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Efecto del estrés luminico y dieta rica en grasa en el

desarrollo de Glioblastoma y Alzheimer en la descendencia
de Drosophila melanogaster

1.RESUMEN

Enfermedades como el Glioblastoma (GB) y la Enfermedad de Alzheimer (EA) son
multifactoriales. Esto da lugar a heterogeneidad en la evolucion de la enfermedad entre los
pacientes y su resistencia ante las enfermedades, pero los mecanismos que determinan la
heterogeneidad son desconocidos. Los factores ambientales modulan diferentes mecanismos
epigenéticos que pueden ser heredados y alteran la expresion genética sin modificar la
secuencia de ADN. Diferentes estudios muestran el efecto del estrés luminico y de la dieta
rica en grasa (High Fat Diet (HFD)) en el desarrollo de enfermedades, sin embargo, no se
sabe qué efecto tienen en la siguiente generacion. En este proyecto se propone estudiar el
efecto del estrés de dieta rica en grasa en el desarrollo del GB en la descendencia y el estrés
luminico en el desarrollo de la EA en la descendencia mediante el empleo de Drosophila

melanogaster como modelo experimental.

Los resultados obtenidos en este proyecto muestran que el estrés luminico da lugar a una
evolucion mas rapida de la neurodegeneracion de la EA en los descendientes de hembras
portadoras de A 842. Por otro lado, se han optimizado las condiciones de dieta rica en grasa
en D. melanogaster anadiendo a la papilla alimentaria aceite de coco virgen al 10%. En
cuanto a los resultados obtenidos sobre el desarrollo del GB, no se ha podido dilucidar
ninguna suposicion, sin embargo, se han planteado diversas soluciones, métodos

experimentales e hipotesis para posteriores estudios.

Palabras clave
Factores ambientales; estrés; descendencia; Glioblastoma; Enfermedad de Alzheimer.
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2. INTRODUCCION

2.1 Importancia de los factores ambientales en el organismo

Los factores ambientales junto con la interaccion de multiples genes dan como resultado a
las enfermedades multifactoriales [Instituto Nacional del Cancer
(https://www.cancer.gov/espanol)]. Es el caso de enfermedades neurodegenerativas como el
Glioblastoma (GB) y la Enfermedad del Alzheimer (EA), se da un deterioro funcional y la
muerte de forma muy heterogénea entre los individuos. Los mecanismos que determinan la

heterogeneidad de los resultados siguen siendo en gran parte desconocidos.

Parte de la variabilidad genética existente entre individuos se origina en el proceso de
meiosis, gracias al cual cada gameto es diferente. Junto a ello, la herencia no basada en
secuencias del ADN vy la influencia de factores del genoma (como el microbioma)
contribuyen a la heterogeneidad de los individuos [1]. Esta herencia no basada en
secuencias del ADN es la herencia epigenética transgeneracional [2], se trata de la
transmision de marcas epigenéticas de un organismo al siguiente. Estas marcas, controlan
la expresion génica sin modificar la secuencia de ADN en respuesta a factores ambientales
[3]. Existen diversos tipos de estrés ambiental que afectan a la fisiologia de un organismo y

a su descendencia como la privacion del sueno, la temperatura, el estrés luminico o la dieta.

Este estudio es una continuacion de las investigaciones del laboratorio de Modelos de
Enfermedades Humanas en Drosophila melanogaster (MEHD) del Instituto de Salud Carlos
IIT (ISCIII), quienes estan estudiando las modificaciones genéticas o epigenéticas que definen
la resistencia de las células cerebrales al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas,
en concreto al GB y a la EA. Para ello, han estudiado el efecto del estrés luminico en el
desarrollo del GB en la descendencia de D. melanogaster donde, entre los diferentes tipos
de marcas epigenéticas, encontraron diferencias significativas en algunos tipos de microARN
(miARN). Quisieron continuar el estudio analizando el efecto del estrés por dieta rica en
grasa en el desarrollo del GM vy el efecto del estrés luminico en el desarrollo de la EA en la
descendencia de D. melanogaster.

El estrés luminico y de dieta rica en grasa son los factores ambientales en los que se centra

este proyecto de fin de grado y los cuales se describen a continuacion.
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- Estrés luminico

Los ritmos circadianos son oscilaciones endodgenas en el comportamiento, las funciones
fisiologicas y las actividades celulares que se coordinan con los ciclos externos de luz
(dia/noche). Estos ritmos se ven afectados con la edad y la interrupcion del suefio nocturno,

a su vez, la pérdida de los ritmos circadianos contribuye al envejecimiento [4].

La alteracion de los ritmos circadianos da lugar a una mayor neurodegeneracion y deterioro
de la movilidad, mayor produccion de especies de oxigeno reactivo (ROS), menor capacidad
de responder a los cambios homeostaticos [4] y estd implicado en la carcinogénesis [5, 6].
Estos cambios producen alteraciones en la expresion de los diferentes tipos de miARNSs,
estos patrones de expresion pueden ser heredados y dar lugar a una mayor probabilidad de

desarrollo de la enfermedad o una mayor agresividad (7, 8, 9, 10].

Los miARN forman parte, junto con piwi ARN (piARN) y ARN de interferencia (siARN) del
ARN no codificante (ncARN), es decir, que no se traduce a proteinas. Los miARN son
moléculas que regulan la expresion génica, a nivel postranscripcional. Para su formacion
(Ilustracion 1), en primer lugar, se forman unas horquillas dando lugar a pri-micro-ARN. A
continuacion, la proteina DROSHA (RNasa tipo III) corta la base de las horquillas formando
el pre-micro-ARN que se transporta desde el nucleo al citoplasma. Las horquillas son
fragmentadas por la proteina DICER en miARN que se encarga de reconocer la secuencia
diana. miARN requiere de una plataforma sobre la cual se puedan unir los factores
reguladores llamado Argo2, de esta manera, forman RISC que reconocen las secuencias

homologas de ARN mensajero y bloquean su traduccion o facilitan su degradacion [11].
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Estrés de dieta rica en grasa

La dieta rica en grasa a nivel metabolico produce una reduccion en las tasas de respiracion
mitocondrial y un aumento de la producciéon de ROS. Por otro lado, produce un cambio
drastico en el perfil de lipidos que se traduce en una disminucion de la proporcion de acidos
grasos saturados y monoinsaturados, mientras que se da un aumento de los acidos grasos
poliinsaturados que conduce a una mayor peroxidacion, es decir, una mayor degradacion
oxidativa de los lipidos [12].

Estudios previos en roedores han indicado que la dieta rica en grasa aumenta la
proliferacion y la resistencia a la quimioterapia del GB [13], asi como déficits de memoria
en la EA [14]. En D. melanogaster disminuye la esperanza de vida y la capacidad de trepar

y produce un aumento en la fragmentacion del suefio con la edad [15].

2.2 Glioblastoma

El GB es una neoplasia primaria maligna que cuenta con una supervivencia media de 14-15
meses con los tratamientos de reseccion quirurgica seguida de radioterapia y quimioterapia
[16]. Los tumores del encéfalo representan del 85 al 90% de todos los tumores primarios del
sistema nervioso central (SNC), siendo los glioblastomas el 38 % [17]. Los gliomas son un
grupo heterogéneo de tumores de las células gliales, entre ellos, los astrocitomas (astrocitos)

cuyo tumor mas agresivo (nivel IV de la OMS) es el GB [18].

En el 80% de los GB se encuentra una alteracion en la senalizacion de la via de tirosina
quinasas receptoras (RTK), siendo las mas comunes el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y las vias PI3K [16], cuyas mutaciones PIZK"""’[51] y EGFR* [52] se han
empleado en este proyecto para dar origen al GB.

EGFR interviene en la mediacion de la comunicacion entre células, el crecimiento celular,
la motilidad, la diferenciacion y el metabolismo [19]. La mutacion de este gen puede
promover una multitud de procesos bioldgicos pro-oncogénicos, incluida la proliferacion
celular, la angiogénesis, la inhibicion de la apoptosis, la motilidad celular, la adhesion y la
metdastasis [20]. Por otro lado, la via PI3K/AKT se activa resultado de la fosforilacion de
EGFR. Este proceso regula diferentes funciones celulares como la proliferacion, la apoptosis,

el metabolismo y los ciclos celulares [21].
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2.3 Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es un desorden neurolégico progresivo incurable que se
caracteriza por la pérdida de memoria, declive cognitivo y muerte neuronal [22]. Todavia
no se sabe la causa que provoca el desarrollo del Alzheimer, pero una caracteristica
patologica tipica es la formacion de placas amiloides (placas seniles o placas neuriticas) [22],
las cuales en este proyecto son inducidas en . melanogaster para el desarrollo del
Alzheimer.

Las placas amiloideas son depositos extracelulares del péptido beta amiloide (AB). Este
péptido causa disfuncion sinaptica y desconectividad de las neuronas que conducen al
deterioro cognitivo [23]. El péptido A deriva de la proteina precursora de amiloide (APP)
a través de la escision secuencial por 8-y y-secretasas [24]. La APP se ve modulada en
respuesta a una variedad de factores ambientales [25] y cuenta con funciones no vinculadas
al Alzheimer como la activacion de quinasas [26], la proteccion contra estrés oxidativo [31]

y la actividad antimicrobiana [25] entre otros.

La desregulacion de la sintesis, plegamiento y degradaciéon de AB [23] conduce a la
formacion de fibrillas insolubles [27], seguido de agregados de A3 que luego forman las
placas amiloides. Ademas, las vias de degradacion de proteinas no detectan ni eliminan por
completo el AB acumulado debido a las longitudes variables y los cambios
conformacionales asociados [23]. Las isoformas mas comunes son AB40 y ApB42
denominados asi por el numero de aminoacidos de su secuencia siendo esta ultima la mas

fibrogénica y con tendencia a agregar [27].

2.4 Drosophila melanogaster en investigacion genética

Desde 1910, D. melanogaster se ha empleado como excelente modelo de estudio debido a
su reducido tamano, rapido ciclo de vida y gran cantidad de descendientes lo que permite
estudiar enfermedades en menor tiempo. Su genoma estd completamente secuenciado
ademas de existir poderosas herramientas de mutagénesis dirigida como el sistema binario
UAS/Gal4 que permite el estudio de diversas patologias de interés. D. melanogaster cuenta
con un 60-70% de secuencia conservada con el genoma humano y mas del 75 % de los
genes causantes de enfermedades en humanos tienen homologos en D. melanogaster [16].
Sumado a esto, este organismo modelo no esta sujeto a las leyes éticas ni experimentacion

animal y supone un bajo coste de mantenimiento.
8
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D. melanogaster ha sido un modelo de eleccion para las investigaciones sobre la dindmica
neuronal, la memoria y las disfunciones asociadas con la agregacion de A 842 de la EA [23].
Por otro lado, la glia de D. melanogaster comparte las caracteristicas de las neoplasias de
vertebrados y se conservan las vias genéticas de la gliomagénesis. Existen ort6élogos unicos

para genes involucrados en la gliomagénesis, como EGFR (dEGFR) y PIK3CA (dp110) [16],

por lo que son un modelo practico y esencial para el estudio de enfermedades humanas.

3. OBJETIVOS

Este proyecto de fin de grado forma parte de un proyecto de mayor amplitud del laboratorio
MEHD. El objetivo general del proyecto consiste en estudiar cambios en las marcas
epigenéticas de la descendencia que afectan al desarrollo de una enfermedad consecuencia
de parentales expuestos a diferentes tipos de estrés ambiental; asi como marcas epigenéticas
de la descendencia que afectan a diferentes enfermedades consecuencia de parentales
expuestos a un solo tipo de estrés.

En concreto, este TFG trata de estudiar si el estrés por dieta rica en grasa en los parentales
afecta al numero y volumen de células gliales del Glioblastoma en la descendencia. Por otro
lado, estudiar si el estrés luminico en los parentales da lugar a cambios en la locomocion
de la descendencia con la Enfermedad de Alzheimer. Esto supone los primeros pasos para

posteriormente estudiar las marcas epigenéticas.

4. MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo el presente trabajo, 1. melanogaster se ha mantenido en condiciones
basales de 12 horas luz/oscuridad en incubadores [Camaras de Ambiente Controlado
(IBERCEX S.L.) Madrid, Espana] a 25 °C y en tubos de ensayo con papilla de levadura,

harina de maiz, glucosa, agar y acido propionico.

Para el desarrollo de las enfermedades, se ha empleado el sistema binario de expresion
Gal4/UAS (Ilustracion 2). Gal4 es un factor de transcripcion que se coloca en 3° de un
promotor que determina el tejido especifico en el que se expresara Gal4. Por otro lado, la
proteina resultante GAL4 se une a la secuencia activadora UAS (Upstream Activating
Sequence) de forma especifica. Dado que GAL4 no tiene dianas enddégenas en D.
melanogaster [28], esta union, activa la transcripcion del transgén que se encuentran en

5°de UAS. De esta forma, el transgén solo se activa en el tejido de interés.
9
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FO Q é &) %
Promotor Transgén
G4 ) x [(_uss (AB42)

m \'/

llustracion 2 Sistema binario Gal4/UAS en el que se muestra el
ejemplo de elavGAL4/UAS-Ap42 [Elaboracion propia Biorrender]

Ademads de este sistema, se emplearon cromosomas balanceadores debido a sus diferentes
funciones:

e Previenen la recombinacion homologa durante la meiosis gracias a regiones
invertidas, lo que permite mantener el cromosoma mutado intacto durante
generaciones. [29].

o Evita la pérdida de la mutacion a lo largo de las generaciones. Los balanceadores
portan mutaciones letales o estériles (Ilustracion 3) que impide el desarrollo del
organismo que porta balanceadores en homocigosis, aumentando asi la probabilidad
de la descendencia con la mutacion de interés [29].

e Facilita genotipar los stocks sin tener que realizar analisis genéticos. Ya que portan
marcadores visibles dominantes para el seguimiento de la herencia en los cruces,
como Cyo (alas curvas) (Ilustracion 3) o 7mb6b (extra-quetas en hombros de adulto y

larvas de menor tamano) [30].

T

mutacion balanceador mutacién
interés interés

FO

balanceador

il

llustracion 3 Representacion de los balanceadores y
marcador Cyo [Elaboracion propia Biorrender].
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En las cepas empleadas de este estudio (Tabla 1) fueron imprescindibles los balanceadores

y el sistema binario Gal4/UAS.

Cepa
El cromosoma I cuenta con el gen White (w) cuya mutacion da
lugar a ojos de color blanco.
elavGald + En el cromosoma II tiene elav Gal4, elav es un promotor
: Cyo ¥ especifico de neuronas y en el cromosoma homologo se

encuentra el balanceador Cyo.

El cromosoma III es silvestre.

| UAS — PI3K dp110: UAS — EGFRA +
W’ UAS — PI3K dp110: UAS — EGFRA’ +

En el cromosoma Il cuenta en homocigosis con los oncogenes
UAS-PI3K """’ : UAS-EGFR* (OnX) para el desarrollo del GB.

~UAS - CD8 — GFP Repo Gal4
’ Cyo " TM6B

En el cromosoma II tiene UAS-CDS-GFP, CDS8 es una proteina
transmembrana que se emplea con GFP (Green Fluorescent
Protein) para observar las membranas verdes cuando se aplica
fluorescencia. Mientras que en el cromosoma homologo
encontramos el balanceador Cyo.

En el cromosoma IIl se encuentra repoGal4d, repo que es el
promotor especifico de las células gliales. En el cromosoma
TM6b, el unico

homologo encontramos el balanceador

balanceador observable en larvas.

UAS — ABA2 UAS — CD8 — GFP
Wi o TM6B

En el cromosoma II cuenta con UAS-AGF42 que de lugar al

péptido cuya acumulacion da lugar a la EA.

.UAS—LacZ ) +
Wi UAS—Lacz’ ¥

En el cromosoma Il tiene UAS-LacZ, LacZ es un gen reportero

que se emplea como control.

; se empleado para separar pares de cromosomas

/ se empleado para separar cromosomas homologos

Tabla I Cepas transgénicas de D. melanogaster empleadas y las funciones de las distintas construcciones genéticas.

4.1 Estudio de estrés por dieta rica en grasa en Glioblastoma

4.1.1 Puesta a punto de la papilla con dieta rica en grasa
Se estudiaron dos concentraciones de aceite de coco virgen [Aceite de coco virgen

(Laboratorios Almond, S.L.) Murcia, Espana] compuesto por un 94,5% de acidos grasos

saturados. En primer lugar, se estudio al 20% aplicandose una concentracion de 0,945g/ml

de grasas saturadas de aceite de coco. Para estudiar al 10% de dieta rica en grasa se empleo

11
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una concentracion de 0,57g/ml de grasas saturadas de aceite de coco que se mezcld con la

papilla.

4.1.2 Induccidn del estrés por dieta rica en grasa
Se han introducido hembras y machos adultos w;

UAS—CD8—GFP |

repo Gal4

Cyo

en tubos con dieta
TM6B

rica en grasa 10% y 20%. La generacion resultante es la que ha sido expuesta al estrés ya

que el periodo de mayor alimentacion de 1. melanogaster es el larvario.

Para el control se han empleado tubos con papilla sin aceite de coco virgen.

4.1.3 Cruces para el desarrollo del Glioblastoma
Se han llevado a cabo 8 cruces (Tabla 2) para inducir el desarrollo del GB y estudiar el

estrés por dieta rica en grasa.

Desarrollo de Glioblastoma

Control de Glioblastoma

UAS—-CD8—GFP

OV ; UASSCDB-GFP . repoGalt (ory 0 2, UAS-PISK:UAS-EGFR ., + Y w; ; LepoGalt yppy W 4w KL L b
’ Cyo * " TM6B ’ UAS—PI3K: UAS—EGFR ’ + Cyo TM6B Lacz = +
F)) *w,; —JA5_CD8-GFP ., RepoGalt )+, UAS-CDB=GFP . Repo Gais
UAS-PI3K: UAS—EGFR + 1 Lacs ; "
' UAS—-CD8-GFP ' + . UAS—CD8—GFP  +
UAS—PI3K: UAS-EGFR ' TM6B ; Lacz S TMeB
. UAS—PI3K: UAS—EGFR _ Repo Gal 4 LacZ Repo Gal4
) C 0 ) + W; — ; —
y Cyo +
W UAS-PI3K: UAS—EGFRA |+ LacZ "
; ; . Lacz |
Cyo TM6B ' Cyo ' TMeB
v . UAS—CD8—GFP _ repo Gal4 _ UAS-PI3K: UAS—EGFR _ + v . UAS—CD8-GFP _ repo Gal4 _LacZ _ +
9 w; ) o w,; - y T 9 w; ) OW, —,;, —
Cyo TM6B UAS-PI3K: UAS—EGFR ’ + Cyo TM6B Lacz ' +
F « UAS—-CD8-GFP . Repo Gal4 F % . UAS—CD8-GFP _ Repo Gal4
l) ’ ’ 1) w; ’
UAS-PI3K: UAS—EGFR + LacZ +
UAS—-CD8-GFP + W UAS—CD8-GFP _  +
’ UAS—PI3K:UAS—EGFR ' TM6B LacZ " TM6B
. UAS—-PI3K: UAS—EGFR  Repo Gal 4 . LacZ  RepoGal4
’ Cyo ’ + ’ Cyo ’ +
W UAS—PI3K: UAS—EGFR _  + CLacZ _  +
’ Cyo " TM6B ’ cyo ’ TM6B
v . UAS—PI3K:UAS—EGFR _ + . UAS—CD8—GFP _ repo Gal4 v LacZ _ + . UAS—CD8—GFP _ repo Gal4
QT w; - ;- X dws ; HFD) | @ w; — ;- X dw; ; (HFD)
UAS—PI3K: UAS—EGFR ’ + Cyo TM6B Lacz ' + cyo TM6B
* UAS-CD8—-GFP . Repo Gal4 * . UAS-CD8—-GFP  Repo Gal4
Fl) w; )’ Fl) w; )’
UAS-PI3K: UAS—EGFR + LacZ +
UAS—-CD8-GFP + W UAS—CD8—GFP _  +
’ UAS—PI3K:UAS—EGFR ' TM6B ’ LacZ " TM6B
. UAS—-PI3K: UAS—EGFR  Repo Gal 4 . LacZ  RepoGal4
’ Cyo ’ + ’ Cyo ’ +
. UAS-PI3K: UAS—EGFR .+ CLacZ _  +
’ Cyo " TM6B ’ cyo ’ TM6B
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91/ ; UAS—-PI3K: UAS—EGFR ; + 3 W UAS—CD8-GFP ; repo Gal4 EEV ; LacZ ; + dw: UAS-CD8-GFP ; repo Gal4
UAS-PI3K: UAS—EGFR ’ + Cyo TM6B LacZ ' + Cyo TM6B
Fl) * : UAS-CD8—-GFP : repo Gal4 Fl) *W; UAS-CD8-GFP . repo Gal4
UAS—-PI3K: UAS—EGFR + LacZ +
UAS-CD8-GFP o+ . UAS—CD8—GFP _  +

’ UAS-PI3K: UAS—EGFR ’ TM6B Wi LacZ " TM6B
. UAS—-PI3K: UAS—EGFR  repo Gal 4 . Lacz  repoGal4

W Cyo ’ + W cyo ’ +
. UAS—PI3K: UAS-EGFR . + CLacz |+
! Cyo " TM6B Wi Cyo ’ TMéB

* Genotipo experimental el cual porta el sistema binario Gal/UAS. El resto de los genotipos son controles los cuales no portan
uno de los componentes del sistema binario. Las D. melanogaster adultas que porten alas curvas o extra-quetas se separaron
en diferentes tubos.

Tabla 2 Cruces llevados a cabo para el desarrollo del glioblastoma

Con la aparicion de pupas, la F, (parentales) se desecho y la F, (primera descendencia) se

trasladd a nuevos tubos para evitar mezclarse con la F, (segunda descendencia).

4.1.4 Diseccion e Inmunomarcaje de cerebro larva D. melanogaster
Previamente se ha descrito que la expresion de EGFR y de PI3K en las células gliales

aumenta el numero de estas [33, 34] y del volumen de su membrana [34]. Para estudiar el
numero de las células gliales llevamos a cabo un inmunomarcaje del nucleo y para el estudio

del volumen se seleccionan aquellas larvas con UAS-CDS-GFP.

Para el mantenimiento de los tejidos durante las disecciones, se ha empleado el tampon
fosfato salino (PBS). Se han seleccionado aquellas que portan el UAS-CD8-GFP mediante un
microscopio de fluorescencia y se han descartado aquellas portadoras del balanceador
TM6b (fenotipicamente son larvas de menor tamaro).

Para las disecciones, se secciona transversalmente el cuerpo de la larva y se desecha la
parte inferior de esta. A continuacién, se empuja la cabeza hacia el interior de la secciéon
para que la pared interna quede expuesta al exterior.

La fijacion se llevd a cabo con formaldehido 4% (FA) durante 25 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se realizaron tres lavados consecutivos con PBT (PBS + triton
0,3%) en agitacion lenta durante 10 minutos cada uno y a temperatura ambiente.

Finalmente, se incubaron en solucion de bloqueo (PBT 0,3% + BSA 5%) a 4°C.

Para el Inmunomarcaje, se empled el anticuerpo primario mouse anti-repo en solucion
bloqueo (1:200) y se incub6 a 4°C durante toda la noche.

13




Universidad
Europea MADRID

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con PBT y se incub6 con el anticuerpo secundario
conjugado con un fluorocromo 546 anti-mouse. Se prepar6 en solucion de bloqueo (1:200),
durante dos horas en agitacion, oscuridad y a temperatura ambiente. Se realizaron tres
lavados con PBT y finalmente se incubo con el medio de montaje (Vectashield mounting

medium) con DAPI a 4°C.

En cuanto al montaje, se realizd en un portaobjetos aplicandose el medio de montaje

(Vectashield mounting medium) con DAPI y se almacen¢ a 4°C.

4.1.5 Microscopia confocal cerebro larva D. melanogaster y analisis de imagen
Para la toma de imagenes se empled6 un microscopio confocal Leica SP5 (Leica

Microsystems), tomadas en un objetivo 20X en inmersion, cada 1,5um en el eje Z.

El analisis se llevo a cabo mediante el empleo del software IMARIS (www.bitplane.com) que
permite cuantificar la cantidad de sefal fluorescente de una imagen 3D tomada mediante
microscopia confocal. Gracias a ello, es posible cuantificar el numero de células que
contienen un marcador y el volumen que ocupa la sefial fluorescente de dicha imagen.

Posteriormente mediante Leica LAS X LS se editaron y guardaron las imagenes.

4.1.6 Analisis estadistico del numero de células gliales y volumen de la membrana
Para realizar los andlisis estadisticos de los datos obtenidos se empled el programa

GraphPadPrism 5 (www.graphpad.com). Al ver que los datos obtenidos no seguian una
distribucién normal debido a que contaba con una n menor de 6, se llevo a cabo un analisis
de Kruskal-Wallis seguido del test de Dunn de comparaciones multiples para comparar los
diferentes genotipos e identificar diferencias significativas. El valor minimo escogido para

considerar una diferencia como estadisticamente significativa fue de p<0,05.

4.2 Estudio de estrés luminico en Alzheimer

4.2.1 Induccion de estrés luminico
Datos previos de este laboratorio (MEHD) han demostrado que las alteraciones inducidas

por la luz se heredan especificamente por via materna, por esta razon soélo se sometio al

estrés luminico a hembras virgenes.
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Para llevar a cabo este estrés, se han recolectado en un tubo con papilla hembras virgenes

elav Gal4 UAS—-AP42 . UAS-CD8—-GFP

! TM6B

de D. melanogaster w; , hembras virgenes w; y hembras

Cyo

’ LacZz + . .
virgenes w; % ;T que han sido estresadas con luz permanente 24h durante 7 dias y una

temperatura constante de 25°C en una posicion perpendicular a la luz.

4.2.2 Cruces para el desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer
Se han llevado a cabo 8 cruces (Tabla 3) para inducir el desarrollo de la EA y estudiar el

efecto del estrés luminico.

Desarrollo de Alzheimer Control de Alzheimer
OV w; UAS—AB42 | UAS—CD8—GFP (Luz) X J w elav Gala  + O w; LacZ ¥ (Tuz) X D w elavGald , +
) Cyo ’ TMGB O ) Cyo » 7 LacZ ~ + Cyo +
LacZ +
F " UAS—-AB42  UAS—CD8—-GFP F) *w;, —/ .=
1) w; H elav Gald * +
elav Gal4 +
LacZ +
UAS-AB42  + w; =2 X
W, ————, cyo ' +
Elav Gal4 TM6B
W . UAS=AB42  UAS-CD8-GFP
’ Cyo ’ +
_UAS-ABa2 |+
W ) - )
Cyo TM6B
, elav Gal4 UAS—-CD8—-GFP
W ) )
Cyo +
. elavGald | +
W ) - )
Cyo TM6B
0" w; UAS-AP42 | UAS—CD8=GFP - 7. elavGald  + QVw; Lt g, davtalt L *
) Cyo ’ TM6B C ) Cyo ’ Y Lacz = + Cyo +
Lacz +
UAS-AB42 UAS—CD8—GFP F oy, —=— s 2
Fl) *w; H 1) ’ elav Gald ’ +
elav Gal4 +
LacZ +
UAS-AB42 + w; ;=
W, ———, cyo ' +
elav Gal4 TM6B
W . UAS=AB42  UAS-CD8-GFP
’ Cyo ’ +
_UAS-ABa2 |+
W ) - )
Cyo TM6B
, elav Gal4 = UAS—-CD8—-GFP
W ) )
Cyo +
. elavGald | +
W ) - )
Cyo TM6B
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14 elavGald + UAS—-AB42 UAS—-CD8-GFP 174 elavGald + LacZ +
Q' w; ——; - (Luz) X Jw; ; w; ——; - (Luz) X dw; i
Cyo + Cyo TM6B Ccyo + LacZ ~ +
F) . UAS—AB42  UAS—CD8—GFP F) *w: elav Gals | +
. . ] ]
! " elav Gald ’ + Lacz +
LacZ +
_ UAS-AB42 4+ Wi~
elav Galsa ' TM6B yo o~ +
W . UASZAB42 | UAS—CD8-GFP
! Cyo ’ +
UAS—-AB42 +
W, ————,
Cyo TM6B
, elav Gal4 = UAS—-CD8—-GFP
! Cyo ’ +
. elavGald | +
’  cyo ' TMéB
v . elavGald =+ . UAS-AB42 UAS—CD8-GFP 14 , elavGald =+ L Lacz  +
9 w; y 7 o w,; ) 9 w; T (? ] y 7
Cyo + Cyo TM6B Cyo LacZ ~ +
F) . UAS—AB42  UAS—CD8—GFP F) *w; elav Gald | +
. . ;
! elav Gald ’ + Lacz +
LacZ +
| UAS-AB42 _  + Wi~
’ elav Gal4 ’ TM6B yo o~ +
W . UASZAB42 | UAS—CD8-GFP
! Cyo ’ +
UAS—-AB42 +
W, ————,
Cyo TM6B
, elavGal4 UAS—-CD8—-GFP
! Cyo ’ +
. elavGald | +
’  cyo ' TMéB

* Genotipo experimental el cudl porta el sistema binario Gal/UAS. El resto de los genotipos son controles
los cuales no portan uno de los componentes del sistema binario. Las D. melanogaster adultas que porten
alas curvas o extra-quetas se separaron en diferentes tubos.

Tabla 3 Cruces llevados a cabo para el desarrollo de Alzheimer

Con la aparicion de pupas, la F, se desecho para evitar mezclar F, y F,. Durante dos dias se
recolectaron D. melanogaster adultas F, para evitar que hubiera una diferencia en el
envejecimiento entre estas. F, se fue cambiando a tubos nuevos regularmente para evitar

mezclar la F, y la F,.

4.2.3 Analisis Geotaxis Negativa
La geotaxis negativa (NG) es la capacidad de las moscas para moverse verticalmente cuando

se asustan. Es una medida importante del comportamiento locomotor que disminuye con la
edad en D. melanogaster y comunmente se utiliza en el estudio de diferentes enfermedades
del SNC vy trastornos del neurodesarrollo [32]. La locomocioén se ve afectada por la
enfermedad del Alzheimer debido a la disminucion del numero de sinapsis [23]. Por ello, se

puede estudiar la evolucion de la enfermedad mediante la geotaxis negativa [49].
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Se trata de un experimento a ciegas en el que se emplearon tubos sin papilla numerados y
con una marca a los 5 cm.

Se procedié golpeando cada tubo en la parte inferior 3 veces y se anotaron aquellas que
superaron la marca de los 5 cm tras 8 segundos. Para este proceso, se realizaron 8 replicados
por cada genotipo y se llevd a cabo tres dias por semana [proceso puesto a punto
previamente en el laboratorio MEHD].

Mediante las anotaciones, se realizd la media de las 8 repeticiones y se calculo el porcentaje
en funcion del total de moscas para obtener el porcentaje de locomocion. A continuacion,
se realizaron graficas del porcentaje de locomocion en funcién de los dias de vida ya que

es importante el periodo de vida para la evolucion de la EA.

4.2.4 Analisis Estadistico de la Locomocion
Mediante el programa GraphPadPrism 5 (www.graphpad.com) se calcularon las lineas de

regresion para obtener las pendientes de los resultados. De esta forma se obtuvieron graficas
de la locomocion respecto a los dias en los que se hace la prueba ya que aqui no es tan
importante conocer el envejecimiento sino la pendiente. De esta forma, conociendo la

pendiente se pueden comparar dos genotipos de interés.

5. RESULTADOS

5.1 Estudio de estrés por dieta rica en grasa en glioblastoma

5.1.1 Puesta a punto de la papilla con dieta rica en grasa
La papilla con el 20% de aceite de coco virgen supuso una elevada mortalidad, lo que derivo

en un menor numero de larvas las cuales no llegaron a salir de la pupa (Ilustraciéon 4). En
cuanto a la papilla con el 10% de aceite de coco virgen, hubo una menor mortalidad y un
mayor numero de larvas de las cuales un porcentaje salié de las pupas. Por esta razon, se
empleod el 10% de aceite de coco virgen para llevar a cabo los experimentos de estrés por

dieta rica en grasa.

llustracion 4 Imdgenes tomadas en el laboratorio de los tubos de
ensayo con aceite de coco virgen al 20% Yy D. melanogaster RepoGal4.
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5.1.2 Numero y volumen de células gliales

Datos previos de este laboratorio (MEHD) indicaron que la letalidad causada por el GB en

la descendencia de D. melanogaster sometidas a estrés luminico se ve acelerado un 30%.

Por esta razon se ha querido determinar si el estrés de dieta rica en grasa también afecta al

desarrollo de este tipo de tumor.

Para ello, se ha estudiado el numero de células gliales y el volumen de su membrana en

cerebros de larva descendientes de parentales expuestos a HFD con induccion del GB. Estos

datos experimentales se han comparado con su control positivo, es decir, aquellos con

induccion del GB sin estrés y también con su control negativo, aquellos sin induccion de

GB ni expuestos a estrés. El numero de células gliales se ha podido estudiar gracias al

inmunomarcaje con el anticuerpo anti-repo que se observa

membrana se pudo estudiar mediante CD8-GFP que se observa

© UAS-LacZ ©Q UAS-Lacz QrepoGal4 (HFD)
X X X
JrepoGal4 (HFD) JdrepoGal4 JUAS-LacZ

Células gliales

pu—
100

Volumen de
células gliales

foo7m g P foomh 1057im
Q UAS-PI3K %0 UAS-EGFR" @ UAS-PI3K %% UAS-EGFR? QrepoGal4 (HFD)
X X X
JdrepoGal4 (HFD) JdrepoGal4 JUAS-PI3K %110 UAS-EGFR?

Células gliales

100 prh 100 m

pom—
100 s

Volumen de
células gliales

4—i
100 gm

pu—
100

en rojo y el volumen de

en verde (Ilustracion 5).

QrepoGal4

x
JUAS-Lacz

100 tim

4
100 gm

QrepoGal4
X
JUAS-PI3K ®10: UAS-EGFR?

llustracion 5 Imagenes de microscopia confocal de cerebros de larvas D. melanogaster. En rojo se observan
los nuicleos de las células gliales y en verde el volumen de membrana de estas células. Escala de 100 um.
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Mediante el programa GraphPad Prism, se ha llevado a cabo el analisis de imagen del
numero de células y del volumen de membrana (Ilustracion 6). De esta forma, se ha podido
determinar que no hay diferencias significativas en cuanto al numero de células gliales en
ninguno de los cruces llevados a cabo (Anexo 9.2 Tabla 7). Respecto al volumen de
membrana, solo se obtuvo una diferencia significativa en la descendencia del cruce
® repoGal4 (HFD) x & UAS-PI3K *"'°: UAS-EGFR* respecto al control positivo ® UAS-PIZK
P10 UAS-EGFR* x &' repoGald (Anexo 9.2 Tabla 8).

A) ) "
Q
» 5000+ E 2.0x107
5 )
% 4000- o 1.5.107-
S n . 2 S5 |
gg 30001 s BE 1007 > 4 %
— (3] LOx b -
£ 200 = \ _E = s 2 -I_ &
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3 1000- g
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ANV N S 'be,(‘ 2 RN & 2 & &L
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&R ‘0(0 X @ o(b RO Q‘G 6{0 @Q o & S
Q@ 0@ & & Qe' 3 0@ &
&3 R & € A R

llustracion 6 Diagramas obtenidos a partir de GraphPad (***p<0,0001). (A) Numero de células gliales (B)
volumen de la membrana. OnX es el correspondiente a UAS-PI3K #'10: UAS-EGFR*

5.2 Estudio de estrés luminico en Alzheimer

El andlisis de geotaxis negativa ha permitido seguir el avance de la EA para poder
comprobar en primer lugar que la locomocion se ve afectada por la EA. Asi como estudiar

si la luz afecta a la evoluciéon de la locomocion tanto en control como en la EA.

Con el programa GraphPad Prism se han analizado los datos de la geotaxis negativa y se
han obtenido una serie de pendientes pertenecientes a la evolucion de la locomocion de

cada genotipo (Tabla 4).

Tabla 4 Pendiente de la linea de regresion calculada por GraphPad Prism

Pendiente evolucion de locomocion (a excepcion de portadores de Cyo)
O UAS-A 542 R elavGald @ UAS-Lacz o UAS-Lacz @ elavGald 9 elavGald
X (Luz) (Luz)
X ' UAS- X X X X
o' elavGald A542 P elavGald o' elavGald FUAS-Lac SN UAS-LacZ
-12,14 -14,64 -0,9127 -1,887 -1,836 0,805
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Como se puede observar en la Ilustracion 8, el analisis de locomocion entre los genotipos
permite detectar diferencias significativas entre el control negativo y el desarrollo de la EA
(control positivo). De esta forma, se ha podido corroborar que el Alzheimer afecta a la
locomocion ya que la diferencia de las pendientes entre control y EA es significativa
(Ilustracion 8). Ademas de ello, se ha observado vientre hinchado (Ilustracion 7) en hembras

lo cudl es un efecto propio de la enfermedad [35].

llustracion 8 Imagen tomada en el laboratorio en el que se
aprecia el vientre hinchado de A) Hembra UAS-Ap42
elavGal4 con respecto a su control B) Hembra elavGal4/Cyo.
A) B)

150 1504

-+ EA
-8 Control

-+ EA

-©- Control

100 100

% locomocion
% locomocion

50— 50+

0 2 4 6 8 10 0
Test

Test

llustracion 7 Grdfica del porcentaje de locomocion respecto al numero de pruebas. A) Desarrollo de la EA corresponde al
genotipo UAS-AP42/elavGald resultante del cruce QUAS-AP42 X QelavGald. El control, corresponde al genotipo
LacZ/elavGald resultante del cruce @ UAS-LacZ X $elavGal4. B) Desarrollo de la EA corresponde al genotipo elavGal4/UAS-
AP42 resultante del cruce QelavGald X 3 UAS-AB42. El control corresponde al genotipo elavGal4/UAS-LacZ resultante del
cruce Q elavGal4 X 3 UAS-LacZ.

LacZ . , -
22 _ . X con vy sin estrés luminico, se

Por otro lado, al comparar los genotipos control w; ——
elav Gal4 ~ +

ha obtenido que la luz no afecta a la locomocioén ya que las pendientes (Tabla 4) obtenidas

por GraphPad indican que no hay diferencias de pendiente significativas (Ilustracion 9).

A) 1104
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107 -e- Control (Luz)
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80 80
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Test

70
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llustracion 9 Grdfica del porcentaje de locomocion respecto al nimero de pruebas. A) Control (luz) corresponde al genotipo
elavGal4/UAS-LacZ resultante del cruce QelavGald (luz) X 3UAS-LacZ. El control, corresponde al genotipo elavGal4/UAS-
LacZ resultante del cruce QelavGald (luz) X SUAS-LacZ. B) Control (luz) corresponde al genotipo UAS-LacZ/elavGal4d
resultante del cruce @ Lacz (Luz) X SelavGald. El control, corresponde al genotipo UAS-LacZ/elavGal4 resultante del cruce 9
Lacz X SelavGal4.
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Con respecto al efecto de la luz en el desarrollo de la EA en la descendencia, puesto que
los dias de vida son esenciales en la evolucion de la EA, el analisis de datos se ha realizado
en funcion de los dias de vida para determinar el dia en el que disminuye de forma relevante
la locomocién. Se ha tenido en cuenta que los genotipos resultantes de los cruces & UAS-
ApB42X elavGaldy  elavGald (Luz) X o UAS-A 42 contaban con dos dias mas de vida

en la primera prueba, la cual ademas se realizo 10 dias antes del resto de cruces.

UAS—AB4-2 UAS-CD8-GFP d
; el cruce
! +

En el caso de comparar la descendencia experimental w; pr—

Q UAS-AF 42X o elavGal4 con y sin luz (Tabla 5 e Ilustracion 10). Se ha obtenido que el
primer genotipo en contar con una disminucion relevante proveniente de parentales

sometidos a luz, con una diferencia de 3 dias (Tablab).

. . AS—A AS—CD8-G
En cuanto a la descendencia experimental w ; Uelav Gf :f .Y f 8-CFP del cruce % elavGald X

d'UAS-A 42 con y sin luz (Tabla 6 e Ilustracion 11) el primer genotipo en contar con una
disminucion relevante proveniente de parentales sin someterse a estrés luminico con una

diferencia de 3 dias.

Tabla 5 Porcentaje de locomocion en el que se compara el desarrollo de la EA y de la EA con parentales expuestos a estrés
luminico. En rojo se sefiala el dia en el que se ve una disminucion significativa de la locomocion.

Dias de vida [1]2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12 13 14 15 16 17
Q UAS-AB42(LUZ) UAS-
X AB42/elavGal4; 94,4% 72,2% 98,2% 85,9% 81,2% 39,06%
JelavGal4 CD8-GFP
1[2]3]a 5 6 7 s 9 10 (11| 12 [13] 14 15 16 17 | 18 19
Q UAS-AB42 UAS-
X AB42/elavGal4; 93,75% 93,4% 88,2% 73,53% 37,5% 37,5%
Jd'elavGal4 CD8-GFP

Q UAS-AB42 (LUZ) X T'elavGal4
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&
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E  80,00% ke 1 >
8 D,
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8
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llustracion 10 Grafica de la evolucion del porcentaje de locomocion respecto a los dias de vida. Se compara el desarrollo
de la EA y de la EA con parentales expuestos a estrés luminico procedentes del cruce Q UAS-AB42 X SelavGal4.
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Tabla 6 Porcentaje de locomocion en el que se compara el desarrollo de la EA y de la EA con parentales expuestos a estrés
luminico. En rojo se sefiala el dia en el que se ve una disminucion significativa de la locomocion.

Dias de vida | 1 | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 | 17
UAS-
Q elavGal4 X
& UAS.AB AB42/elavGald; 98,3% 82,5% 82,13% 60,58% 54,54% 26,14%
-AB CD8-GFP
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Dias de Vida

llustracion 11 Grdfica de la evolucion del porcentaje de locomocion respecto a los dias de vida. Se compara el desarrollo
de la EA y de la EA con parentales expuestos a estrés luminico procedentes del cruce QelavGald X & UAS-AP42.

6. DISCUSION

6.1 Estudio de estrés por dieta rica en grasa en glioblastoma

En el laboratorio (MEHD) tras analizar el efecto de la luz en el GB, se quiso continuar con

el estudio del efecto del estrés de dieta rica en grasa en este tipo de tumor. Para ello, se ha

analizado el numero de células gliales y el volumen de membrana de estas células.

En cuanto a la puesta a punto del porcentaje de aceite de coco virgen. La alta mortalidad
ante el 20% de concentracion puede haberse debido por el bloqueo de los espiraculos que
son orificios respiratorios situados en el exoesqueleto. En otros estudios se ha logrado
trabajar con una dieta rica en grasa de un 20% de aceite de coco [36], esto puede deberse

al modo de produccion de la papilla. En este laboratorio (MEHD) se introduce la glucosa al
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inicio y llega a 120°C lo que cristaliza la glucosa y puede producir una papilla de mayor
viscosidad.

Para posteriores réplicas, se recomienda realizar un analisis de supervivencia, por otro lado,

en la papilla agregar la glucosa tras la subida de temperatura de 120°C.

Respecto a los datos del analisis del numero y volumen de membrana de células gliales, no
se ha obtenido una diferencia significativa entre el desarrollo del GB (control positivo) y los
controles negativos. No tener control positivo dificulta el andlisis de los datos y la discusion

de los mismos. La falta de control positivo se ha podido deber a una mala seleccion de los

UAS_CDB-GFP . repoGalt (Tgpla 2) ya que a pesar de haber

genotipos experimentales w ;
UAS-PI3K: UAS—EGFR +

seleccionado aquellos con UAS-CDS-GFP con el microscopio de fluorescencia (4.1.4) a la
hora de descartar aquellas larvas con 7M6b puede haber habido algun error.

Solo se ha encontrado una diferencia significativa en el volumen de membrana del genotipo

experimental w ; ——25_¢P8-CFP . ”"”"f“” resultante del cruce ¢ UAS-PI3K *''°: UAS-EGFR’

UAS—PI3K: UAS—-EGFR

X d'repoGal4 en comparacion con ¢ repoGald HFD x & UAS-PI3K *''°: UAS-EGFR* que
cuenta con un mayor volumen (Anexo 9.2 Tabla 8). El numero de células en esta misma
comparacion, aunque segun el analisis empleado no es significativo, si que es en el que se
alcanza mayor diferencia (Anexo 9.2 Tabla 7). Esto pondria en duda las conclusiones a las
que se llegd en el laboratorio MEHD de que la dieta rica en grasa tiene un mayor impacto
en la viabilidad de F, por via paterna. Sin embargo, para validar el experimento deberia

realizarse de nuevo disponiéndose de un control positivo y un tamano de muestra mayor

(n).

En este proyecto de fin de grado es la primera vez que se estudia el efecto de la dieta rica
en grasa en el desarrollo del GB en la descendencia, sin embargo, los resultados obtenidos
no se pueden contrastar con otros estudios, ya que estos no apoyan los resultados obtenidos.
Esto se debe a que en los padres expuestos a HFD disminuye la expresion de miARN let-7
en la descendencia F1 y F2 [54]. Por otro lado, sabemos que miARN let-7 ejerce un efecto
antitumoral y su expresion reducida aumenta la agresividad del GB [53, 55]. Por esta razon,
se podria plantear la hipotesis de que la exposicion paterna a HFD disminuya la expresion

de miARN let-7, se transmita a través de las células espermadticas alterando los tejidos
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metabolicos de la descendencia. De esta manera, la expresion disminuida en la

descendencia de miARN let-7 favoreceria la proliferacion del GB.

Para posteriores estudios, tras el analisis del numero y volumen de células gliales, se plantea
llevar a cabo un estudio de geotaxis negativa para estudiar la sinapsis ya que la variante
PI3KCA (también conocida como proteina pl110) se manifiesta con una remodelacion de la
sinapsis [37]. De esta forma obtener informacion no solo a nivel celular sino también de la
respuesta fisiologica. Debido a la letalidad del tumor, este proceso se llevaria a cabo
mediante el sistema de represion GalSOTS (temperatura-sensitive) que inactiva el sistema
Gal4/UAS cuando D. melanogaster se mantiene a 17°C. De esta forma, se mantendrian a
17°C hasta que llegaran a estado adulto momento en el que se incuban a 29°C para inactivar

el sistema Gal80TS y activar asi el sistema Gal4/UAS [56].

Seria recomendable, exponer al estrés no solo a D. melanogaster portadoras de repoGal4,
sino también de aquellas portadoras de UAS-PISK *''°:UAS-EGFR* v UAS-LacZ. De esta
forma, poder contemplar mas posibilidades y estudiar el origen de las marcas epigenéticas.
Por otra parte, también se propone estudiar la F, para poder diferenciar la herencia de las
marcas epigenéticas respecto el efecto materno, ya que las hembras contienen todos los
huevos en su interior y al ser estresadas puede producir modificaciones en los huevos sin
ser heredados [38, 39, 53]. También se contempla el empleo de una dieta rica en azucares
para el estudio en la descendencia ya que se ha visto que el azucar paterno controla la
adiposidad de la descendencia en D. melanogaster [40] asi como afecta a los niveles de
triglicéridos, la fecundidad, la duracion de la vida [41] y la supervivencia de algunos tumores

como el GB [42].

6.2 Estudio de estrés luminico en Alzheimer

Al igual que en el laboratorio (MEHD) se estudio el efecto de la luz en el GB, se propuso
estudiar el efecto de la luz en la EA. Para ello, se llevo a cabo el analisis de Geotaxis Negativa
en el que proyectos previos estudian el descenso de la locomocion en D. melanogaster

mutados con UAS-AF 4243, 44].
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Los resultados de los controles negativos no han mostrado un descenso de la locomocion,
de esta manera contamos con un buen control para poder compararlo con la evolucion de
la EA. Respecto a los controles positivos se ha visto un descenso significativo de la
locomocion, por lo que podemos corroborar la pérdida de locomociéon de la EA y asegurar
un correcto desarrollo de esta enfermedad.

En cuanto al efecto de la luz en el desarrollo de la EA en la descendencia, los resultados
indican que los genotipos procedentes del cruce ¢ UAS-A542 (Luz) X o' elavGald, el estrés
luminico acelera el descenso de la locomocion 3 dias (Tabla 5 e Ilustracion 10). En cuanto
al cruce { elavGald (Luz) X "UAS-AF 42, el estrés luminico ralentiza el descenso de la
locomocion 3 dias (Tabla 6 e Ilustracion 11). Estas diferencias son resultado del estrés
luminico ya que al comparar los controles positivos de ambos cruces (Tabla 4), se obtiene
una mayor pendiente (-14,64) en el cruce % elavGal4 X 5" UAS-A 42, es decir un descenso
de la locomocion mas rapido, mientras que en el cruce { UAS-AF42 X oelavGald el
descenso de la locomocion se ve ralentizado ya que tiene una pendiente de -12,14.

Se podria suponer de esta informacion que, el estrés luminico afecta a las hembras

portadoras de UAS-AG42.

Diferentes hipotesis se pueden plantear para explicar estos resultados. En primer lugar, que
la luz de lugar a un cambio de micro RNA que pueda ser heredado y esto provoque una
desregulacion de la histona acetiltransferasa (HAT) TIP60 que se encarga de acetilar
residuos de lisina en las histonas H2A, H3 y H4 [45,24]. Esta desregulacion, puede dar un
aumento de la acetilacion de la histona H3K27 (H3K27ac) en los que se ven alterados varios
genes vecinos en los que se incluye APP que codifica para la (APP) [46] y de la acetilacion
de la histona H3K9 (H3K9ac) promoviendo la neurodegeneracion por A 342 [47]. De esta
forma, se ampliaria la neurodegeneracion de la EA. También se podria contemplar como
causa el estrés oxidativo ROS que se produce ante el estrés luminico [4] y podria afectar a
los huevos. Esto, sumado al ROS que produce la EA y tiene un importante papel en su
patologia [24], supondria un cambio en la evolucion de la EA.

Pero esto no explicaria por qué no hay una aceleracion de la neurodegeneracion en la
descendencia del cruce % elavGal4 (Luz) X o UAS-A S 42ya que en los dos cruces se heredan

las mismas modificaciones.
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A pesar de ello, solo es el comienzo y no se puede llegar a ninguna conclusion. Para
posteriores estudios se plantea llevar a cabo replicaciones al mismo tiempo con todos los
genotipos y analisis de supervivencia. Tras ello, se repetirian los cruces y en el dia previsto
de disminucion de la locomocion se realizarian disecciones en libro de D. melanogasterpara
estudiar la sinapsis con microscopia confocal. Finalmente, un analisis de qRT-PCR para
comprobar los cambios en la expresion de ARN vy andlisis de Secuenciacion de
Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChIP-sequencing) para detectar interacciones ADN-
proteina como la acetilacion de histonas ya que es la marca epigenética mayormente

implicada en la EA [24, 46].

Por otro lado, la forma tradicional de geotaxis negativa que se ha empleado en este estudio
es tedioso, laborioso y hay mucha variabilidad entre las diferentes pruebas. Por esta razon,
se propone el empleo del andlisis de geotaxis negativa itinerativa rapida (RING) un método
para el estudio a gran escala en el que se fotografia simultdneamente la escalada de multiples
grupos de moscas cuando se golpean manualmente en tubos de ensayo [48]. También existe
una forma automatizada (aRING) que emplea un motor eléctrico para golpear los tubos y un

programa para analizar la altura de escalada [49].

7. CONCLUSIONES

- El estrés luminico no afecta a la locomocion en individuos sanos.

- La Enfermedad del Alzheimer provoca un descenso de la locomocion y se sugiere que

este descenso depende del cruce realizado.

- El estrés luminico afecta a las hembras portadoras de A 842 acelerando la evolucion

de la Enfermedad del Alzheimer.

- El porcentaje de aceite de coco virgen idoneo es del 10% para papilla en el que se

vierte glucosa antes del aumento de temperatura hasta 120°C.

- En cuanto al efecto de la dieta rica en grasa en el desarrollo del GB en la descendencia
no se ha podido dilucidar ninguna suposicion, sin embargo, se han planteado diversas

soluciones, métodos experimentales e hipotesis para posteriores estudios.
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9.Anexos

9.1 Contribuciéon al Medio Ambiente

El empleo de D. melanogaster en vez de otras especies como ratones,

reduce

considerablemente la cantidad de residuos que se producen en el laboratorio. Por otra parte,

el estudio de la herencia epigenética es un factor importante para las especies que se

enfrentan a cambios ambientales rapidos como consecuencia al cambio climatico.

9.2 Numero y volumen de células gliales Graphpad Prism

Tabla 7 Numero de células gliales GraphPad Prism

N° de células

Dunn's multiple comparisons test Mea(ljr;ﬁrank Significant? | Summary
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra LacZ x Macho 5,6 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra LacZ x Macho HFD 13,6 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra OnX x Macho repo 18,4 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra Repo HFD x Macho LacZ 2,85 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra Repo HFD x Macho OnX -6,4 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra Repo x Macho LacZ -0,15 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra Repo x Macho OnX 5,267 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra LacZ x Macho HFD 8 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra OnX x Macho repo 12,8 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra Repo HFD x Macho LacZ -2,75 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra Repo HFD x Macho OnX -12 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra Repo x Macho LacZ -5,75 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra Repo x Macho OnX -0,3333 No ns
Hembra LacZ x Macho repo HFD vs. Hembra OnX x Macho repo 4.8 No ns
Hembra LacZ x Macho repo HFD vs. Hembra Repo HFD x Macho LacZ -10,75 No ns
Hembra LacZ x Macho repo HFD vs. Hembra Repo HFD x Macho OnX -20 No ns
Hembra LacZ x Macho repo HFD vs. Hembra Repo x Macho LacZ -13,75 No ns
Hembra LacZ x Macho repo HFD vs. Hembra Repo x Macho OnX -8,333 No ns
Hembra OnX x Macho repo vs. Hembra Repo HFD x Macho LacZ -15,55 No ns
Hembra OnX x Macho repo vs. Hembra Repo HFD x Macho OnX -24,8 No ns
Hembra OnX x Macho repo vs. Hembra Repo x Macho LacZ -18,55 No ns
Hembra OnX x Macho repo vs. Hembra Repo x Macho OnX -13,13 No ns
Hembra Repo HFD x Macho LacZ vs. Hembra Repo HFD x Macho OnX -9,25 No ns
Hembra Repo HFD x Macho LacZ vs. Hembra Repo x Macho LacZ -3 No ns
Hembra Repo HFD x Macho LacZ vs. Hembra Repo x Macho OnX 2,417 No ns
Hembra Repo HFD x Macho OnX vs. Hembra Repo x Macho LacZ 6,25 No ns
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Hembra Repo HFD x Macho OnX vs. Hembra Repo x Macho OnX 11,67 No ns
Hembra Repo x Macho LacZ vs. Hembra Repo x Macho OnX 5,417 No ns
Tabla 8 Volumen de membrana de las células gliales GraphPadPrism

Volumen

Dunn's multiple comparisons test Me?jr;ﬁrank Significant? | Summary
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra LacZ x Macho -5,417 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra LacZ x Macho HFD -2,393 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra OnX x Macho repo 11,05 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra Repo HFD x Macho LacZ -2,75 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra Repo HFD x Macho OnX -15,25 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra Repo x Macho LacZ -3 No ns
Hembra OnX x Macho repo HFD vs. Hembra Repo x Macho OnX -2,083 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra LacZ x Macho HFD 3,024 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra OnX x Macho repo 16,47 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra Repo HFD x Macho LacZ 2,667 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra Repo HFD x Macho OnX -9,833 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra Repo x Macho LacZ 2,417 No ns
Hembra LacZ x Macho repo vs. Hembra Repo x Macho OnX 3,333 No ns
Hembra LacZ x Macho repo HFD vs. Hembra OnX x Macho repo 13,44 No ns
Hembra LacZ x Macho repo HFD vs. Hembra Repo HFD x Macho LacZ -0,3571 No ns
Hembra LacZ x Macho repo HFD vs. Hembra Repo HFD x Macho OnX -12,86 No ns
Hembra LacZ x Macho repo HFD vs. Hembra Repo x Macho LacZ -0,6071 No ns
Hembra LacZ x Macho repo HFD vs. Hembra Repo x Macho OnX 0,3095 No ns
Hembra OnX x Macho repo vs. Hembra Repo HFD x Macho LacZ -13,8 No ns
Hembra OnX x Macho repo vs. Hembra Repo HFD x Macho OnX -26,3 Yes *
Hembra OnX x Macho repo vs. Hembra Repo x Macho LacZ -14,05 No ns
Hembra OnX x Macho repo vs. Hembra Repo x Macho OnX -13,13 No ns
Hembra Repo HFD x Macho LacZ vs. Hembra Repo HFD x Macho OnX -12,5 No ns

Hembra Repo HFD x Macho LacZ vs. Hembra Repo x Macho LacZ -0,25 No ns

Hembra Repo HFD x Macho LacZ vs. Hembra Repo x Macho OnX 0,6667 No ns

Hembra Repo HFD x Macho OnX vs. Hembra Repo x Macho LacZ 12,25 No ns

Hembra Repo HFD x Macho OnX vs. Hembra Repo x Macho OnX 13,17 No ns
Hembra Repo x Macho LacZ vs. Hembra Repo x Macho OnX 0,9167 No ns
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9.3 Graficas de lineas de regresion del analisis GN en Alzheimer Graphpad Prism
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Hustracion 12 A) Diagrama de evolucion de la EA respecto a EA procedente de parentales expuestos a estrés luminico del cruce S
UAS-A4B42 X & elavGalA.

B) Diagramas de evolucion de la EA respecto a EA procedente de parentales expuestos a estrés luminico del cruce QelavGal4d X
QUAS-AP42.

C) Diagrama de los controles con el balanceador Cyo en el que vemos un comportamiento similar.
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