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Resumen del Proyecto

El receptor de acetilcolina nicotinico (nAChR) es el responsable de desencadenar la contraccién muscular, y en
el sistema nervioso central participa en los procesos cognitivos, de la memoria, de la audicién, etc. Asimismo,
alteraciones en la funcion y en la estructura del nAChR han sido reportadas en patologias tales como Miastenia
Gravis, epilepsias hereditarias, Enfermedad de Alzheimer (EA), entre otras. El nAChR es una proteina integral de
membrana, y la unién del neurotransmisor acetilcolina en su parte extramembrana conduce a una cascada de
cambios conformaciones que finalizan a nivel transmembrana en la apertura de un canal iénico intrinseco y la
consiguiente depolarizacion de la membrana. Se considera que la intima relacion del nAChR con la membrana,
en particular con los lipidos que la forman y las caracteristicas biofisicas particulares que le confieren, son
fundamentales para su correcto funcionamiento. Cambios en la composicion lipidica de la membrana ocurren a lo
largo de la vida, y perturbaciones a estos cambios se registran en determinadas patologias, como en la EA,
asignandole un rol fundamental a la membrana en la fisiopatologia de la misma. En la ejecucion de esta practica
de investigacion se profundizara en las bases moleculares ain no conocidas de la fisiologia del nAChR en relacion
con los lipidos de la membrana y el impacto de las perturbaciones lipidicas descritas en la EA. Asi, se propone
estudiar el efecto de las propiedades de las membranas sobre la conformacion, distribucién y funciéon del nAChR
empleando distintos sistemas modelo

Plan de trabajo

En esta practica se propone avanzar en la comprension de las bases moleculares de la modulacion de los
receptores de acetilcolina nicotinicos (NAChR) a nivel transmembrana, y del impacto de perturbaciones en la
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de un entorno lipidico apropiado para su buen funcionamiento. Entonces,
surge el interrogante de cémo influye la membrana, con sus lipidos
particulares y sus asimetrias, en el acoplamiento/desacoplamiento entre




los dominios de unién de agonista y poro del canal del nAChR y en su localizacion en dominios lipidicos
particulares. Ademas, teniendo en cuenta la reciente relacion postulada entre cambios en la composicion lipidica
de la membrana, con una pérdida de asimetrias, en la EA, se estudiaran condiciones de membrana que simulen
las perturbaciones descriptas en esta patologia. Se espera que los resultados obtenidos ayuden a esclarecer las
condiciones necesarias para potenciar la sefializacion colinérgica en la EA y/o patologias semejantes.

Objetivo General a desarrollar durante el desarrollo de esta asignatura. Identificar factores de membrana que
actuando a nivel del dominio transmembrana del nAChR modulen la funcién. Conociendo que la distribucion,
funcién y conformacion del nAChR estan condicionadas por sefiales provenientes de la membrana celular, tales
como su composicion y asimetria lateral y transversal, se realizaran
estudios en sistemas modelo con una composicion lipidica tal que
simule condiciones fisiolégicas o condiciones fisiopatoldgicas (EA).
Se prepararan diferentes sistemas modelo, con incorporacién del
nAChR purificado previamente. Se realizardn estudios de
espectroscopia de fluorescencia para correlacionar el estado
conformacional del nAChR frente a las diferentes condiciones de
membrana, paralelamente a estudiar las propias condiciones
biofisicas de dichas membranas; y de microscopia confocal para
develar la distribucion del nAChR en las diferentes condiciones
estudiadas (en la imagen se muestra una imagen de microscopia
confocal de liposomas unilamelares gigantes (GUVs), como ejemplo
de los experimentos a realizar).

Descripcion de las Actividades a realizar

Purificacion del nAChR de érganos de Torpedo californica por fraccionamiento subcelular y columnas de afinidad
y reconstitucion en liposomas unilamelares grandes (LUVs, large unilamelar vesicles) mediante didlisis y gigantes
(GUVs, giant unilamelar vesicles) mediante electroformacion, con diferentes composiciones de lipidos.
Generacion posterior de asimetrias transbicapa recurriendo a diferentes estrategias tales como particién de
determinados lipidos y/o exposicion de los liposomas a determinadas enzimas hidroliticas y/u oxidativas.
Visualizacion de la distribucién del nAChR en dominios de membrana por microscopia confocal. Estudio de la
conformacion del nAChR y de las propiedades biofisicas de la membrana por espectroscopia de fluorescencia.
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Modalidad de Evaluacion:
e Entrega de un informe con formato de trabajo cientifico
e  Exposicién Oral: Se realizara en presencia de todos los alumnos de la materia y los profesores
respectivos y al menos un integrante de la CCB (hasta 15 minutos)




