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RESUMEN 

 

En esta Tesis doctoral se profundizó en el estudio de la interacción lípido-

receptor de acetilcolina nicotínico (AChR) en dos aspectos: por un lado, el 

mecanismo de inhibición de ácidos grasos libres (AGLs), antagonistas no 

competitivos del AChR, y por el otro, la ubicación del AChR en dominios líquido-

ordenados (Lo) condicionada por dos características particulares de la membrana. 

Con la finalidad de dilucidar el mecanismo de antagonismo de los AGLs sobre 

el AChR, se utilizaron AGLs con un doble enlace único en diferentes posiciones de 

una cadena acílica de 18 átomos de carbono. Estudios funcionales realizados con la 

técnica de patch-clamp han mostrado que solo el cis-6-18:1 y el cis-9-18:1 reducen la 

duración del estado de canal abierto del receptor, sugiriendo, por lo tanto, un 

mecanismo de bloqueo alostérico del canal. Mediante espectroscopía de fluorescencia 

se comprobó que todos los AGLs se ubican en la interfase lípido-AChR, quedando el 

cis-6-18:1 restringido a los sitios denominados sitios anulares, mientras que el resto 

de los AGLs ocupa también sitios no-anulares. Por otro lado, estudios de polarización 

de fluorescencia mostraron que el AGLs cis-9-18:1 es el que ocasiona el mayor 

desorden en la membrana. Se comprobó i) que todos los cis-AGLs generan cambios 

conformacionales del AChR a nivel transmembrana, ii) que los cis-9-18:1, cis-11-

18:1 y cis-13-18:1 perturban al AChR en su estado de reposo e iii) que los cis-6-18:1 

y cis-9-18:1 son los que causan una mayor perturbación del estado desensibilizado. 

De esta manera, la posición e isomería del ángulo de torsión de los AGLs insaturados 

serían un factor clave en el bloqueo del AChR, sugiriendo entonces que los AGLs con 

un único doble enlace y ubicados superficialmente en la membrana inhiben en forma 

directa la función del AChR, posiblemente al perturbar una secuencia aminoacídica 
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transmembrana involucrada en los cambios alostéricos necesarios para la apertura del 

canal iónico. 

Se postula que en la membrana plasmática el AChR se encuentra en dominios 

lipídicos denominados “balsas” (“rafts”). Sin embargo, el AChR no muestra 

preferencia por dominios Lo en sistemas modelo compuestos por esfingomielina 

(SM), colesterol (Col) y POPC (1:1:1), pero sí lo hace un segmento transmembrana 

(γM4) que exhibe mayor contacto con los lípidos. Es decir, su distribución no 

dependería exclusivamente de sus propiedades intrínsecas sino también de señales 

extrínsecas a la proteína. En este trabajo de Tesis se estudió la posible partición 

diferencial del AChR en los dominios Lo en dos sistemas modelo diferentes en 

función de: a) la presencia de diferentes especies puras de SM en la membrana, y b) la 

existencia de asimetría transbicapa en el sistema modelo, mediante el agregado de SM 

de cerebro (bSM) en la hemicapa externa. Tanto la existencia de asimetría como la 

presencia de 16:0-SM o 18:0-SM, en comparación con las bSM y 24:1-SM, producen 

una partición preferencial del AChR en los dominios Lo. De este modo, la localización 

del AChR en estos dominios depende no solo de sus propiedades sino también de las 

características propias de la membrana en la que se encuentra. 

Entender la interacción lípido-AChR es de gran importancia para determinar 

tratamientos que puedan mejorar o inhibir la función del AChR y tratar enfermedades 

que lo involucren.   
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ABSTRACT 

In this Ph. D. thesis the understanding of the lipid-niconitic acetylcholine 

receptor (AChR) interaction was furthered in two aspects, namely the inhibition 

mechanism of free fatty acids (FFA), non-competitive AChR antagonists, and AChR 

location in liquid-ordered (Lo) domains conditioned by two membrane characteristics. 

To elucidate FFA’s antagonism mechanism, FFA with only one double bond in 

different positions of an 18-carbon acyl chain were tested on AChR. Patch-clamp 

functional studies showed that only cis-6-18:1 and cis-9-18:1 reduce the duration of 

the AChR open state, thus suggesting an allosteric blocking mechanism. Fluorescence 

spectroscopy measurements demonstrated that all FFA locate in the AChR-lipid 

interfase, with cis-6-18:1 restricted to anular sites, while the rest of the FFA tested 

also ocupy non-anular sites. Fluorescence polarization studies showed that cis-9-18:1 

causes the highest membrane disorder of all FFA tested. It was determined that i) all 

cis-FFA generate AChR conformational changes at a transmembrane level, ii) only 

cis-9-18:1, cis-11-18:1 and cis-13-18:1 disturb AChR resting state and iii) cis-6-18:1 

and cis-9-18:1 are the ones that cause the highest disturbance of the desensitized state. 

Thus, the position and isomerism of the torsion angle of unsaturated FFAs are 

probably a key factor in terms of AChR blockage, possibly by perturbing a 

transmembrane aminoacidic sequence involved in the allosteric changes necessary for 

ion channel gating. 

In the plasma membrane, AChR is postulated to be located in lipid domains 

known as rafts. However, AChR shows no preference for Lo domains in model 

systems – composed of sphingomyelin (SM), cholesterol (Chol) and POPC (1:1:1) –, 

but a transmembrane segment (γM4) that in closest contact with lipids does have 
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preference for them. This means that AChR distribution seems not to exclusively 

depend on its intrinsic properties but on signals external to the protein. In this Ph. D. 

thesis a posible differential AChR partitioning in Lo domains was studied in two 

model systems as a function of a) the presence of different pure SM species in the 

membrane and b) the existence of transbilayer asymmetry in the model system, by the 

addition of brain SM (bSM) in the external hemilayer. Both asymmetry and the 

presence of either 16:0-SM or 18:0-SM, in comparison with bSM or 24:1-SM, lead to 

an AChR preferential partitioning in Lo domains. AChR location in these domains 

depends not only on its properties but also on the characteristics of the membrane in 

which the ion channel is immersed.  

Understanding lipid-AChR interaction is of great importance to determine 

treatments that can either improve or inhibit AChR function and, this, in turn, will 

help determining the treatment of diseases in which AChR is involved.   
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fluorescent cholesterol analog 
dehydroergosterol induces liquid-ordered 
domains in model membranes. Chemistry 
and Physics of Lipids, 159(2):114–118, 
2009. 
 
Gautam M., Noakes P. G., Moscoso L., Rupp 
F., Scheller R. H., Merlie J. P., y Sanes J. R. 
Defective neuromuscular synaptogenesis in 
agrin-deficient mutant mice. Cell, 85:525–
535, 1996. 
 



	  

	  	  

146	  

Giniatullin R., Nistri A., y Yakel J. 
Desensitization of nicotinic ach receptors: 
shaping cholinergic signaling. Trends in 
Neurosciences, 28(7):371–378, 2005. 
 
Glass D. J., Bowen D. C., Stitt T. N., 
Radziejewski C., Bruno J., Ryan T. E., Gies 
D. R., Shah S., Mattsson K., Burden S. J., 
et al.. Agrin acts via a musk receptor 
complex. Cell, 85(4):513–523, 1996. 
 
Goñi F.M. The basic structure and dynamics 
of cell membranes: An update of the Singer–
Nicolson model. Biochimica et Biophysica 
Acta, 1838:1467–1476, 2014. 
 
Gri G., Molon B., Manes S., Pozzan T., y 
Viola A. The inner side of t cell lipid rafts. 
Immunology Letters, 94(3):247–252, 2004. 
 
Gutierrez-Merino C., de Romanelli I., 
Pietrasanta L., y Barrantes F. 
Preferential distribution of the 
fluorescent phospholipid probes nbd-
phosphatidylcholine and rhodamine-
phosphatidylethanolamine in the exofacial 
leaflet of acetylcholine receptor-rich 
membranes from Torpedo marmorata. 
Biochemistry, 34(14):4846–4855, 1995. 
 
Hall Z. W. y Sanes J. R. Synaptic 
structure and development: the 
neuromuscular junction. Cell, 72:99–121, 
1993. 
 
Hamilton S., Pratt D., y  Eaton D. 
Arrangement of the subunits of the 
nicotinic acetylcholine receptor of Torpedo 
californica as determined by α-neurotoxin 
crosslinking. Biochemistry, 24(9):2210–
2219, 1985. 
 
Hammond A., Heberle F., Baumgart T., 
Holowka D., Baird B., y Feigenson G. 
Crosslinking a lipid raft component 
triggers liquid ordered-liquid disordered 
phase separation in model plasma 
membranes. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of 
America, 102(18):6320–6325, 2005. 
 
Hamouda A. K., Sanghvi M., Sauls D., 
Machu T. K., y Blanton M. P. Assessing the 
lipid requirements of the Torpedo californica 

nicotinic acetylcholine receptor. 
Biochemistry, 45(13):4327-4337, 2006. 
 
Harder T. y Engelhardt K. R. Membrane 
domains in lymphocytes–from lipid rafts to 
protein scaffolds. Traffic, 5(4):265–275, 
2004. 
 
Harper C. M., Fukodome T., y Engel A. G. 
Treatment of slow-channel congenital 
myasthenic syndrome with fluoxetine. 
Neurology, 60(10):1710–1713, 2003. 
 
Harris F., Best K., y Bell J. Use of laurdan 
fluorescence intensity a n d  polarization 
to distinguish between changes in 
membrane fluidity a n d  phospholipid 
order. Biochimica et Biophysica Acta 
(BBA) - Biomembranes, 1565(1):123–128, 
2002. 
 
Hartig P. y Raftery M. Preparation of 
right-side-out, acetylcholine receptor 
enriched intact vesicles from Torpedo 
californica electroplaque membranes. 
Biochemistry, 18(7):1146–1150, 1979. 
 
Haydar S. N., y Dunlop J. Neuronal nicotinic 
acetylcholine receptors-targets for the 
development of drugs to treat cognitive 
impairment associated with schizophrenia 
and Alzheimer's disease. Current Topics in 
Medicinal Chemistry, 10(2):144–152, 2010. 
 
Hishikawa D., Shindou H., Kobayashi S., 
Nakanishi H., Taguchi R., y Shimizu T. 
Discovery of a lysophospholipid 
acyltransferase family essential for 
membrane asymmetry a n d  diversity. 
Proceedings of the National Academy of 
Sciences, 105(8):2830–2835, 2008. 
 
Holloway P. A simple procedure for removal 
of triton x-100 from protein samples. 
Analytical Biochemistry, 53(1):304–308, 
1973. 
 
Horváth L., Arias H., Hankovszky H., Hideg 
K., Barrantes F., y Marsh D. Association 
of spin-labeled local anesthetics at the 
hydrophobic surface of the acetylcholine 
receptor in native membranes from 
Torpedo marmorata. Biochemistry, 
29(37):8707–8713, 1990. 



	  

	  	  

147	  

 
Huang, J., y Feigenson, G. W. A microscopic 
interaction model of maximum solubility of 
cholesterol in lipid bilayers. Biophysical 
Journal, 76(4):2142-2157, 1999. 
 
Hughes B. W., Kusner L. L., y Kaminski H. 
J. Molecular architecture of the 
neuromuscular junction. Muscle & Nerve, 
33(4):445–461, 2006. 
 
Hurst R., Rollema H., y Bertrand D. 
Nicotinic acetylcholine receptors: From 
basic science to therapeutics. 
Pharmacology & Therapeutics, 137(1):22-
54, 2013.  
 
Jaikishan S. y Slotte J. P. Effect of 
hydrophobic mismatch and  
interdigitation on sterol/sphingomyelin 
interaction in ternary bilayer membranes. 
Biochimica et Biophysica Acta -
Biomembranes, 1808(7):1940–1945, 2011. 
 
Jain M. K. y White H. Long-range order in 
biomembranes. Advances in Lipid 
Research, 15:16̶0, 1977. 
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