Louis, USA).



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION ORAL A ALUMINIO A TRAVES DE LA DIETA EN RATONES TG2576.
PAPEL PROTECTOR DE LA MELATONINA

Celeste Gisela Di[{aoﬁg
|

Pereyra

aolo C. 2017 - TESIS DOCTORAL 34| 129

Para el genotipado:

Fuente de electroforesis Apelex PS 304 minipac Il (Thermo Fisher
scientific, Massachusetts, USA).

Temociclador Perkin-Elmer 2720 (Perkin-Elmer, Massachusetts, USA).
Image Master VDS (Amersham Pharmacia Biotech, New Jersey, USA).

Para las pruebas de comportamiento:

Campo Abierto (Open Field) (OF): se trata de un recinto cuadrado de
madera de 60cmx60cm con una pared de 47cm de altura y abierto por la
parte superior.

Figura 1: Open Field.

Laberinto de agua de Morris (Water maze) (MWM): piscina redonda de
1m de diametro con pared de 60cm de altura que permite la colocacién
de una pequefia plataforma redonda de 6cm sumergida 1,5cm por
debajo del nivel del agua donde el animal puede pararse y dejar de
nadar. Las paredes exteriores de alrededor de la piscina deben ser
blancas y lisas; en cada una se dibuja una figura geométrica diferente de
forma que permiten al animal crear un mapa cognitivo para recordar la
posicion de la plataforma (que al estar sumergida queda invisible).
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Figura 2: MWM, sefales externas y camara de deteccion.

= Camara de video y software informéatico. Para la deteccion y analisis del
movimiento de los animales en el OF y en el MWM se utiliz6 una camara
de video (Sony CCD-IRIS model) acoplada a un ordenador con el
programas Etho-Vision (Nodus Information Technologies, Wageningen,
Paises Bajos).

Para evaluar la concentracién de metales en los tejidos:

= Microondas para digestiones con acidos Milestone Start D 230V-50Hz
(In Vitro Serving Science and Medicine, VIC, Australia).

= Material Estandar de Referencia NIST (Bovine liver 1577b, NIST,
Gaithersburg, MD, USA).

» Espectrofotometro atdmico de plasma acoplado controlado por
ordenador Perkin Elmer Elan 6000 (Perkin-Elmer, Massachusetts, USA).

Para la determinacion de AR:

= Espectrofotometro de placas LT 4000 (Labtech, Guadalajara, Méjico).
= ELISA kit para AB1-40 y AB1-42 (BioSource, Camarillo CA, USA).

Para la determinacion por Western Blot de Casp-3y SOD2:

» Sistema de electroforesis PowerPac Basic (BioRad, California, USA).
= Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad, California, USA).
= ChemiDoc™ XRS+ Imaging System (BioRad, California, USA).
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4.2 Metodologiautilizada:

Grupos de tratamiento.

A partir de los 4 meses de edad, los animales se pesaron y se separaron en los
grupos de estudio que se detallan en la tabla 1. Durante dos meses a patrtir del
inicio de los correspondientes tratamientos se control6 el peso de los animales
y el consumo de agua y comida para comprobar que comian con normalidad.
También se controlo6 el nimero de animales que murieron durante el
tratamiento.

El nimero total de animales al inicio del estudio fue de 211 (111 wild-type y 100
Tg). En los grupos Cit-W y AICit-W no hubo muertes, la mortalidad del resto de
grupos de animales wild-type fue del 5.55%, 3.33% y 10% en C-W, Mel-W y
AICitMel-W respectivamente.

En los animales Tg la mortalidad fue mayor, que los datos proporcionados por
la empresa suministradora del modelo animal, se esperaba una mortalidad de
alrededor del 20%. En nuestro estudio, los grupos C-Tg, Cit-Tg, Mel-Tg, AlCit-
Tg y AICitMel-Tg mostraron unos porcentajes de mortalidad de 22%, 33%,
26.3%, 26.3% y 33% respectivamente lo que nos deja un total de 179 animales
repartidos segun consta a continuacion en la tabla 1.

Grupo Genotipo Tratamiento n°final de animales
Ctr-W W Control 19
Ctr-Tg Tg Control 14
Cit-W w Citrato 22
Cit-Tg Tg Citrato 12
Mel-W W Melatonina 26
Mel-Tg Tg Melatonina 17
AlICit-W W Aluminio y Citrato 22
AICit-Tg Tg Aluminio y Citrato 17
AlCitMel-W W Aluminio, Citrato y Melatonina 18
AlCitMel-Tg Tq Aluminio, Citrato y Melatonina 12

Tabla 1: Grupos de tratamiento.
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Preparacion y administracion de los tratamientos.

Los tratamientos se administraron durante 14 meses de dos formas. El Al y el
Cit estaban en el pienso en forma de lactato de aluminio y &cido citrico
(respectivamente). En cambio, la Mel se afadia al agua de bebida (en una
dosis de 10mg Mel/ Kg ratén/ dia) y para facilitar su solubilizacion se afadio un
0.066% de etanol que también se afiadié al agua de los grupos sin Mel. Las
botellas que contenian Mel se pintaron de color negro para evitar la
degradacion de la Mel con la luz (Golub y Keen, 1999; Nogués et al., 2006;
GoOmez et al., 2008).

Aplicacién de los test de comportamiento:

Las pruebas de comportamiento, Open Field y Morris Water Maze se realizaron
durante el dltimo mes de tratamiento a todos los animales.

Open Field.

El OF evalla parametros de actividad motora de los animales expuestos a un
nuevo ambiente y se basa en la tendencia natural de los animales a explorar un
nuevo ambiente y el conflicto que ocasiona con el miedo o ansiedad que les
generan los espacios abiertos. Por ello en el OF se delimitan dos zonas. La
periferia 0 zona “segura” corresponde al area de 10cm justo al lado de las
paredes y la zona central o zona “insegura” todo el centro menos estos 10cm
(ver figura 1).

El procedimiento de la prueba consiste en un Unico intento de 15 minutos en
los que se coloca el animal en el OF y se le permite moverse libremente por
todo el espacio. Su desplazamiento se graba para analizar el tiempo y espacio
recorrido en cada zona como medida de la actividad horizontal y el nimero de
rearing como medida de la actividad vertical. Los resultados se dividen en tres
periodos de 5 minutos para analizar la habituacion al nuevo ambiente. Después
de cada animal y antes de poner al siguiente se limpia el OF con etanol al 70%
para evitar los las sefales olfativas.

Morris Water Maze.

Se utilizd un laberinto de agua similar al descrito por primera vez por Morris
(1984) y a este disefio se le ha afladido una pared rotatoria interior para evitar
gue el animal se guie por pequefias imperfecciones de los bordes de la piscina.
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Esta pared y la posicion de salida del animal van variando en cada intento de
cada dia de ensayo de forma que la Unica sefial fidedigna de la localizacion de
la plataforma sean las sefiales de las paredes exteriores.

La prueba consiste en 10 dias de ensayo con 2 intentos al dia en los que el
animal debe nadar hasta encontrar la plataforma sumergida. Dispone de un
tiempo maximo de 90 segundos para localizarla y una vez localizada debe
permanecer en ella 30 segundos hasta ser recogido por el experimentador. Si
transcurrido el tiempo maximo el animal no ha localizado la plataforma es
colocado en ella por el experimentador manteniéndolo alli durante 30
segundos.

Durante la duracion de la prueba y mediante el sistema computarizado
Ethovision de Noldus Technology se evalué la latencia de escape (tiempo que
tarda en localizar la plataforma) y la distancia recorrida durante los ensayos de
adquisicion.

Los dias 3, 5, 8 y 10 después de los entrenamientos diarios y transcurridas 48
horas después del dltimo dia de adquisiciéon, se realizaron ensayos de prueba.
En estos ensayos de prueba la plataforma se retira y se permite al animal
explorar el laberinto durante 60 segundos.

En estos ensayos se valoré el tiempo que pasaron los animales en el cuadrante
donde anteriormente se localizaba la plataforma.

Sacrificio y toma de muestras.

Al final de las pruebas de comportamiento, los animales fueron anestesiados
con una inyeccion intraperitoneal de ketamina (80 mg/kg peso corporal) y
xilacina (10 mg/kg peso corporal) disuelta en solucién de NaCl al 0.9%. Se
diseccioné a los animales y se recogieron muestras de higado, rifion, bazo y
fémur asi como de cértex, cerebelo e hipocampo de los dos hemisferios
cerebrales. Las muestras de cerebro fueron congeladas a -80°C y las de
organos a -20°C.

Se utilizaron 6-8 muestras, por grupo experimental, de higado, rifién, bazo,
fémur asi como de cortex, cerebelo e hipocampo para el analisis de metales
(Al, Fe, Mn, Cu y Zn) y 5 muestras por grupo de cortex e hipocampo se
destinaron al analisis de Casp-3, SOD2 y concentracion de ABR1-40 y ABR1-42
(solo en los grupos Tg).
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Determinacién de metales.

La espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-MS) es una técnica de analisis capaz de determinar y cuantificar la
mayoria de los elementos de la tabla periédica. Consiste en un equipo dotado
de un monocromador posterior a la muestra y una serie de detectores en
diferentes posiciones del plano focal dedicados a cada elemento. Su principal
caracteristica es que posee unos limites de deteccion a niveles de ppt para la
mayoria de los elementos, cosa que la hace una técnica ideal para el analisis
de elementos traza.

La muestra, que ha de ser liquida, es vaporizada e ionizada gracias a un
plasma de Argon. Los iones una vez formados pasan al espectrometro de
masas donde son separados y detectados. Comparando con las técnicas de
absorciéon atbmica, la ICP-MS tiene mayor precision, sensibilidad y el analisis
es mas rapido.

Las muestras analizadas con esta técnica fueron: higado, rifién, bazo, fémur,
cortex, cerebelo e hipocampo. Todas las muestras fueron digeridas con 0.5 ml
de acido nitrico suprapur en microinserts y recipientes de teflon que se
introducian en el horno microondas a 185°C y 1000W durante 30 minutos.
Finalmente, los digeridos se llevaban a un volumen final de 5 ml con agua mili-
Q y se congelaban hasta su analisis.

Todo el material necesario para las digestiones era previamente limpiado con
agua destilada y agua mili-Q; con acido nitrico suprapur al 10% 12 horas y otra
vez con agua mili-Q para evitar cualquier foco de contaminacion.

La fiabilidad de la técnica se comprobé mediante el uso de estandares de
referencia preparados en nuestros laboratorio a partir de cerebro de rata y
estdndares de referencia internacional del National Institute of Standards and
Technology (NIST material de referencia 1577b de higado bobino).

Para cada muestra se analizaron la cantidad de Al, Fe, Cu, Mny Zn. Los limites
de deteccion fueron: 1ug/ Kg para el Al, 0.010ug/ g para el Fe, 0.10ug/ Kg para
el Mn y el Cu, 0.020ug/ g para el Zn. También se analiz la cantidad de Si en la
dietay en el agua de bebida, el limite de deteccion fue de 0.050ug/ ml.

Determinacion de B-amiloide.

La determinacion de la cantidad de AP se realizd mediante la técnica ELISA
(del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) es una técnica de
inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante un
anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable
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como cambio de color; en ocasiones, con el fin de reducir los costos del
ensayo, nos encontramos con que existe un anticuerpo primario que reconoce
al antigeno y que a su vez es reconocido por un anticuerpo secundario que
lleva enlazado la enzima anteriormente mencionada. La aparicién de colorantes
permite medir indirectamente mediante espectrofotometria la cantidad de
antigeno en la muestra.

____________________ -k* ** + substrato
. |- - - >y ¥y (¥ K | *y |k
® 0 L] % % L % % x x *%
® o © k1 ® o © ° ® o o ° ® o o ° ® o o ° e o o L ® o o° o o o o e
Unidn del antigeno Unién del anticuerpo primario Unién del anticuerpo secundario Al afadir el substrato se da el cambio

ligado a la enzima de color

Figura 3: esquema realizacion ELISA.

Mediante esta técnica se determind la cantidad de AB1-40 y AB1-42 humana.
El andlisis se realiz6 en muestras de cortex e hipocampo solo de los grupos Tg
ya que los ratones de tipo wild no expresan AB1-40 y AB1-42 humana. Para
expresar los resultados es necesario relacionar la cantidad de AP con la
cantidad de proteina total presente en la muestra tras el proceso de
homogeneizacion. Esto se llevd a cabo mediante el método Bradford.

El método Bradford (Bradford, 1976) se basa en la formacion de un complejo
entre las proteinas y el colorante Brilliant Blue G que presenta un maximo de
absorcion a 595 nm. Al mezclar el homogenado de cada muestra con el
reactivo de Bradford la absorbancia resultante (Abs) es proporcional a la
cantidad de proteina en la muestra. Para poder establecer la relacion entre
concentracion y las Abs se utilizO una recta patrén con albumina de suero
bobino (BSA).

Los resultados se expresan en nmol AR1-40 y AB1-42/ g tejido, pmol AR1-40 y
AB1-42/ mg proteina total y también se calculd la ratio AB1-42/ AB1-40.

Determinacion de caspasa-3y SOD2.

La determinacion de la cantidad de proteina Casp-3 y SOD2 se realizd
mediante Western Blot. EI Western blot o inmunoblot, es hoy en dia una técnica
imprescindible en varios campos de la biologia, como la biologia molecular, la
bioquimica, la biotecnologia o la inmunologia. Su funcién es detectar proteinas
especificas en una muestra determinada (ej. un extracto tisular). Consta de tres
pasos: en el primero y mediante una electroforesis en gel se separan las
proteinas atendiendo al criterio que se desee: peso molecular, estructura,
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hidrofobicidad, etc. Hay casi tantas posibilidades como tipos de electroforesis
existen. En el segundo las proteinas ya separadas son transferidas a una
membrana adsorbente (tipicamente de nitrocelulosa o de PVDF) y por ultimo la
proteina elegida se detecta con anticuerpos especificos contra ella y mediante
una segunda unién antigeno-anticuerpo con actividad enzimatica o
fluorescencia (entre otros métodos). Asi se puede estudiar la cantidad de la
proteina elegida en el extracto y analizar su cantidad relativa respecto a otras
proteinas.

Este analisis se realiz6 en muestras de cortex e hipocampo de todos los grupos
usando la B-actina (Act) como proteina de referencia. Los resultados se
expresan como ratio de Casp-3/Acty SOD2/Act.

Western Blot

Enzima o marcador

0 fluorescente que da

Anticuerpo secundario —&Jk la sefial detectable

Anticuerpo primario
\/Protefna a detectar

Jerd]
et

Membrana transferida

Figura 4: Esquema Western Blot analisis

Para poder realizar un Western blot es necesario conocer previamente la
concentracion de proteina total en las muestras a analizar; para ello se utilizo el
método Lowry.

El método de Lowry es una técnica colorimétrica que permite calcular la
concentracion de proteinas totales presentes en una disolucion o extracto
biolégico. El método se basa en el empleo de dos reactivos. El Reactivo A o
reactivo de Biuret reacciona con las moléculas que tengan varios enlaces
peptidicos consecutivos dando lugar a complejos solubles que presentan un
color azul pélido. El Reactivo B o reactivo de Folin-Ciocalteau reacciona con los
aminoacidos de las proteinas que lleven en su cadena lateral grupos fendlicos
dando lugar a un color azul intenso. La intensidad del color producido en total
se mide con un espectrofotdmetro y es directamente proporcional a la cantidad
de proteina presente en la muestra. Para poder establecer la relacion entre
concentracion y Abs se utilizé una recta patron con BSA.
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5.1 Chronicexposureto aluminum and melatonin through the
diet: Neurobehavioral effects in a transgenic mouse model
of Alzheimer disease.

Celeste Di Paolo, Ingrid Reverte, Maria Teresa Colomina, José L.
Domingo, Mercedes Gémez.

Food and Chemical Toxicology 69 (2014) 320-329.

Resumen:

El aluminio (Al) es un conocido agente neurotoxico implicado en la
etiologia de algunas enfermedades neurodegenerativas severas como
por ejemplo la Enfermedad de Alzheimer (AD). Los antioxidantes como
la melatonina, pueden proteger a las neuronas del dafio producido por la
AD. EIl ratén transgénico APPSWE?2576 (o Tg2576) es uno de los
modelos animales mas utilizados para simular los dafios producidos por
la AD. En el presente estudio, ratones wild-type y Tg2576 fueron
expuestos mediante la dieta y durante 14 meses a Al, melatonina y acido
citrico asi como a todas las posibles combinaciones entre ellos. A los 17
meses de edad se evalubé el comportamiento de los animales mediante
las pruebas de Campo Abierto (Open Field) y el Laberinto de agua de
Morris (Morris Water Maze). Los animales transgénicos expuestos a
melatonina y los expuestos a Al, citrato y melatonina mostraron una
buena adquisiciéon. No se observaron efectos en la adquisicion del
laberinto de agua de Morris en los animales wild-type. En relacion a la
retencidon durante la adquisicion, solo los animales wild-type tratados con
melatonina y los Tg2576 tratados con Al, citrato y melatonina mostraron
retencion de la tarea durante la adquisicion. Solo los ratones de los
grupos control wild-type y los Tg2576 tratados con aluminio+acido
citrico+ melatonina mostraron una buena retencion a largo plazo. La
melatonina mejoré el aprendizaje y la memoria espacial de los ratones
Tg2576 expuestos a aluminio.
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5.2 Melatonindoes notmodify the concentration of different
metalsin AbPP transgenic mice.

Celeste DiPaolo, Maria Cabré, José L. Domingo, Mercedes Gomez.

Food and Chemical Toxicology 70 (2014) 252-259.

Resumen:

Los metales como el Al, el Fe, el Cu y el Zn han sido implicados en la
etiologia de ciertos desérdenes neurodegenerativos. Por otra parte, es
ampliamente conocido que el citrato favorece la absorcién del Al
procedente de la dieta y que la melatonina puede unirse a diversos
metales y disminuir la produccion de ROS. En este estudio, se han
determinado las concentraciones de Al, Fe, Cu, Zn y Mn en diferentes
tejidos de ratones Tg2576 tratados con Al. Hembras Tg2576 y de la
correspondiente cepa no transgénicas fueron expuestas a 1mg Al/ g de
dieta y a un 3.2% de citrato asi como a 10mg/Kg peso/dia de melatonina
durante 14 meses. A los 18 meses de edad, se midid la concentracion
de los metales en fémur, higado, rifidn y bazo al igual que en tres
regiones del cerebro. En el grupo de Al y citrato el nivel de Al fue
superior en el hipocampo que en el cortex o el cerebelo; en relacion a los
otros tejidos, la concentracion de Al en el hueso fue superior que en
higado, riibn o bazo. Los presentes resultados muestran que la
exposicion a Al y citrato no produce cambios relevantes en la
concentracion de metales en funcién del genotipo. Ademas, la co-
administracion de melatonina no modifica significativamente la
concentraciéon de metales en ninguno de los tejidos estudiados. Los
actuales resultados no apoyan la hipotesis de que la melatonina pueda
disminuir la concentracién de Aly Fe en los tejidos estudiados.
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5.3 Long-term oral administration of melatonin does not
improve beta-amyloid deposition, caspase 3 and SOD2
levels in aluminum-treated Tg2576 mice

C. Di Paolo, J. Blanco, M. Cabré, T. Garcia, M. Gbmez, J.L. Domingo.
Aceptado por: Trace Elements and Electrolytes 01-Agosto-2017.

Numero de referencia: TEM1500.

De: Zidek, Walter<Walter.Zidek@charite.de>
Enviat el: dimarts, 1 d'agost de 2017 8:26

Per a: José Luis Domingo Roig

A/c: 'JoergFeistle'

Tema: your submission to TEE

Dear Professor Domingo,

thank you very much for submitting your manuscript entitled “Long-

term oral administration of melatonin does not improve beta-amyloid deposition,
caspase 3 and SOD2 levels in aluminum-treated Tg2576 mice “ to TRACE
ELEMENTS AND ELECTROLYTES. It has been seen by expert members of the
Editorial Board. | am delighted to say that we will accept this manuscript for|
publication in the Journal. It will be forwarded to the publisher for further
processing. You will be informed on the status of publication by the publisher.
Thank you very much for giving us the opportunity to have this fine piece of work
in the JOURNAL.

Sincerely yours

Dr. W. Zidek, Editor

Resumen:

Objetivo: La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la produccion y
deposicion de péptido B amiloide (AB) y la degeneracidn neurofibrilar. Se
ha demostrado ampliamente que la exposicion a Al puede ser
considerada un factor de riesgo para desarrollar la enfermedad. La -
amiloide induce estrés oxidativo, neurotoxicidad y apoptosis. Por otro
lado, la melatonina es un potente antioxidante y se ha encontrado
disminucion de los niveles de melatonina en los pacientes de la
enfermedad de Alzheimer en relacion con la progresion de la enfermedad.
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Por ello, la restauracion de los niveles adecuados de melatonina se
considera una buena estrategia contra la enfermedad de Alzheimer.
Material y métodos: En el presente estudio se evaluo la cantidad de B-
amiloide soluble e insoluble (AB1-40 y AB1-42 respectivamente) utilizando
un ensayo ELISA en cortex e hipocampo de ratones Tg2576 y también los
niveles de proteina de la principal caspasa proapoptoética (caspasa-3) y la
proteina antiapoptética SOD2 mediante un andlisis de Western Blot del
cortex e hipocampo de ratones wild-type y Tg2576. Los animales fueron
cronicamente expuestos a Al y melatonina a través de la dieta y del agua
de bebida, respectivamente. Resultados: La cantidad de AB1-40 fue
superior que la de AB1-42 en los tejidos cerebrales. Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.
Respecto a la Casp-3 y la SOD2, se encontré una interaccion (genotipo x
tratamiento) en los dos tejidos pero tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos. Conclusion: Los resultados del
presente estudio no corroboraron las propiedades anti-amiloidogénicas y
anti-apoptoticas de la melatonina. Se necesitard mas investigacion para
confirmar las tendencias observadas.
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Long-term oral administration of melatonin does not improve
beta-amyloid deposition, caspase 3 and SOD2 levels in
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Abstract:

Objective: Alzheimer’s disease (AD) is characterized by the production and deposition of
amyloid-B peptide (AB) and neurofibrillary degeneration. It has been demonstrated that
aluminum (Al) may be considered as a risk factor for developing the disease, while itis well
established that AR induces oxidative stress, neurotoxicity and apoptosis. On the other hand,
melatoninis apotentantioxidant, whose levels are reduced in patients of AD, in relation with
the progression of the disease. Therefore, restoring the suitable melatonin levels could be
considered a good strategy against AD. Materials and Methods: The quantity of soluble and
insoluble AB (AB1-40 and AB1-42 respectively), the main pro-apoptotic caspase (caspase-3),
and the anti-apoptotic SOD2 protein levels in cortex and hippocampus of Tg2576 mice were
evaluated. Animals were chronically exposed to Al and melatonin from diet and drinking
water, respectively. Results: The quantity of AB40 was higher than the quantity of AB42 in
brain tissues. However, no significant differences between groups were found. Regarding
Casp-3andSOD2, an interaction “genotype x treatment” was found in both tissues tested, but
no significant differences between groups of treatment were noted. Conclusion: The results of
the present study did not corroborate the anti-amyloidogenic and anti-apoptotic properties of
melatonin. Further studies are required to confirm the tendencies here observed.

Key words

Aluminum - melatonin - amyloid-p - Caspase-3—-S0D2
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Introduction

Alzheimer Disease (AD) is a chronic, progressive and prevalent neurodegenerative disorder
characterized by the loss of higher cognitive functions and an associated loss of memory. Main
AD hallmarks are the deposition of amyloid B-peptide (AB) forming plaques, neurofibrillary
degeneration, and abnormal trace elements metabolism. Increased levels of Ap and evidence
of oxidative damage are early neuropathological markers of AD [1-5]. Brains with AD show
extensive accumulation of AB forming fibrils and plaques although this processis stillunknown
[1, 6-8].

The etiology of AD is due to environmental and genetic factors. The genetic factors involve
aberrant metabolism of the amyloid-B protein precursor (ABPP) and its amyloid-B peptide (AB)
cleavage product, while several metal neurotoxicants had been largely proposed as
environmental contributors [9-12].

Metals such as lead, mercury and aluminum have been suggested to be involved in the
etiology of AD. However, lead has not been considered a suitable candidate because its
neurotoxicity preferentially affecting children. In turn, mercury was a suitable candidate
because mercury levels were found to be twice higher in AD patients in comparison with
controls. However, it was finally discarded because mercury concentrations do not
progressively accumulate in human brains with increasing age. In contrast, aluminum does
accumulate inhuman brainsin an age-dependent manner. Although very little is known about
the mechanisms aluminum has been proposed as an environmental risk factorin AD [10, 13,
14].

Aluminum (Al) toxicity depends on its chemical form of administration and its solubility. Thus,
some Al salts such as maltolate, ascorbate, succinate, lactate or citrate, are much more easily
absorbed. Specifically, citricacid increases Al absorption from 5-10 times, both in humans and
animals, having an easy access to the bloodstream and reaching the brain [11, 12, 15-20]. Al
administration increases AB formation and promotes its aggregation. However, the
mechanisms underlyingthe B sheets formationin the human brain are not well known yet [9,
12, 21-23].

AB isthe product of the cleavage of ABPP by B- and y- secretases. Under in vitro experimental
conditions, AP aggregates spontaneously intoinsoluble amyloid fibrils and B sheets, which are
virtually indistinguishable from the amyloid that accumulates in brains of AD patients [1, 24-
26]. AB induces oxidative stress, neurotoxicity, neuronal degeneration and apoptosis, directly
and by the up-regulation of pro-apoptotic enzymes and the down-regulation of the anti-
apoptotic ones [3, 26-31]. A relationship between mitochondrial oxidative stress and
progression of plaques deposition has been also found [7, 32-34].

Oxidative stressis oftenimplicated in a wide range of pathological processes. Nowadays, it is
considered a key factor of neurodegenerative disorders such as AD, because it precedes and
stimulates amyloidogenesis in Tg2576 mice [34-39]. More than the 90% of reactive oxygen
species (ROS) production occurs in mitochondria [35, 40]. This ROS production is generated
when electronsleak out of the electron transport chain (ETC) and react with dioxygen (0,). In
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fact, between 1and 5% of all O, used in complexes | and Il of the ETC escapes as superoxide.
In response, superoxide dismutase in mitochondria (Mn-SOD or SOD2) catalyzes a reaction
changing superoxide to diatomic oxygen and hydrogen peroxide. In turn, glutathione
peroxidases and catalase act as additional antioxidant defenses by converting the hydrogen
peroxide in water. Due to it, mitochondria plays a key role in the functioning and survival of
neurons in the brain [34, 35, 40].

Itisgenerally accepted that reducing amyloid formation and preventing oxidative damage are
amongthe mostimportanttherapeutictargetin AD. Therefore, the use of antioxidants to stop
or to reduce the cognitive decline caused oxidative damage is being proved [1, 8, 24, 25, 34,
41-43).

Melatonin (Mel) is a by-product of serotonin, being one of the main output signals of the
central nervous system with antioxidant, anti-amyloid, anti-inflammatory, anti-apoptotic and
neuroprotective properties. Previous investigations have shown that Mel decreases during the
aging process, having patients with AD more profound reductions of this hormone [1, 12, 38,
41, 42, 44-48].

Regarding AD, it has been demonstrated that Mel induce clear reductions in AB deposition in
hippocampus and cortex (in vivo and in vitro studies). It has also non-amyloidogenic properties
inhibing the amyloidogenic processing of ABPP by stimulating a-secretase, and consequently,
downregulating B- and y- secretasesat the transcriptional level. Mel acts as an antioxidant by
itself. However, it has been also reported that Mel elevates the expression of several others
antioxidants in various tissues. Moreover, Mel improves the ultrastructure of mitochondria
whichisvery sensitive to oxidative stress, beingimpaired in AD. Mitochondria dysfunction and
changes in mitochondrial enzymes, localization and mobility, seem to occur in many
neurodegenerative disorders such as AD [4, 30, 49-51].

Apoptosis, a form of cell death, is characterized by chromatin condensation, nuclear
fragmentation, cytoplasmicmembrane blebbing and cell shrinkage. Apoptoticcell death in the
central nervous system is a typical feature of neurodegenerative diseases. The intrinsicand
extrinsicapoptotic pathways, and the antiapoptoticsurvival signal pathways, play critical roles
in neurodegeneration. Extensive evidence shows that apoptosis is involved in neuronal loss
during the progression of AD [28, 52, 53]. Moreover, metal ions and AB (largely implicated in
AD) are demonstrated to increase apoptosis. It has been demonstrated that Al can be
accumulated in neurons following cell depolarization, inhibiting Na+ / Ca2+ exchange, and
therebyinducing an excessive accumulation of Ca2+. This fact leads the cytochrome crelease,
and subsequently, apoptosis by activation of the caspase family, which are found to be critical
during the course of AD development. In addition, Al appears to have a significant role in the
induction of apoptosis and mitochondria dysfunction [5, 50, 54].

The caspases are a family of cysteine proteases, a very promiscuous enzymes, which are
synthesized as inactive zymogens and activated by proteolysis producing the initiator caspases
(caspase-2,-8,-9 and -10), which cleave the executioner caspases (-3,-6 and -7). Activation of
the caspase cascades, and particularly caspase-3 (Casp-3), is strongly implicated in several
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degenerative processes, in the aging brain, as well as in pathogenesis of degenerative
disorders such as AD [27, 55-57]. Two pathways can mainly activate Casp-3 intrinsic
(mitochondrial) and extrinsic(cytosolic) driven, respectively, by caspase-9 and -8. Casp-3 plays
an extremely important role in neuronal apoptosis, being considered the terminal event
precedingcell death. First evidences showed higher Casp-3 levels in AD brain in relation to its
age-matched controls. The cell death through Casp-3 activation in aged brains appears to be
mediated and exacerbated by the pathological effects of AR and ROS [28, 56, 57].The ratio
between pro-apoptotic and anti-apoptotic enzymes is what decides whether cells live or die
[40, 57].

On the other hand, it has been reported that Mel prevents several processes involved in
neurodegeneration such as apoptosis, by inhibiting the intrinsic apoptotic pathways [28, 58].
Moreover, mitochondria has been identified as a target for Mel, where its highest levels are
found. For that reason, mitochondria plays a critical role in the neuroprotective function of
Mel in AD [28, 59]. Based on the above characteristics, Mel has been proposed as a possible
treatment for AD [1, 36, 42, 60].

The purpose of the present study, wasto testthe effects of Mel using one of the most popular
animal models of AD: the APPSWE 2576 (Tg2576) transgenic mouse. We evaluated the
concentration of AB, Casp-3 and SOD2 in samples of hippocampus and cortex of Tg2576
female mice chronically exposed to Al -compared to wild-type mice- in order to elucidate the
possible protector role of Mel administration.

Material and methods

Chemicals

Aluminum and citric acid were administered through the diet. Regular chow was
supplemented with Al lactate (1 mg of Al per g of chow) (Harlan Ibérica, Barcelona, Spain) [18,
61] and 3.2% of citric acid (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) [62]. Melatonin (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, USA) was dissolved in absolute ethanol and added to the drinking
water to a final ethanol concentration of 0.066%, being administered in feeding bottles
protected from the light. Control drinking water contained also a 0.066% of ethanol. A fresh
Mel solution was prepared twice a week.

Animals and treatment

The main characteristics of this animal model is the over expression of the A polypeptide
gene andthe favoring of the cleavage of ABPP by the enzyme B-secretase against a-secretase.
This leads to an excess of AB products, which finally deposit and form senile plaques. These
deposits begin approximately at 9—12 months of age [12, 34, 63].
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Adultfemale transgenic(Tg2576) and wild-type mice were used. Parental APPSWE hemizygous
male mice were obtained from Taconic Europe (Lille Skensved, Denmark). After a quarantine
week, males were backcrossed with female mice (C57BL6/SJL) obtained from Charles River
(Saint-Germain-Nuelles, France). At 2 months of age, female mice were selected, genotyped
using mouse tail, and separated according to the genotype. Mice were housed in an animal
room maintained at 2242 9C, a relative humidity of 50 + 10%, and a 12-hr light/dark automatic
light cycle (light: 08.00-20.00 h). All animals were allowed free access to food and water.

From 3 months of age, mice were feed with one of three different diets during 14 consecutive
months: regular chow, regular chow supplemented with citric acid (3.2%), and regular chow
supplemented with both citricacid (3.2%) and Al lactate (1 mg Al/g chow). Melatonin-treated
animals received also 10 mg/kg/day of Mel. Animals were divided into 10 experimental groups:
control wild-type (C-W), control Tg2576 (C-Tg), melatonin wild-type (Mel-W), melatonin
Tg2576 (Mel-Tg), citric acid wild-type (Cit-W), citric acid Tg2576 (Cit-Tg), Al lactate and citric
acid wild-type (AICit-W), Al lactate and citric acid Tg2576 (AlCit-Tg), Al lactate and citric acid
plus melatonin wild-type (AlCitMel-W), and Al lactate and citric acid plus melatonin Tg2576
(AlCitMel-Tg).

At the end of the treatment at 18 months of age, mice were anesthetized by intraperitoneal
injection of ketamine (80 mg/kg body weight) and xylazine (10 mg/kg body weight) dissolved in
0.9% saline. Animals were then euthanized through a cervical dislocation, being brains
removed and dissected. Samples of hippocampus and cortex were obtained, being frozen at -
802C until subsequent analyses.

The procedures used in the current study were approved and carried out according to the
Ethics Committee of Animal Research, “Rovirai Virgili” University (Tarragona, Catalonia, Spain)
and the Spanish Government Guide and the European Community Guide for animal care.

AB ELISA determination

Two forms of AR were determined: AB1-40, a 40 residues peptide, soluble and healty, and
AB1-42, a 42 residues peptide much more insoluble and more toxic than the AB 1-40. For AB
determination, 6 cortex and 4 hippocampus of Tg groups were used. No wild-type animals
were used because AP is not present in these animals. A total tissue amount of 10 mg from
each sample was weighed and mechanically homogenized in a PBS buffer supplemented with
AEBSF as a protein inhibitor. After this first homogenization, tissues were treated with a
homogenization buffer (5 M guanidine, 50 mM Tris-HCl buffer). The homogenates were
incubated for 4 h at room temperature and then centrifuged at 16.000 g for 20 min at 4°C to
obtain the supernatants, where the concentrations of AB40 and AB42 were measured using
Human AB40 ELISA kitand Human AB42 ELISA kit (both purchased from Invitrogen, Frederick,
USA) according to the manufacturer’s instructions. AB levels were expressed as nmol/g of
tissue and pmol/mg of protein. Ratios AR42/ AB40 were also calculated. Each sample was
analyzedintriplicate. A fraction of each homogenate was also used to determine the protein
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content by a Quick start Bradford method using bovine serum albumin as standards (Bio Rad,
Barcelona, Spain).

Casp-3 and SOD2 Western Blot analysis

Samples of cortex and hippocampus of wild-type and 2576Tg mice were placed in sample
buffer (0.5M Tris—HCI pH 6.8, 10% glycerol, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v), 2-B-mercaptoethanol,
0.05% bromophenol blue), and denatured by boiling at 95-100 °C for 5 min. Samples were
then separated by electrophoresis on 12% acrylamide gels (BioRad, California, USA). Proteins
were subsequently transferred to PVDF sheets (Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini PVDF Transfer
Kit. BioRad, CA, USA) using a transblot apparatus (BioRad). The membranes were blocked for 1
h with 5% non-fat milk dissolved in TBS-T buffer (50 mM Tris, 1.5% NaCl, 0.05% Tween 20, pH
7.5). They were incubated overnight with primary monoclonal antibodies against SOD2 and
cleaved Casp-3 (Cell Signalling Technology, Massachusetts, USA). The blots were washed
thoroughly in TBS-T buffer and incubated for 1 h with an anti-rabbit or anti-mouse I1gG, HRP-
linked Antibody (Cell Signalling Technology). Immunoreactive proteins werevisualized usingan
Immun-Star Chemiluminescence kit (BioRad) according to the manufacturer’s instructions.
Digital images were taken with aVersadoc(BioRad), which permits semi-quantification of the
band intensity. The protein load was periodically monitored via the immuno-detection of B-
actin by monoclonal Anti-B-Actin antibody produced in mouse (Sigma Chemical Co, St.Louis,
MO, USA).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the software Statistical Package forthe Social Sciences
(SPSS Statistics 23.0). To evaluate the homogeneity of variances, the Levene test was used.
When the variances were homogeneous, an ANOVA test (genotype x treatment) was carried
out. Subsequently, Tukey and Scheffé paired comparisons (as post hoc tests) were applied to
determine the level of significance between groups. If the variances were not homogeneous,
Kruskall-Wallis test and the Mann—Whitney U-test were used. Results are given as mean
values * standard deviations (SD). For all tests, the level of statistical significance was
established at p <0.05.

Results
AB protein determination

Concentrations of AB in cortex and hippocampus are shown in Table 1. Ratio AB42/AB40 was
calculated for each measurement, being means compared. Only Tg mice were used due to the
fact that ABis not presentinwild-typemice. Inall samples tested, the quantity of AB1-40 was
higher than that of AB1-42 in both tissues. An interaction (tissue x treatment) was found in
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AB1-40 [F(1,49)=113.280, p<0.005] and in AB1-42 [F(1,49)=256.810, p<0.005]. A general effect
of tissue on the quantity of AB42 [F(1,49)= 14.560, p<0.005] was also observed.

We also assessed the differences between treatments separately from cortex and
hippocampus. ANOVA tests were applied in both cases. No significant differences between
groups of treatment were found, but a relationship between AB and Mel was noted in both
cortex and hippocampus. As noted in Figure 1, although the effect is not statistically
significant, all the treatment groups tested increased the quantity of AP excepting the Mel
treatments when compared with control group (AB1-40 and AB1-42 in cortex and AB1-40in
hippocampus). Also, the quantity of AB1-40 and AP1-42 (in cortex and hippocampus) of
AlCitMel group was reduced in comparison with AICit group but the effect remained not
statistically significant.

Casp-3 and SOD2 protein analysis

Results of Western Blot analyses are presented in Table 2. Ratios of Casp-3and SOD2 were
obtained and standardized using B-actin as a reference. Means of Casp-3/Actin and
SOD2/Actin for each measurement, and with the standardized values, were obtained. The
results for cortex and hippocampus in wild-type and Tg mice were analyzed. Interactions
(genotype x treatment) were found in both tissues and for both Casp-3 and SOD2, beingin
cortex [F(2,29)=567.418, p < 0.005] for Casp-3, and [F(2,29)=371.156, p < 0.005] for SOD2 and
in hippocampus [F(2,29)=1384.513, p < 0.005] for Casp-3 and [F(2,29)=373.762, p < 0.005] for
SOD2. An effect of genotype was also foundin Casp-3in hippocampus showing lower values of
Casp-3 in Tg groups compared with wild-type groups [F(2,29)=4.973, p=0.034] (Figure 2).
However, no significant differences according to treatments were found.

Something similaroccurredin cortex (Figure 3). All wild-type groups showed more Casp-3 and
SOD2 than the Tg group although the effect was not statistically significant. The values of Casp-
3 and SOD2 decreasedin both genotypes, when AlCitMel treatment was compared with AlCit
group but the effect remained not statistically significant. Moreover, and rather surprisingly,
we found elevated (but not statistically significant) ratios of both Casp-3 and SOD2 in Cit and
Mel groups, both in cortex and hippocampus of wild-type and Tg mice.

Discussion

The mouse model used in this study, Tg2576, is genetically programed to express and
progressively to accumulate AB. Animals were given Al, whose exposure is well established
thatincreases AR formation and promotes its aggregation. Based on this, in the current study
we expected to find a higher accumulation of AB in the Al-treated groups than in the Mel-
treated ones [9, 21-23, 34, 63]. However, only atendency appeared in AB1-40 and AB1-42in
the analyzedtissues. The results of this study indicate that Mel decreases the expression or the
accumulation of AB1-40 and AB1-42. It isimportantto remark how the means of AB1-40 values



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION ORAL A ALUMINIO A TRAVES DE LA DIETA EN RATONES TG2576.
PAPEL PROTECTOR DE LA MELATONINA

Celeste Gisela DiDPc‘ilolIg Pereyra

aolo C. 2017 - TESIS DOCTORAL 76| 129

in cortex and hippocampus, and AB1-42 in cortex of AlCitMel group, showed similar or lower
values of AB than their respective control groups (although AICit groups showed the largest
means from all the treatment here tested). We think that it could be a first step to find
significant differences, demonstrating that the co-administration of Mel during Al treatment
could reduce AB accumulation in cortex and hippocampus.

Withrespectto the conditions of the experiment, we should note the long period of treatment
(14 months) and how elderly were mice at the moment of being assessed. Cummings et al.
[66], using also a transgenic mouse model of AB expression, reported an increase from 7 to 25
fold of AB1-40 and AB1-42 concentrations, respectively (in only 4 month). On the other hand,
Wang et al. [67], using the same mouse model, reported concentrations of 7 ng AB1-40 and 1.5
ng AB1-42 per mg of tissue, in cortex and hippocampus, respectively. In the current
investigation, we have found values of 50 ng AB1-40 and 20 ng APB1-42 per mg of tissue in
cortex, and 13 ng AB1-40 and 7 ng AB1-42 permg of tissue in hippocampus. Based on this and
considering that Tg2576 mice show AB plaques from 9 month of age [63, 68, 69], the long
duration of the study, as well as the high concentrations of AB, could be masking a period
where the amount of AB at the different groups of treatment would have shown significant
differences.

Unexpectedly, experimental groups treated with Cit showed higher accumulation of AB in
cortex and hippocampus when compared with the C-Tggroup (only Tg groups were tested for
AB).Inrelationtoit, ina previous study we showed that the Cit-Tg group accumulated in brain
high concentrations of Mn and Fe from chow [12]. It has been also reported that nanomolar
concentrations of transition metal ions are enough to turn the A from the non amyloidogenic
pathway to the amyloidogenic one, which facilitates its aggregation [37, 70]. Taking together
all these findings, the fact that we used the Cit to increase the absorption of Al, the increases
found in AB, could respond to an increase of Fe and Mn absorption, instead of being a direct
effect of Cit [61, 71-75].

In this study, the pro-apoptotic and anti-apoptotic balance, which decides the cell survival,
was evaluated through the measurement of protein levels of two specific markers, the Casp-3,
considered the main effector of apoptosis [27, 57, 64], and the SOD2, a key protein in the
functioningand survival of neurons [35, 40]. A number of investigations have tried to relate AB
with oxidative damage and apoptosis. There are studies where AB42 has shown to be related
with the expression of Casp-3, and consequently, with neuronal death in cortex and
hippocampus using others AD mouse models [40, 64].

Combined mouse models werealso developed to study the effect of SOD2 at AB levels. ASOD2
knockout mouse model, crossed with a Tg19959 mouse model, showed increased A plaques
formation. Onthe otherhand, the mouse model Tg2576 with over-expressing the SOD2 gene
showed reduced AB plaques formation [6, 40, 65]. The tendencies in AB, Casp-3 and SOD2
proteinlevels shown the same pattern. In all cases, the values found in AlCitMel group were
lower than those in AICit group, supporting a decrease of damage related to Mel, whichisin
agree with the results of previous investigations [39, 76].
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In the present study, wild-type groups showed more Casp-3 and SOD2 protein levels than Tg
groups in both tissues studied. Probably, wild-type mice reacted more efficiently against
apoptotic damage, potentiating the SOD2 expression in healthy neurons as a compensatory
method. Onthe otherhand, we have found two unexpected results: the high protein levels of
Casp-3and SOD2 in cortex and hippocampus of Cit and Mel groups. As above mentioned, this
high protein levels seem to respond to the increase of heavy metal (Fe, Mn and Zn) levels
found[12]. Fe has beenrelated with anincrease of oxidative damage, while harmful properties
of Mn could produce a parkinsonism-like syndrome, which had been already reported [77, 78].
In addition, although the antioxidant effect of Mel has been widely demonstrated, this
surprising pro-oxidant effect was already previously reported. Bondy et al. [79] described a
dose-dependent pro-oxidant effect in mice exposed to Mel during 6 months (from 3to 9
months of age). While a number of properties are known from Mel, itis unlikely to be a simple
antioxidant. Furtherinvestigations are necessary to clarify this contradictory effect of Mel. To
date, attempts to stop the progression of the symptoms of AD with antioxidants have not been
as successful as investigators could expect. A considerable number of investigations have
conducted aimed at understanding the causes of AD, the mechanisms underlying AP toxicity,
pro- and anti-oxidants balance, ROS production, etc., and finally to find an appropriate
substance which can able to stop and hopefully reverse those damages.
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Table 1. ABlevelsin cortex and hippocampus of Tg mice.

CORTEX [AB] nmol /g tisue [ARlpmolimg protein Ratio
Group Ap40 Ap42 AR40 Ap42 Ap42/AR40
Control 5306 + 2610 | 203 + 681 30215 |+ 20181 10293 + 3029 | 044 |+ 0,22

Cit 9346 <+ 2868 | 217 + &75 46354 |+ 20998 | 13097 =+ 4007 | 031 |+ 011
Mel 5152 + 2095 | 222 + 556 25982 |+ 20024 96,58 + 1886 | 046 |+ 0,14
AlCit 7593 + 3278 | 247 x 4M 386,76 |+ 24176 | 11689 + 3248 | 036 |+ 0,14

AlCitMel 6458 + 3079 | 234 + 578 330,12 |+ 20383 | 110,35 + 3246 | 041 |+ 0,16

HIPPOCAMPUS [AR] nmol /g tissue [AR]lpmolimg protein Ratio
Group Ap40 Ap42 Ap40 Ap42 Ap42/AR40
Control 1353 + 326 708 = 228 58,85 + 9863 2978 = 613 05 |+ 0,05

Cit 7427 + 5629 | 1544 * 484 3032 + 236,87 6025 + 1917 | 027 |+ 0,15
Mel 5163 + 3718 | 1684 + 990 21269 |+ 100,78 6883 + 1971 0,35 |+ 0,10
AICit 9256 + 5423 | 3147 * 1322 40379 |+ 22530 | 12947 + 5114 | 036 |+ 011

AlCitMel 2967 + 8,10 | 1228 £ 574 16729 |+ 78,08 60,97 + 3479 | 039 |+ 0,186

Results are expressed as means + standard deviation (N=5)
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Table 2. Casp-3 and SOD2 ratio in cortex and hippocampus of wild-type and Tg mice.

Ratio Casp-3/Act Ratio SOD2/Act
TISSUE Treatment
w Ty w Ty
Control 136 + 049 1,70 + 083 141 + 015 164 =+ 0,18
Cit 194 + 139 168 + 075 197 + 1,09 1,76 + 063
CORTEX Mel 188 + 075 197 + 128 186 + 035 1,75 + 058
AlCit 189 + 129 206 + 189 175 + 062 177 + 090
AICitMel 180 + 1,07 1,75 + 092 168 + 054 1,73 = 043
Control 126 + 004 119+ 023 127 + 037 114 + 033
Cit 138 + 025 122 + 0,08 1,30 + 026 1,18 + 006
HIPPOCAMPUS Mel 141 + 001 127+ 013 1,30 + 028 113 = 023
AICit 1,39 + 005 133 = 017 1,18 + 0,14 1,16 =+ 0,19
AlCitMel 126 + 0,14 129 + 022 115 + 025 117 = 040

Results are expressed as means + standard deviation.

W= wild-type animals; Tg= 2576 Tg animals (N=5)
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Figure 1. Effect of treatment on concentration of AB40 and 42 in Tg animals.
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Figure 2. Effect of treatment on ratios of Casp-3 and SOD2.
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Figure 3. Effect of treatment on ratios of Casp-3 and SOD2.
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6.1 Efectos neuroconductuales de la exposicién cronica a Al y
melatonina.

La Enfermedad de Alzheimer es una de las mayores causas de deterioro que
afecta a las personas de edad avanzada en la sociedad moderna. Causas
genéticas y ambientales contribuyen al inicio y a la progresion de la
enfermedad. Las neurotoxinas como el Al han sido propuestas como factores
de riesgo ambientales para desarrollar la AD. El aumento del nimero de
aplicaciones comerciales e industriales del Al ha multiplicado los estudios de
este elemento, mientras su vinculacion con la AD y otras enfermedades
neuropatolégicas ha ganado soporte (Yokel, 2000; Pratico et al., 2002; Gomez
et al., 2008; Rodella et al., 2008; Walton, 2013; Exley y Vickers, 2014; Cao et
al., 2017; King et al., 2017; Mirza et al., 2017).

El genotipo influyé tanto en la actividad en el OF como en el aprendizaje en el
MWM. En el OF, los ratones Tg mostraron una actividad general mayor, que ya
ha sido descrita anteriormente (King et al., 1999; Lalonde et al., 2003; Ribes et
al., 2008; Garcia et al., 2009; Selvaraju et al., 2016). En el presente estudio los
ratones Tg mostraron también un aumento en la frecuencia de entradas al
centro del OF sugiriendo una menor ansiedad en estos animales. En relacion a
esto, Lalonde et al. (2003) observd una mayor exploracion de los brazos
abiertos en el Plus-maze.

En el presente estudio, los ratones Tg no estuvieron mas tiempo en el centro
del OF y por ello, el aumento de las entradas al centro refleja una mayor
actividad general (Lorenzini et al., 2016). Rodgers et al. (2012) describio que la
sobreexpresion de APP puede interferir en el proceso de desarrollo en los
ratones Tg induciéndoles hiperactividad de larga duracion.

En el MWM, los ratones Tg mostraron una peor adquisicién que los wild-type.
La relacion entre acumulacién de AP y deterioro cognitivo ha sido bien
establecida. Déficits en el aprendizaje y la memoria han sido descritos en ratas
después de la administracion intraventricular de fragmentos de AB en el
hipocampo (Liu et al., 2013) y también en los ratones Tg que muestran placas
amiloideas (Hsiao et al.,, 1996; Westerman et al.,, 2002; Ribes et al., 2008). A
pesar de ello, existe cierta controversia en relacién a la edad del inicio de los
déficits en los ratones Tg asi como en la capacidad de diferenciar entre los
déficits inducidos por la AB y los propios de la edad avanzada. Por otro lado,
hay investigadores que han descrito los déficits solo en hembras Tg (King et al.,
1999) y otros que no han encontrado ningun efecto del genotipo (Bizon et al.,
2007). Estos resultados discrepantes pueden deberse a diferencias en el
protocolo del MWM. Bizon et al. (2007) utilizd6 un protocolo en el que se
intercalaban sesiones con la plataforma visible y otras con la plataforma
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sumergida. Estos autores observaron que tanto los ratones wild-type como los
Tg estaban utilizando estrategias no espaciales para encontrar la plataforma.
Prevenir el uso de estrategias egoceéntricas, disminuir el nimero de intentos al
dia y controlar las pistas interiores del MWM deberia incrementar la
sensibilidad de los tests espaciales para detectar mejor los déficits funcionales
en estadios iniciales de neurodegeneracion (Ribes et al., 2008; Garcia et al.,
2009). En este estudio, se afiadié una pared interior al MWM y se rotd entre los
ensayos para controlar las pistas interiores, esto responde a la necesidad de
una tarea de aprendizaje y memoria con demandas mayores.

Se ha demostrado que los &cidos dicarboxilicos, incluyendo el Cit, aumentan la
absorcion del Al mediante la modificacion de las condiciones de pH y
favoreciendo la formacion de sales de Al con una solubilidad superior (Garcia
et al., 2009; Walton, 2012b; Wu et al., 2012; Silva et al., 2013).

Inesperadamente, se ha notado un efecto del Cit en la actividad vertical de los
ratones Tg. Los animales del grupo Cit-Tg mostraron un aumento en los rearing
en comparacion con los animales de los grupos Mel-Tg y AICit-Tg.

Otra interaccion se observo en el MWM entre el Cit y el genotipo Tg, mostrando
resultados similares en los grupos Cit-Tg y AICit-Tg. Una posible explicacién es
que el Cit puede haber aumentado la absorcion de Al (y otros metales)
presentes en la dieta y el agua de bebida (Golub y Keen, 1999; Zhou et al.,
2008; Walton, 2012a; Walton, 2013; Yokel, 2013; Wang et al., 2016). El
aumento en la absorcién de estos metales puede haber sido el causante de las
alteraciones observadas en el comportamiento. A pesar de ello, el efecto es
sutil y requiere mas investigacion.

No se observaron efectos en la actividad general debidos al tratamiento con
AICit. De acuerdo con estos resultados, exposiciones prolongadas a Al durante
el desarrollo (Roig et al., 2006) o en adultos (Colomina et al., 2002; Ribes et al.,
2008; Garcia et al., 2009) no afectaron a los niveles de actividad en roedores.

A pesar de no encontrar efecto general del AICit en el MWM, los animales del
grupo AICit-Tg mostraron la peor adquisicion de la tarea de entre todos los
grupos. En concordancia, en estudios previos de nuestro laboratorio ya se
habia observado una ejecucion pobre en el MWM en ratones Tg de 11 meses
de edad después de una exposicién prolongada a Al (Garcia et al., 2009; Ribes
et al., 2010). Silva et al. (2013) incluso encontré déficits de aprendizaje en el T-
maze después del tratamiento con AICit en ratas. Ademas, altas dosis de Al
durante el desarrollo también dafaron el aprendizaje de ratones adultos (Golub
y Germann, 2001). En contraste, el tratamiento con Al dafié el aprendizaje de
los ratones wild-type de 9 meses de edad y no alos Tg (Ribes et al., 2008).
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En el presente estudio, los ratones del grupo AICit-Tg no mostraron retencion a
largo plazo. Déficits en la retencién a largo plazo han sido descritos en ratas
expuestas a AICit (Silva et al, 2013). Ribes et al. (2008) después de la
administracion de dosis bajas de Al encontré que ni los ratones wild-type ni los
Tg eran capaces de recordar la localizacién de la plataforma. Déficits en la
retencion después del tratamiento con Al han sido también descritos por otros
autores (Miu et al., 2003; Jing et al., 2004).

La melatonina, aument6 la actividad horizontal de los ratones Tg respecto al
control Tg, mientras que los ratones wild-type tratados con Mel mostraron
niveles de actividad mas bajos que sus respectivos controles. Otros estudios en
modelos Tg similares no encontraron efecto de la Mel en la actividad (Garcia et
al., 2009; Olcese et al., 2009; Corrales et al., 2013). La edad de los animales o
la duracion del tratamiento podrian explicar la discrepancia de resultados. Los
tratamientos de estos estudios tenian una duracion de entre 4 y 6 meses,
mientras que la duracién de nuestro estudio fue mucho mayor (14 meses).

La Mel aument6 el tiempo que los animales estuvieron en el centro del OF
tanto en los ratones wild-type como en los Tg. El efecto ansiolitico de la Mel se
ha descrito también en estudios previos en roedores (Pandi-Perumal et al.,
2006; Garcia et al., 2009; Olcese et al., 2009; Corrales et al., 2013).

El tratamiento con Mel mejoré el aprendizaje en los ratones Tg expuestos a
AICit. Estudios recientes en ratones Tg indican que los antioxidantes como la
Mel pueden reducir los déficits de memoria que dependen del hipocampo
(Garcia et al., 2009; McKenna et al., 2012; Silva et al., 2013; Selvaraju et al.,
2016). A pesar de ello, es importante notar que en el presente estudio la Mel ha
sido capaz de evitar o revertir el dafio inducido por el tratamiento de AICit en
los ratones Tg pero no ha mejorado la tarea de los ratones Tg del grupo
control. De acuerdo con esto, en un estudio previo también se observd una
retencion mejor en ratones expuestos a Al y Mel en comparacién con los
animales tratados solo con Al (Garcia et al., 2009). Esta mejora en la retencion
de los animales Tg tratados con AICit puede ser resultado del fuerte poder
antioxidante de la Mel, de su habilidad para proteger contra el dafio causado
por radicales libres y de la potenciacion que puede ejercer sobre varios
antioxidantes (Reiter, 1995; Garcia et al., 2009; Reiter et al., 2010; Corrales et
al.,, 2013; Zhu et al., 2015; Yu et al., 2016; Zhai et al., 2017). Algunos estudios
han demostrado ya los posibles efectos beneficiosos de la Mel en la prevencion
de enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o la AD (Lack et al.,
2001; Akbulut et al., 2008; Bubenik y Konturek, 2011; Bafio et al., 2012,
Antunes et al., 2013; Mendivil-Perez etal., 2017).

En resumen, el genotipo Tg aumenta la actividad en el OF, empeora la
adquisicion de la tarea del MWM pero no parece afectar a la retencién de la
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tarea. La actividad general no se vio afectad por el tratamiento con Cit ni por el
de AICit. El tratamiento con Mel aumenta la actividad general en los ratones Tg
pero la disminuye en los wild-type. También se ha visto que la Mel ejerce un
efecto ansiolitico en los dos genotipos. Ademas, en el MWM, el tratamiento con
Mel mejora la retencion de los ratones Tg expuestos a AlCit.También en el
MWM, los ratones del grupo AICit-Tg mostraron la peor adquisicion de la tarea
y no se observd retencion de la tarea a largo plazo. Inesperadamente, los
ratones del grupo Cit-Tg también mostraron una mala adquisicion pero el efecto
fue sutil y requiere por tanto mas investigacion.

6.2 Efecto de la melatonina en la concentracién de Al y otros
metales.

El Al es un conocido elemento neurotoxico envuelto en varias enfermedades
neurodegenerativas con un componente de demencia. Se ha informado de la
importancia de evitar la exposicidén de pacientes de AD a fuentes de Al como la
comida procesada y algunas medicinas (Lione, 1985; Walton, 2012; Flynn y
Melow, 2013; Miller et al., 2014; Al-Olayan et al., 2015; Wang et al., 2016; Mirza
et al., 2017).

El Al del agua, la comida y los productos farmacéuticos contribuyen a una
carga de Al biodisponible en el cuerpo. El comité de expertos de la FAO/WHO
junto con la Comision Europea establecieron una ingesta tolerable de Al de
1mg/ Kg de peso corporal/ semana. En el 74° meeting de la JECFA (17-23 de
Junio de 2011 en Roma) se estableci6 un PTWI de 2mg/ Kg de peso corporal
(ftp://ftp.fao.org/ag/agn/jecfa/JECFA_74 Summary_Report_4July2011-pdf)
(Yokel, 2013).

Algunos compuestos de Al, como el maltolato, lactato o citrato se absorben
mucho mas facilmente. Por tanto, son realmente mas téxicos que otros
compuestos, como el fosfato de Al, que tiene una solubilidad muy baja
(Domingo et al., 1993; Zhou et al., 2008; Yokel, 2013; Wang et al., 2016).

Los alimentos presentes en el estdbmago neutralizan el pH gastrico. La
digestion produce en el estbmago acido citrico, ascorbico, lactico y maltolatos.
El Al puede formar complejos con ellos y otros compuestos del estdmago
formando una gran variedad de especies de Al que tienen también gran
variedad de grados de toxicidad (Domingo et al.,, 1993; Yokel and Florence,
2006; Walton, 2012; Walton, 2013).

El pH del lumen intestinal va de 7.4 a 8.5. La absorcidén de Al puede darse en
cualquier parte del intestino grueso, incluyendo el colon, que esta especializado
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en absorber iones metdlicos presentes en el agua (Whitehead et al., 1997;
Walton, 2012; Walton, 2013).

En el presente estudio a la dieta estdndar de los animales se afiadié Cit, un
componente habitual de la dieta humana, para aumentar la absorcion de Al. Se
sabe que el Cit aumenta entre 5 y 10 veces la absorcion de Al tanto en
humanos como en animales (Domingo et al., 1993; Driieke et al., 1997; Golub y
Keen, 1999; Walton, 2012; Yokel, 2013; Wang et al., 2016). La absorcion de Al
aumenta de forma lineal de 1 mg hasta 8 mg, presenta un maximo alrededor de
8 mg y baja progresivamente de 16 mg a 32 mg debido a la formacion de un
precipitado de hidroxido de Al y coloides en las dosis méas altas. Por tanto, las
pequefias cantidades de Al, como las presentes en el agua, se absorben mejor
que las grandes cantidades.

Los metales como Al, Fe, Cuy Zn han sido incluidos en los potenciales factores
de riesgo para la etiologia de la AD. A pesar de ello, los mecanismos por los
que estos metales ejercerian hipotéticamente su efecto siguen sin estar
aclarados (Kamalinia et al., 2013; Exley y Vickers, 2014; Wang et al., 2016;
Comes et al., 2017; Koseoglu et al., 2017).

Los resultados del presente estudio muestran que no se detectd Al en los
grupos control, Cit ni Mel en ninguno de los genotipos (excepto en el
hipocampo de los animales del grupo C-W). Solo se detectaron cantidades de
Al del orden de ng/g en los grupos tratados con Al. En relacion a las diferentes
secciones del cerebro, la concentracion de Al fue mayor en el hipocampo,
seguido del cerebelo y el cortex. Ademas, la administracion de Mel no modifico
la concentracion de Al. Resultados similares se han observado recientemente
en nuestro laboratorio en ratones hembra Tg expuestas a Al a través de la dieta
durante 6 meses pero sin suplementacion de Cit (Goémez et al, 2008).
Previamente, también encontramos que la Mel no disminuia las
concentraciones de Al en cerebelo ni en cortex de ratas tratadas
parenteralmente con Al y Mel (Esparza et al., 2003). Solo en el hipocampo se
observo una reduccion significativa de la cantidad de Al en el grupo tratado con
Mel. En otro estudio en ratones Tg, tratados con Al y Mel, se encontré un
aumento de los niveles de Al en cértex y cerebelo en el grupo tratado con Al y
Mel pero no se encontraron diferencias significativas en el hipocampo (Garcia
et al., 2010a; Garcia et al., 2010b).

En el presente estudio, en términos generales, no se ha encontrado aumento
en la concentracion de Fe en ninguna de las secciones encefalicas de los
grupos estudiados al comparar los animales wild-type con los Tg, mientras que
si se observd un aumento en el hipocampo del grupo AICit-Tg. Elevados
niveles de Fe en el cerebro se han sido potencialmente relacionados con
desoérdenes neurodegenerativos (Campbell et al.,, 2001; Wang et al., 2016).
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Estudios recientes han mostrado que la Mel enlaza e inactiva el Fe enddgeno
suprimiendo la reaccion de Fenton con la consecuente sobreproduccién de
ROS (Ferry et al. 2005; Polimeni et al., 2014). La administracion de Mel
tampoco redujo los niveles de Fe.

Varias enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la AD, se caracterizan
por modificar la homeostasis del Cu. En la AD el Cu esta redistribuido de forma
anormal en las placas amiloideas, dejando los tejidos y las células con
deficiencia de Cu (Roberts et al., 2012). En relacion al Zn, es conocido que el
cerebro tiene uno de los niveles de Zn mas elevados, a pesar de ello cambios
globales en la concentracion de Zn no se han relacionado con el
envejecimiento del cerebro. Se ha establecido que en la AD, se enriquece la
cantidad de Zn presente en las placas amiloideas en comparacion con el
control de la misma edad. En consecuencia, el atrapamiento de Zn en las
placas, potencialmente provocaria la deslocalizacion de Zn funcional del resto
del cerebro (Duce y Bush, 2010; Roberts et al., 2012). En relacion a esto,
Koseoglu et al. (2017) observo niveles de metales de transicion en pelo y en
ufias de pacientes de AD.

En el presente estudio no se observaron cambios importantes en las
concentraciones de Zn ni de Cu en las regiones del cerebro analizadas en
ninguno de los grupos experimentales. En un estudio previo, (Esparza et al,,
2003), ratas tratadas parenteralmente con Al y Mel tampoco mostraron cambios
en la concentracion de Zn observada en cértex, cerebelo ni hipocampo, si se
observé una reduccion en la concentracién de Cu al comparar los grupos de Al
y de Al y Mel con el grupo control. Gomez et al. (2008) observé que las
concentraciones de Cu en el hipocampo eran inferiores en los ratones Tg que
en los wild-type. Una reduccion en los niveles de Cu en cerebro entero en
ratones Tg de 18 meses de edad también ha sido observada por Maynard et al.
(2006).

En relacion a la concentracion de Mn en el cerebro, se ha encontrado un
aumento significativo en los animales Tg del grupo Cit en comparacién con los
animales wild-type que también han visto otros autores (Gonzalez-Dominguez
et al,, 2014). Maynard et al. (2006) encontré un aumento en los niveles de Zn
en cerebro completo de ratones Tg a los 18 meses de edad en comparacion
con ratones de 3 meses. Por otro lado, Koseoglu et al. (2017) no observo
diferencias significativas en los niveles de Mn en pelo y en ufias de pacientes
de AD.

Hay muy pocos datos disponibles en la literatura acerca de las concentraciones
de Al, Cu, Zn, Fe, y Mn en higado, bazo, rifidn y hueso en ratones Tg tratados
con Al. Gomez et al. (2008) observd que la exposicion de ratones Tg a Al no
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producia ningin cambio importante relacionado con el genotipo en animales
tratados con Al mediante la dieta.

Los resultados del presente estudio muestran que el hueso es el tejido con
mayor concentracion de Al. En un estudio previo de nuestro laboratorio con
ratones Tg de 11 meses de edad (Gémez et al., 2008) la concentracion de Al
estaba por debajo de los limites de deteccion. Esto puede ser debido a que en
el presente estudio el Al se ha administrado acompafnado de Cit para aumentar
la absorcion y la retencion del Al y la duracion del tratamiento ha sido mayor
(14 meses). Ademas, debido a un error del suministrador de dieta, en el estudio
previo, el contenido de Al en la comida suplementada fue de 370 ug de Al/lg de
dieta en lugar de 1 mg de All g de dieta que fue lo solicitado (Gomez et al.,
2008).

Se ha encontrado una correlacién entre la concentracion de Fe y de Al en
hueso, rifidn y bazo. Sugiere que el Al y el Fe compiten por un mecanismo
comun de absorcién gastrointestinal; esto ya habia sido sugerido por Walton
(2012b). El estado del Fe afecta a la absorcion de Al Los iones ferrosos
reducen la absorcion de Al mientras que los iones férricos carecen de este
efecto. En un estudio anterior realizado en nuestro laboratorio, con ratas
tratadas parenteralmente con Al y Mel, no encontramos ningln cambio en las
concentraciones de Zn, Mn, Al, Fe ni Cu al comparar el grupo de Al con el de Al
y Mel (Esparza et al., 2003).

En resumen, los resultados del presente estudio muestran que la mayor
concentracion de Al se encontr6 en hueso en el los grupos wild-type y Tg
tratados con AICit y en el hipocampo si nos referimos a las regiones
encefalicas. Por otro lado, la Mel no modificd los niveles de metales en cértex,
cerebelo ni hipocampo ni en higado, rifidbn, bazo y hueso. En consecuencia, el
efecto beneficioso de la administracion de Mel en las enfermedades
neurodegenerativas no responderia a variaciones en las concentraciones de
ciertos metales (Al, Cu, Zn, Fe, Mn) en el cerebro, otros mecanismos podran
estar involucrados.

6.3 Efecto de la melatonina en la deposicion de B-amiloide, los
niveles de caspasa-3y SOD?2.

El modelo animal utilizado en este estudio, esta genéticamente programado
para expresar y acumular progresivamente AR y ademas éstos animales se
trataron con Al. Estd ampliamente reconocido que la exposicion a Al aumenta
la formacién de AB y promueve su agregacion (Kawahara et al., 2001; Ribes et
al., 2008; Rodella et al., 2008; Walton, 2012a; Flynn y Melov, 2013; Wang et al.,
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2016). Considerando esta informacion, en el presente estudio esperabamos
encontrar una mayor acumulacion de AB en los grupos tratados con Al que en
los tratados con Mel. Sin embargo, solo apareciéo una tendencia en AR1-40 y
AB1-42 en los tejidos analizados (cértex e hipocampo). Los resultados
obtenidos indican que la Mel reduce la expresién o la acumulaciéon de AR1-40 y
AB1-42. Es importante remarcar como las medias de los valores de AB1-40 en
coértex e hipocampo y las de AB1-42 en cortex del grupo AICitMel mostraron
valores de AP similares o inferiores a los de sus correspondientes grupos
control (a pesar de que el grupo AICit habia mostrado las mayores medias de
entre todos los tratamientos testados). Pensamos que éste podria ser el primer
paso para encontrar diferencias que demostrarian que la coadministracion de
Mel durante el tratamiento con Al podia reducir la acumulacion de AB en cértex
e hipocampo.

Teniendo en cuenta las condiciones del experimento; hemos de valorar el largo
periodo de tratamiento aplicado (14 meses) y la edad de los ratones en el
momento de ser analizados. Cummings et al. (2015) usando también un
modelo transgénico para la expresion de AB describié un aumento de entre 7 y
25 veces en la concentracion de AR1-40 and AB1-42, respectivamente (en solo
4 meses). Wang et al. (2007) usando el mismo modelo de raton que en este
estudio, describio concentraciones de 7 ng AB1-40/ mg de tejido y 1.5 ng AB1-
42/ mg de tejido, en cortex e hipocampo, respectivamente. En este estudio
hemos encontrado valores de 50 ng AB1-40/ mg de tejido y 20 ng AB1-42/ mg
de tejido en cértex 'y de 13 ng AB1-40/ mg de tejido y 7 ng AB1-42/ mg de tejido
en hipocampo. También hemos de tener en cuenta que en los ratones Tg esta
descrito un aumento de la concentracion de AR que puede llegar a ser de 5 a
14 veces (AB1-40 y AB1-42 respectivamente) de los 3 a los 9-10 meses de
edad (Hsiao et al., 1996; Westerman et al., 2002; Ribes et al., 2008). Creemos
que la larga duracion del experimento (y por tanto las elevadas
concentraciones de AP producidas por la edad de los animales) puede estar
enmascarando las diferencias que podrian producir los diferentes tratamientos.
Quizas por este motivo las diferencias observadas en la concentracion de AR
no han sido estadisticamente significativas.

Inesperadamente los grupos tratados con Cit mostraron una gran acumulacion
de AB en cértex e hipocampo en comparacion con el grupo C-Tg (AB se evalud
solo en los grupos Tg). En relacion con esto, en un estudio previo mostramos
que el grupo Cit-Tg acumulé una mayor concentracion de Fe y Mn (Di Paolo et
al., 2014a) y se ha descrito que concentraciones nano molares de iones
metalicos son suficientes para cambiar a la AB de la via no amiloidogénica a la
amiloidogénica y facilitar por tanto su agregacion (Kamalinia et al., 2013;
Walton, 2014). Uniendo toda esta informacion con el hecho de que utilizamos el
Cit para aumentar la absorcién del Al, es posible que el aumento de AP
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encontrado responda al aumento de la absorcion del Fe y el Mn en vez de ser
un efecto directo del Cit (Maynard et al., 2002; Bush, 2003; Kawahara, 2005;
Domingo, 2006; Shcherbatykh y Carpenter, 2007; Goémez et al., 2008).

En el presente estudio, el balance pro- y anti- apoptético que decide la
supervivencia de la célula se evalu6 mediante la medida de los niveles de
proteina de dos marcadores especfificos; la Casp-3 considerada la principal
efectora de apoptosis (Masumura et al., 2000; Ghribi et al., 2002; Juraver-
Geslin y Durand, 2015) y la SOD2 una proteina clave en el funcionamiento y la
supervivencia neuronal (Dasuri et al., 2013; Yan et al., 2013). Hay estudios en
los que la sobreexpresién del gen APP ha demostrado estar relacionada con la
expresion de Casp-3 y en consecuencia con la muerte neuronal tanto en cértex
como en hipocampo, en otros modelos de ratones para la AD (Masumura et al.,
2000).

Ademas, se han desarrollado modelos combinados de ratones para estudiar el
efecto de la SOD2 sobre los niveles de AB. Un modelo de ratén, resultado del
cruce de un SOD2 knock-out con un Tg19959, ha mostrado un aumento de la
formacion de placas de AB. Por otro lado, un modelo Tg2576 con
sobreexpresion del gen de la SOD2 ha demostrado una reduccion en la
formacion de placas de AB (Li et al., 2004; Massaad et al., 2009; Dasuri et al.,
2013). La tendencia aparecida tanto en los niveles de A como en los niveles
de proteina Casp-3 y los de SOD2 mostré el mismo patron. En todos los
casos, los valores correspondientes al tratamiento AICitMel fueron inferiores a
los del tratamiento AICit, apoyando una disminucion del dafio relacionada con
la Mel, que esta de acuerdo con resultados de investigaciones previas (Al-
Olayan et al., 2015; Prakash y Sudhandiran, 2015).

En el presente estudio, los grupos wild-type mostraron mayores niveles de
Casp-3 y SOD2 que los grupos Tg en todos los tejidos estudiados.
Probablemente, los ratones wild-type reaccionaron mas eficientemente contra
el dafio por apoptosis, potenciando la expresion de la SOD2 en neuronas
sanas como meétodo compensatorio. Por otro lado, hemos encontrado dos
resultados inesperados; los altos niveles de proteina Casp-3 y SOD2 en cortex
e hipocampo en los grupos wild-type y Tg tratados con Cit. Como hemos
mencionado anteriormente, estos altos niveles de proteina parecen deberse al
aumento de metales pesados encontrados (Di Paolo et al., 2014a). El Cu ha
sido relacionado con un aumento del dafio oxidativo y el Mn pueden inducir
sindromes similares al Parkinson, como se ha descrito con anterioridad (Yokel,
2006; Wang et al., 2016).

Ademas, a pesar de que el poder antioxidante de la Mel ha sido ampliamente
demostrado, este sorprendente efecto pro-oxidante ya ha sido descrito con
anterioridad por Bondy et al., (2002) que describié un efecto pro-oxidante
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dependiente de la dosis, en ratones expuestos a diferentes niveles de Mel
durante 6 meses (de los 3 a los 9 meses de edad). Un gran nimero de
propiedades se conocen de la Mel, parece cada vez mas claro que no es un
simple antioxidante. Es necesaria mas investigaciébn para esclarecer este
efecto contradictorio de la Mel. Hasta ahora, los intentos de parar la progresion
de los sintomas de la AD con antioxidantes no han resultado tan exitosos como
los investigadores habriamos esperado. Un considerable ndmero de
investigaciones se han dirigido a esclarecer las causas de la AD, el mecanismo
subyacente a la toxicidad de la AB, el balance pro- y anti- apoptotico, la
produccién de ROS, etc... y finalmente a encontrar una substancia apropiada
gue pueda ser capaz de frenar o preferiblemente, revertir este dafio.

6.4 RESUMEN GENERAL

Los animales Tg muestran una mayor actividad general y unos niveles de
aprendizaje peores que los wild-type. También se ha visto efecto del genotipo
en los valores de proteina Casp-3 y SOD2 que son siempre mayores en wild-

type que en Tg.

En los animales tratados con Cit hay mas concentracion de Cu, Mn y Zn en
cortex e hipocampo tanto en wild-type como Tg, aunque las diferencias solo
fueron significativas en el caso del Mn y el Cu en el grupo Cit-Tg. También se
ha encontrado una correlacion entre Fe y Al que sugiere que compiten por un
mecanismo de absorcion comuln; esto explicaria también que en los grupos
tratados con Cit, en los que no habia Al, se encuentre mas cantidad de Fe.
Esta absorcién de metales pesados parece estar provocando un aumento de la
acumulacién de AR asi como de los niveles de proteinas Casp-3y SOD2.

En el grupo Tg, los animales tratados con AICit fueron los que mostraron un
peor aprendizaje de todos los grupos estudiados. Al combinar el tratamiento
con Mel se mejoro6 el aprendizaje de los ratones.

La Mel aumenté la actividad horizontal en los ratones Tg mientras que en los
ratones wild-type la redujo; también mostr6 un efecto ansiolitico en ambos
genotipos. También se observd un efecto inesperado de la Mel; paree ejercer
un efecto pro-oxidante al administrarse en solitario.

Cuando se suplementa el tratamiento AICit con Mel (tratamiento AlCitMel)
parece que se reduce la expresion o acumulacién de AR en los ratones Tg y
los niveles de proteinas Casp-3 y SOD2 en el cerebro, tanto en wild-type como
en Tg. Las mejoras observadas en este tratamiento (AICitMel) no parecen
deberse a una menor acumulacion de metales en el cerebro ya que la Mel no
los modificé.
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Las principales conclusiones obtenidas en este estudio son las

siguientes:

- La sobreexpresion del gen APP parece generar un aumento en la actividad
general y también parece dificultar el aprendizaje de los animales Tg2576 en
comparacion con la cepa wild-type.

- El genotipo Tg no afecta a la retencion de la tarea en el laberinto de agua de
Morris.

- El tratamiento con aluminio y citrato provoca déficits de aprendizaje e impide
la retencion de la memoria a largo plazo en ratones Tg2576. Sin embargo,
estos déficits mejoran cuando los animales son tratados con Mel (AICitMel).

- De los tejidos corporales estudiados, la mayor concentracion de aluminio se
encontrd en hueso de los animales tratados con aluminio y citrato, tanto en los
wild-type como en los Tg2576. Entre los tejidos encefalicos, la mayor
concentraciéon de aluminio se encontré en el hipocampo de los animales
tratados con aluminio y citrato, tanto en los wild-type como en los Tg2576.

- La Mel no parece tener ningun efecto sobre la concentracion de los metales
estudiados (Al, Fe, Cu, Mn y Zn) en ninguno de los tejidos analizados
(hipocampo, cértex y cerebelo, higado, rifion, bazo y fémur).

- A pesar de que no se aprecidé un efecto significativo del tratamiento con
melatonina sobre la cantidad de AR en el cortex e hipocampo de ratones
Tg2576, el grupo tratado con aluminio, citrato y melatonina mostré una
acumulacion de A similar a la de sus respectivos controles.

- Los animales Tg2576 mostraron menores niveles tanto de caspasa-3 como de
SOD2 en cortex e hipocampo. Sin embargo, las diferencias solo fueron
significativas para la caspasa-3 y en hipocampo.

- Los grupos tratados con aluminio y citrato mostraron los mayores niveles de
caspasa-3 y SOD2 tanto en los grupos wild-type como en Tg2576, en
comparacion con el resto de grupos evaluados. A pesar de ello, las diferencias
no fueron estadisticamente significativas.

- La melatonina no produjo un efecto protector significativo, en la reduccién de
los niveles de caspasa-3 y SOD2. No obstante, se observd una tendencia a
disminuir la concentracion de dichas proteinas en el grupo aluminio, citrato y
melatonina.
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