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Resumen del Proyecto (no mayor de 250 palabras)

La sefializacién colinérgica es esencial en diversos procesos fisiolégicos, incluyendo funciones cognitivas,
motoras, neuroendocrinas, parasimpaticas y sensoriales. Este proceso depende del neurotransmisor acetilcolina,
el receptor de acetilcolina (nAChR) y la enzima acetilcolinesterasa (AChE). En patologias como la enfermedad de
Alzheimer (EA), la pérdida de sefializacién colinérgica en el sistema nervioso central es un factor clave. Los
tratamientos actuales de la EA buscan mejorar la potenciacién colinérgica. La membrana bioldgica, con una
distribucion asimétrica de lipidos, desempefia un papel crucial y experimenta cambios composicionales tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas. En la EA, los péptidos beta amiloides (AB) extracelulares forman placas
seniles, y las especies oligoméricas y monomeéricas solubles de A son las principales causantes de la disfuncién
sinaptica. La interaccion entre el péptido AB y los lipidos de membrana es un area de investigacion activa. Los
lipidos son fundamentales en la agregacion y particion del péptido AB en la membrana, en la conformacion y
funcion del nAChR, y en la interaccion entre ambos. La presencia y distribucion de colesterol son especialmente
relevantes. Por lo tanto, es crucial profundizar en el mecanismo de agregacion de los péptidos AB solubles, el
papel de los lipidos de membrana, las consecuencias a nivel de membrana y el impacto sobre la sefial colinérgica.
Comprender estos aspectos es esencial para avanzar en el desarrollo de estrategias farmacoldgicas que
modifiquen estos procesos, mejorando la sefal colinérgica y reduciendo la oligomerizacion del péptido AB y el
dafo a nivel de membrana. Estos objetivos constituyen el foco principal del presente proyecto.

Plan de trabajo (resumido)

El plan de trabajo se centra en avanzar en la comprension de las bases e
moleculares de la modulacion de los receptores de acetilcolina nicotinicos = i
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Enla EA, la pérdida de sefalizacion colinérgica en el sistema nervioso central '
es un factor clave, y los tratamientos actuales buscan mejorar esta =
sefializacion. El nAChR, una proteina transmembrana perteneciente a la
superfamilia de canales i6nicos activados por ligando, requiere un entorno lipidico apropiado para su buen
funcionamiento. Se investigara como la membrana, con sus lipidos particulares y asimetrias, influye en el
acoplamiento/desacoplamiento entre los dominios de unién de agonista y el poro del canal del nAChR y en su
localizacién en dominios lipidicos especificos. Ademas, se estudiaran las condiciones de la membrana que
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simulen las perturbaciones descritas en la EA, como los cambios en la composicién lipidica y la pérdida de
asimetrias.

En la EA, los péptidos beta amiloides (AB) extracelulares forman placas seniles, y las especies oligoméricas y
monomeéricas solubles de AB son las principales causantes de la disfuncién sinaptica. La interaccion entre el
péptido AB vy los lipidos de membrana es un area de investigacion activa, ya que los lipidos son fundamentales
en la agregacion y particion del péptido AR en la membrana y en la funcion del nAChR. Profundizar en estos
mecanismos y en el papel del colesterol es crucial para desarrollar estrategias farmacolégicas que mejoren la
sefializacion colinérgica y reduzcan la oligomerizacion del péptido AB y el dafio a nivel de membrana.

Objetivos propuestos durante el desarrollo de esta asignatura

Objetivo General:

En esta asignatura se propone evaluar en primera instancia la agregacion del péptido Ap mediada por la AChE y
el impacto que esto tiene sobre el estado conformacional del NAChR y en segunda instancia la potencial mitigacion
de los efectos observados mediante el agregado de moléculas especificas potenciadoras de la sefial colinérgica
actuando a mas de un nivel (multitarget drugs). Particularmente nos focalizaremos en los acidos grasos
poliinsaturados omega-3 como el EPA y el DHA en su forma no esterificada.

Objetivos especificos:
1. a. Evaluar la agregacion del péptido AB en ausencia y presencia de AChE, para determinar el nivel de
potenciacion mediada por dicha enzima.

1.b. Evaluar los efectos de los acidos grasos omega-3 sobre la agregacion del péptido Ap mediada por AChE.
1.c. Evaluar la actividad de la AChE en cada una de las condiciones estudiadas en los items 1.a 'y 1.b.

2.a. Estudiar la interaccion y el efecto de los oligdmeros del péptido AP sobre el NAChR recurriendo a estudios del
estado conformacional del nAChR por espectroscopia de fluorescencia.

2. b. Dilucidar la potencial mitigacion o reversion del efecto de los oligémeros del péptido Af sobre el nAChR por

la presencia de acidos grasos omega-3.

Descripcion de las Actividades a realizar:

1. Obtencion de acidos grasos:

Los acidos grasos poliinsaturados omega-3 (EPA y DHA no esterificados) seran aislados y purificados mediante
cromatografia (TLC, HPLC) a partir de suplementos nutracéuticos y cuantificados por GC.

2. Péptido AB:

Se utilizara el péptido 1-40 AR (Sigma-Aldrich) disuelto en DMSO y almacenado a -20 °C. La
oligomerizacion/fibrilacion se inducird agregandolo al sistema de estudio a una concentacion 2 uM e incubando a
37 °C con agitacién controlada, hasta las 72 horas.

3. Inhibicion de la AChE:

Se realizara la medicion de la actividad de AChE empleando el método de Ellman, empleando AChE y
acetiltiocolina como sustrato. La absorbancia se medira a 405 nm, calculando la actividad enzimatica a partir de
la pendiente de la linea obtenida y expresandola como porcentaje respecto a un control. Se calculara el valor de
IC50 de los compuestos en presencia y ausencia del péptido Ap.

4. Efectos sobre la agregacion del péptido AB:

Se realizaran estudios de dot blot y tioflavina T.

Dot blot: Se sembraran alicuotas de las muestras a distintos tiempos de incubacién en membranas de
nitrocelulosa y se tratara con anticuerpos especificos para oligomeros y fibrillas (A11 y OC).

Tioflavina T: Luego del agregado de la sonda tioflavina T a las muestras, se medira la intensidad de fluorescencia
a 490 nm.

5. Estado conformacional del nAChR:

Se analizara el cambio conformacional del nAChR en presencia y ausencia del péptido AB, solo o con
carbamilcolina, usando el colorante fluorescente CrV en membranas ricas en AChR de T. californica. Se realizaran
estudios de titulaciéon con CrV y se obtendran curvas de concentracién para calcular la KD en diferentes
condiciones experimentales.

La preparacion de membranas ricas en AChR se realizara a partir de érganos eléctricos de T. californica, se
homogeneizara el tejido en frio, se realizaran centrifugaciones diferenciales para obtener membranas crudas, y




se utilizaran gradientes de sacarosa para purificarlas. Las membranas seran caracterizadas mediante dosajes
de proteinas, ensayos de unién con a-bungarotoxina radiactiva y geles de poliacrilamida.
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