Estudio de cambios en el pH del tracto intestinal de un modelo
de mosca con autismo ante la suplementacion de probioticos
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Resumen

El estudio se enfocd en investigar los efectos asociados a la mutacion kdm5t©F en Drosophila melanogaster, una mutacidon con caracteristicas similares al autismo humano. Se examinaron posibles cambios en el pH del intestino medio de las moscas que portaban esta mutacion
en comparacion con un grupo control. La premisa fundamental era establecer si las moscas kdm5L°F presentaban diferencias significativas en el pH intestinal en contraste con el grupo control.

Ademas, se explord el potencial impacto de la exposicidon a distintos probidticos, tales como Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus o una combinacion de ambos, en la normalizacion del pH intestinal alterado en las moscas con |la mutacion. El propdsito era determinar
si estos probiodticos tenian la capacidad de mitigar las posibles alteraciones observadas en el pH intestinal de las moscas kdmJ5:Cr,

Introduccién Metodologia Resultados |

e La mosca de la fruta Drosophila melanogaster (D. , . B . o Observaciones #2 Las moscas del grupo CTRL y del grupo
melanogaster) sirve como excelente modelo para realizar « Tratamiento con bacterias: Las moscas Kdm5t©F (grupo * Preparacion de comida con Bromophenol (indicador de pH): experimental en todos los tratamientos (MOCK, LP, LH y LP+LH)
estudios en genética y otros aspectos de biologia. experimental) y las moscas w8 cn'/+ (grupo control) se « Se prepard 2% de bromofenol blue sodium en 5% sacarosa y tenian sus intestinos completamente azules. En las hembras se

alimentaron por cuatro dias con comida suplementada con: se anadid esta solucion encima de la comida regular de observé que al realizar la diseccidon mostraban el area amarilla y

e Comparte ~61% de los genes gque causan enfermedades * 5% sacarosa (CTRL) moscas vertida en vials. cambiaba rdpidamente azul. El grosor del intestino era mas
humanas y ~50% de las secuencias proteinicas de la mosca « Lactobacillus plantarum en 5% sacarosa (Lp) « Se esperd de 1-2 horas para que la comida absorbiera la notable en los hembras que en los machos.
. e ., ° [ [ o) 1A .
tiene andlogos en los mamiferos (Sharmila Bhattacharya del Centro Lactobacillus helveticus en 5% sacarosa (Lh) solucion. | | Trial 2
de Investigacion Ames de la NASA) « ambas bacteria Lp+Lh en 5% sacarosa (Lp+Lh) * Se colocd las moscas (control y experimental) en los "vials" d’

con bromofenol.

MOCK (5% SUC) LP LH LP+LH

e El intestino de la Drosophila sirve como * Las moscas se alimentaron por 24 horas.

sistema modelo para estudiar la fisiologia ? ; %
intestinal, la regeneracion de este tejido, N
las defensas inmunoldgicas y |Ia
influencia del microbiota en la salud del
hospedero.
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e El intestino medio (‘midgut’ en inglés) de
Drosophila se subdivide en tres

EXP = KDM5 ) \

diferentes segmentos: anterior, medio, LOF s \ {
posterior. T 'f* : .\
.
* El intestino medio de la Drosophila es . Diseccién y visualizacién de los intestinos Trial 2
prmgpalmente de pH neutral o , ligeramente « Se colocaron las moscas en ‘CO, pad’ para dormirlas.
élc.allno y solo el segmento medio es de pH « Utilizando un microscopio de diseccion se
acido. L . . identificaron y separaron las moscas hembras vy MOCK (5% Suc) LP LH LP*LH
o Esto se debe a que esta regidon intestinal tiene unas pH
células llamadas células de Copper que producen acido machos ‘ o 100 &
y por esta razén se asemeja al ‘estomago’ mamifero. * Se disectaron las moscas sobre una laminilla de o CTRL = W1118,
o La producciéon de acido ayuda a la Drosophila en la cristal para obtener el intestino. - CN1
digestion de los alimentos y sirve como barrera para g 1 prosophiia adutt « Se podrian distinguir tres categorias fenotipicas 3
que Igs bacterias que re;iden en Ia.parte anterior no intestine. Miguel-Aliaga et al. reportadas segun Li et al. (2016). /
colonicen la parte posterior del intestino. 2018; Genetics 210: 357-396 1 )%
e Las moscas transgénicas Kdmb5t©r sirven como modelo para - i |
estudiar autismo. Estas contienen una mutacion nula en el gen Li et al. (2016) Cell Host & EXP = KDM5 : ,~ ; '
Kdmb5 y tienes mutacion w8 de manera homocigota y cn’ de Microbe 19, 240-253 LOF , ' l ] &
manera heterocigota. ﬁ \ 2 }
Resultados 5 - ‘LE \

. | Observaciones #1 Las moscas del grupo CTRL en todos los tratamientos (MOCK, LP, LH y LP+LH) tenian sus intestinos
Materiales . > e . g
completamente azules. En el grupo experimental se observa el “crop” de un color Amarillo en comparacion a las del grupo control
« T microscopio de diseccion elemental 20x en especial en los machos.
« 2 frascos plasticos 25 x 95 mm de Drosophila vacios

Conclusiones

e Dt de f 5 % OF de D il Trial 1 Trial 1 * En nuestros experimentos observamos que Ias. moscas

APON Ge T1ascOs £9 2 Io T Ge Lrosophiid estudiadas (kdmb5toF  y  w'8:cnl/+) tenfan sus intestinos
. suletadores o gradiias completamente azules y no habia una region acidica (amarilla)
* 1pincel modelo 4 redondo pelo 18 MOCK (5% SUC) LP LH LP+LH MOCK (5% SUC) LP LH LP+LH X Y N~

como ha sido reportado en otros estudios. Algunas veces se
notaba al momento de diseccion pero luego se tornaba azul.
« Esto podria ser explicado por varias observaciones:

« La mosca que usamos como control (W'"8; cnl/+) contiene
mutaciones que pudiese resultar en un defecto en
mantener el pH en el intestino medio. Por lo que ambas
Kdm5tOF y control se ven iguales.

 La comida que estamos utilizando es muy basica.

: « Se realizaron unos experimentos donde el
3\ h L .
T bromophenol blue se mezclé con guineo maduro y se
‘ / \

« Linea de moscas Drosophila Kdm5ter

« Linea de moscas Drosophila w8 cnl/+ Do

« 1botella 32 oz alcohol isopropilico75% CTRL;NT"B' %

« 1cajade kimwipes

e 2 pinzas de diseccion #5

« 1laminilla de vidrio para microscopia, 25x 75mm

* 1 mini “foaming pads” para darle cantazo a los “vials”

 1Tembudo mediano para ayudar a transferir las moscas

« CO, gas paradormir las moscas. EXP = KDM35

« Formula 4-24® Instant Drosophila Medium, Plain (comida LOF
para las moscas)
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LOF observdo el intestino como ha sido reportado en la

literatura con |la parte anterior y posterior azul (basica) y
la parte del medio amarilla (acidica).
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