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Titulo del Proyecto de Investigacion Acreditado

Receptores Cys-loop: Desde el funcionamiento molecular hasta sus aplicaciones como blancos
terapéuticos.

Resumen del proyecto

En el sistema nervioso, el receptor nicotinico a7 tiene implicaciones significativas en
funciones cognitivas, la atencion y la memoria. Ademas, a7 se expresa en células no
neuronales, incluyendo células del sistema inmunolégico, la glia y las células epiteliales,
donde ejerce un efecto protector y antiinflamatorio. Hay amplia evidencia que respalda la
potenciacion de a7 como una estrategia terapéutica prometedora para tratar diversos
trastornos neurodegenerativos, incluyendo enfermedad de Alzheimer y Parkinson,
neurolégicos, incluyendo esquizofrenia y dolor, e inflamatorios. Sin embargo, la
complejidad de su funcionamiento ha dificultado su desarrollo como blanco farmacoldgico.
Nuestro objetivo es descifrar el funcionamiento molecular del receptor a7 en su contexto
celular y desarrollar nuevos compuestos potenciadores con proyeccién hacia su
implementacién como blanco terapéutico. Abordaremos la modulacién de la funcionalidad
del receptor a7 desde diferentes perspectivas. Desde una perspectiva terapéutica,
desarrollaremos compuestos moduladores alostéricos positivos de a7 con el fin de
proponer nuevas moléculas lideres con potencialidad terapéutica. También
determinaremos las bases estructurales de la accién moduladora de cannabidiol sobre a7,
de relevancia farmacolégica. Desde una perspectiva fisioldgica, analizaremos cémo la
activacion de otros receptores que podrian integrarse en complejos macromoleculares con
a7, como el B2-adrenérgico, el NMDA-R y el EGFR, modula el funcionamiento del receptor
a7, afectando la respuesta celular global. Ademas, determinaremos la estequiometria y
propiedades funcionales de receptores heteroméricos conteniendo la subunidad a7. Desde
una perspectiva patoldgica, investigaremos como el estrés oxidativo afecta el
funcionamiento del receptor y su accion protectora asociada a condiciones de
neurodegeneracion. El proyecto incluye técnicas de cultivo celular y de biologia molecular,



expresion heterdloga de receptores, registros electrofisiolégicos de canales unitarios y de
corrientes macroscoépicas, microscopia confocal, y ensayos in silico y herramientas
computacionales.

Plan de trabajo Resumido

Para el proyecto de POIB se abordara el estudio de la modulacion de a7 por especies
reactivas de oxigeno (ROS) y expresidon y caracterizacion de a7 en células no neuronales de
epitelio pigmentario de la retina. Se investigara la presencia de a7, elimpacto del estrés
oxidativo intracelular en la actividad del receptor a7 y se analizara elrolde a7 en la
proteccion contra el dafno oxidativo, imitando situaciones patolédgicas.

Los objetivos especificos son:

1. Caracterizacion de la expresiéony funcionalidad de a7 en células de epitelio
pigmentario de retina (RPE) como modelo de células no neuronales. Se explorara la
presencia de a7 en RPE, su actividad metabotrdépicayionotropica, y se
determinaran los efectos de su activacion en la proteccion contra el estrés oxidativo
generado por diferentes tipos de insultos, tales como los asociados a la edad o
enfermedad de Alzheimer.

2. Determinacioén delimpacto del estrés oxidativo intracelular sobre la expresiony
actividad de a7. Se establecera si el aumento de niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) resultante de diferentes insultos se acompafna de cambios en el
patron de expresion y/o en las actividades ionotrépica y metabotropica de a7.

Descripcion de las actividades a realizar

Se utilizara la linea celular D407 de epitelio pigmentario o sistemas de expresion
heteréloga mediante transfeccion de a7 en células de mamifero.

- Para medir cambios en la actividad funcional se realizaran registros electrofisioldgicos de
corrientes unitarias para evaluar la funcién ionotrépica, mientras que para la
metabotropica se recurrira a la medicion de calcio intracelular tras la activacion con ACh
utilizando sondas fluorescentes y microscopia confocal de fluorescencia, o se mediran
vias de sefalizacidn tras la activacién de a7 mediante gPCR.

-Para medir cambios en el nivel de expresion, se realizaran ensayos de binding con a-
bungarotoxina (antagonista competitivo) marcada con Alexa 488, inmunocitoquimica con
un anticuerpo anti-a.7, o se expresara la subunidad a7 con la proteina mCherry
incorporada. Se medira la fluorescencia por microscopia confocal, fluorimetro de placa, o
citometria de flujo y se determinara la proporcién de expresidon entre membrana e interior
celular.

-Para la generacion del estrés oxidativo se incubaran las células que expresan a7 con
diferentes compuestos que induzcan la produccidon enddgena de ROS, para
posteriormente evaluar la funcidon del receptor.



El proyecto incluye el aprendizaje de técnicas de cultivo celular, transfeccion, patch clamp
para registros de canales Unicos y el andlisis, unién de ligandos marcados, microscopia,
fluorescenciay qPCR.

Cuatrimestre: Segundo

Cupo de alumnos: 2

Carga horaria semanal: 6 hs

Modalidad de Evaluacién:
¢ Entrega de un informe con formato de trabajo cientifico

¢ Exposicidn Oral: Se realizara en presencia de todos los alumnos de la materiay los
profesores respectivos y al menos un integrante de la CCB (hasta 15 minutos)



