Cholesterol contributes to dopamine-neuronal loss in MPTP mouse model of Parkinson’s disease: Involvement
of mitochondrial dysfunctions and oxidative stress
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El Parkinson surge de la neurodegeneracion de las células dopaminérgicas lo que constituye un descenso en los niveles de dopamina y la aparicion de cuerpos de Lewy (agregados de a-synucleina). Por tanto, la aparicion de sintomas como
la bradicinesia, el temblor en reposo, la rigidez o la inestabilidad postural es consecuencia de la muerte de estas neuronas debido a disfunciones mitocondriales, moléculas endogenas y el colesterol y oxiterol. De esta forma, se establece
una relacion entre los altos niveles de colesterol en plasma y la aparicion del Parkinson (hipotesis de que una dieta alta en colesterol favorece el desarrollo del Parkinson en modelos animales). Asi la exposicion de las neuronas a altos
niveles de colesterol podria tener una equivalencia con el desarrollo de la propia enfermedad, por tanto: ;La hipercolesterolemia deteriora las neuronas dopaminérgicas en cuanto a la funcionalidad de los complejos mitocondriales y el
estrés oxidativo en modelos animales de Parkinson?

— . MATERIALES Y METODOS
Disefio Experimental
Empleo de ratones albino. Se dividen en dos grupos, un control M¢étodos para comprobar los niveles de colesterol Analisis del funcionamiento mitocondrial y el estrés oxidativo

y otro con dieta alta en colesterol (HCD). Tras 13 semanas se

* Analisis del colesterol en plasma: Kit de Colorimetria y midiendo la absorbancia ¢ Actividad del complejo mitocondrial I: se activa con NADH y se mide

les inyecta MPTP durante dos dias consecutivos induciendo el 500 nm. la absorbancia.

Parkinson (PD). De tal forma que tendremos 4 grupos: control,
HDC, MPTP, HDC+MPTP. 7 dias despue¢s de inyectar MPTP

se les realizan test de comportamiento motor. Después se

* Histoquimica del colesterol en higado y cerebro: me¢todo de Schultz. Incubacion ¢ Actividad de los complejos mitocondriales 11 y 111

con sulfato de aluminio ferroso y acético con sulfurico (el colesterol se ve verde-azul) ., gpetimacién de radicales hidroxilo: HPLC para medir los niveles de

sacrifican  para el estudio neuroquimico 'y de y medicion de la densidad optica. DHBA.

hipercolesterolemia. Analisis de los parametros de conducta * Niveles reducidos de glutation: medir los niveles de GSH en

HPLC.
Métodos para analizar la dopamina y las neuronas Acinesia: anotacion del tiempo en el que el animal mueve sus 4 extremidades. . . o L
. : * Actividad de la SOD: activando con peroxido de hidrogeno.
dopaminergicas - Catalepsia: se colocan las patas traseras sobre un bloque elevado 3 cm y se mide el
tiempo que tarda en bajar las patas. * Conteo neuronal de tirosinhidrosilasa positivo.
* Niveles de dopamina estrial: HPLC-ECD. : : : , .
Swim test: se coloca al animal en agua durante 10 minutos y se puntua su habilidad ) : : .
: e : o . , Hipercolesterolemia en el comportamiento motor del Parkinson
 Inmunohistologia tirosina hidroxilasa: incubaciones con un para nadar cada minuto del 0-3

anticuerpo primario (ON) y con un anticuerpo secundario. RESULTADOS Comparando los test de comportamiento tras aplicar MPTP se observa
Despucés se incuba en sistema DAB de sustrato liquido. L .

_ Efecto de la hipercolesterolemia en la dopamina estrial de MPTP un aumento del score en acinesta y catalepsia y un descenso en la

Efectos de la dieta alta en colesterol puntuaciéon del nado en comparacion con el control. En el grupo

En comparacion con el control el grupo HCD presenta altos niveles Respecto al control se experimenta un descenso de la dopamina estrial (28% en HCD y 42% HCD+MPTP se experimenta un aumento en acinesia y catalepsia y un
de colesterol en higado y cerebro revelados por la histoquimica y la ~ MPTP). En el grupo HCD+MPTP esta disminucién es del 58% respecto al control y de un descenso en swim test comparado con MPTP.
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