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RESUMEN 

Esta tesis se centra en investigar la topología y las etapas iniciales de la biogénesis del 

Dominio I (DI) del canal de sodio NALCN humano y la proteína no estructural NSP4 del 

SARS-CoV-2. 

NALCN desempeña un papel clave en el sistema nervioso central, habiéndose vinculado 

algunas mutaciones a trastornos del neurodesarrollo, como el síndrome CLIFAHDD. 

Recientemente se ha resuelto la estructura de NALCN confirmando que contiene cuatro 

dominios estructurales (dominios I-IV), y cada uno de ellos está formado por seis 

segmentos transmembrana (TM) (S1-S6). Es importante destacar que un tercio de las 

mutaciones relacionadas con el síndrome CLIFAHDD ocurren en el DI, siendo éstas 

especialmente abundantes en su hélice TM S6. En esta tesis nos centramos en 

investigar la topología y las etapas iniciales de la biogénesis del DI de NALCN en 

membranas biológicas. Descubrimos que, aunque la primera región hidrofóbica 

direcciona la proteína a la membrana, hasta que no aparece el S3, la proteína no se 

inserta adecuadamente en ella. Por otro lado, exploramos experimentalmente y por 

simulaciones de dinámica molecular el impacto de las mutaciones CLIFAHDD descritas. 

Los resultados muestran que estas mutaciones no afectan a la inserción de S6 en la 

membrana. Sin embargo, observamos que algunas mutaciones modifican la flexibilidad 

y las interacciones entre los residuos de una región de S6 responsable de la apertura 

del canal, mientras que otras mutaciones provocan la reorganización de residuos en la 

membrana. Todos estos cambios a nivel estructural podrían a su vez generar 

alteraciones en la funcionalidad de NALCN. 

La proteína no estructural 4 (NSP4) del SARS-CoV-2 juega un papel crucial en los 

reordenamientos de membrana y la formación de vesículas de doble membrana que son 

esenciales para la síntesis y replicación eficiente del RNA viral. Debido a las 

inconsistencias encontradas en las predicciones computacionales, en esta tesis hemos 

abordado la caracterización estructural de la proteína, con el objetivo de determinar su 

topología, el número de segmentos TM y las posibles modificaciones co- y/o post-

traduccionales. Observamos que al expresar individualmente la proteína NSP4 en 

células humanas, ésta se integra en la membrana co-traduccionalmente como una 

proteína politópica y delimitamos, además, la posición de las regiones TM. Por otro lado, 

hemos descubierto que su primera región hidrofóbica es reconocida como secuencia 

señal “críptica” y procesada parcialmente por el complejo peptidasa (SPC) en diferentes 

líneas celulares. Y, por último, demostramos que la diana de glicosilación no canónica 

de la NSP4 no es modificada en células humanas. Globalmente, nuestro estudio 

proporciona información valiosa sobre las características estructurales de NSP4 del 

SARS-CoV-2 y puede abrir nuevas vías para reducir la capacidad infectiva del virus 

inhibiendo el procesamiento de la proteína. 
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ABREVIATURAS  

CHOL/ch: colesterol. 
CL: cardiolipina. 
CLIFAHDD: contracturas congénitas de 
extremidades y cara, hipotonía y 
retraso del desarrollo. 
CLTM: sistema transmembrana de la 
cadena ligera de la inmunoglobulina 
Ct: extremo C-terminal. 
DGlcDAG: di-glucosil-diacil-glicerol. 
ECL: loop o bucle extracelular. 
EMD: dominio extramembranoso. 
ERG: ergosterol. 
FS: filtro selectivo del canal iónico 
GPCR: receptor acoplado a proteína G. 
Hek293T: células embrionarias de riñón 
humano 293. 
IHPRF: hipotonía infantil con retraso 
psicomotor y características faciales. 
IMP: proteína integral de membrana 
lacZα: gen codifica el fragmento α de la 
β galactosidasa. 
LB: Medio Luria-Bertani. 
LPG: lisil-fosfatidilglicerol. 
MD: Dinámica molecular 
ME: membrana externa bacterias. 
MI: membrana interna bacterias. 
Nt: extremo N-terminal. 
NALCN: canal no selectivo de flujo de 
sodio. 
NAR: actividad relativa normalizada. 
OMIM: Herencia mendeliana en línea 
del hombre. 
ONPG: orto-nitrofenil-β-D-galactósido. 
ORF: marco de lectura abierto. 
OST: Oligosacaril transferasa 
PC: fosfatidilcolina. 
PCR: reacción en cadena de la 
polimerasa. 
PD: dominio del poro del canal iónico 
PDB: Banco de datos de proteínas. 
PE: fosfatidiletanolamina. 
PEI: Polietilenimina. 
PG: fosfatidilglicerol. 
phoA: gen codifica fosfatasa alcalina. 
PI: fosfatidilinositol. 
PL: fosfolípidos. 
pNPP: p-nitrofenil fosfato. 
POPC: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine. 

PP: proteína periférica. 
PS: fosfatidilserina. 
RE: Retículo endoplásmico. 
Red Gal: 6-cloro-3-indolil-β-D-
galactósido. 
RER: retículo endoplasmático rugoso. 
RNAg: ARN genómico. 
RNAm: ácido ribonucleico mensajero. 
RNAr: ácido ribonucleico ribosomal. 
RNAsg: ARN sub-genómico. 
RNC: Complejo cadena naciente-
ribosoma 
SARS-CoV-2: Coronavirus 2 del 
Síndrome Respiratorio Agudo Severo. 
SM: esfingomielina. 
SNP: sitios de polimorfismo de un solo 
nucleótido. 
SP: Péptido señal 
SR: SRP receptor 
SRP: Partícula de reconocimiento de 
señal. 
TM: transmembrana. 
TRAM: proteína asociada a la cadena 
de translocación. 
TRAP: Proteína asociada al translocon 
DMV: vesículas de doble membrana. 
VSD: dominio sensor de voltaje. 
X-Pho: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
fosfato. 
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NOMENCLATURA DE AMINOÁCIDOS 

 

Ácido aspártico - Asp - D  

Ácido glutámico - Glu - E  

Alanina - Ala - A  

Arginina - Arg - R  

Asparragina - Asn - N  

Cisteina - Cys - C  

Fenilalanina - Phe – F 

Glicina - Gly - G  

Glutamina - Gln - Q  

Histidina - His - H  

Isoleucina - Iso - I 

Lisina - Lys – K 

Metionina - Met - M  

Prolina - Pro - P  

Serina - Ser - S  

Tirosina - Tyr - Y  

Treonina - Thr - T  

Triptofano - Trp - W  

Valina - Val - V  

X: cualquier aminoácido. 
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I.1. Membranas biológicas 

Las membranas biológicas están constituidas principalmente por lípidos y proteínas 

organizados estructuralmente, de forma simplificada, según el modelo del mosaico 

fluido (Singer y Nicolson, 1972). Esta estructura lipoproteica rodea a las células de todos 

los organismos vivos, procariotas, arqueas y eucariotas, representando una barrera 

física que las protege de moléculas extrañas y cumple diferentes funciones como la 

regulación del transporte de iones, la endocitosis mediada por receptores, la síntesis de 

componentes de la membrana, la secreción de sustancias tóxicas, la síntesis de ATP, el 

transporte de electrones, la transducción de señales, diversas reacciones enzimáticas, 

comunicación intercelular, señalización celular, entre otras (Jelokhani-Niaraki et al., 

2023). El componente lipídico de la membrana está compuesto por dos monocapas de 

lípidos (bicapa lipídica) en la que pueden diferenciarse dos regiones, un núcleo 

hidrofóbico y dos interfases polares (Figura 1), cuyas dimensiones fueron calculadas 

usando un modelo lipídico de dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) (Wiener y White, 1992). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Membranas biológicas. Los fosfolípidos con sus grupos de cabezas polares y colas hidrofóbicas 

son los componentes más abundantes en la membrana. La longitud de las colas hidrocarbonadas determina 

el grosor del núcleo hidrofóbico de la membrana que normalmente es de unos 30 Å y el tamaño de los 

grupos de las cabezas polares a cada lado del núcleo es de alrededor de 15 Å, dándole a la bicapa 

(anaranjado y verde) un grosor aproximado de 60 Å.  

 

El componente proteico de la membrana está compuesto principalmente por proteínas 

integrales (atraviesan el núcleo hidrofóbico) y periféricas (no atraviesan el núcleo 

hidrofóbico) (Figura 2). Estas últimas permanecen en la superficie de la membrana 

interactuando con los grupos de las cabezas polares de los lípidos o adheridas a otras 

proteínas de membrana. Por su parte, las proteínas integrales de membrana (IMP), 

ajustan la longitud de sus dominios transmembrana (TM) con el grosor de la bicapa. Un 

desajuste entre ambos provoca el desplazamiento lateral de la proteína, la agregación 

de proteínas, la inclinación y/o el empaquetamiento entre segmentos TM o el ajuste de 

Grupos de 

cabezas 

polares 

Colas 

hidrofóbicas 

Interfase 15 Å 

Núcleo hidrofóbico de 
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la bicapa mediante deformación lipídica (Grau et al., 2017; Harayama y Riezman, 2018). 

Asimismo, se ha comprobado que la presión lateral de la membrana (por los grupos de 

sus cabezas polares y de las cadenas hidrofóbicas) ejerce diversas fuerzas sobre las 

IMP, habiéndose sugerido que afecta a su función, localización y conformación (Lee, 

2011).  

 

 

 

 

 

 

Los fosfolípidos de membrana son moléculas anfipáticas con grupos de cabeza 

hidrofílica (que contienen fosfatos) y colas hidrocarbonadas hidrofóbicas (ácidos 

grasos). En un medio acuoso se organizan espontáneamente en una bicapa con los 

grupos polares orientados hacia el medio acuoso y las colas hidrofóbicas de cada 

monocapa asociándose entre ellas, evitando el contacto con el agua. Esto se debe a 

que las cadenas hidrocarbonadas de los ácidos grasos no pueden formar puentes de 

hidrógeno con el agua; sino que establecen entre ellas interacciones de van der Waals 

(Casares et al. 2019). La estructura, abundancia y tipo de lípidos de membrana 

dependen del organismo, del orgánulo e incluso de la monocapa (Sanders et al. 2018), 

y sus propiedades electrostáticas y mecánicas están determinadas por dos factores. El 

primero de estos factores es el tamaño y la carga del grupo que constituye la cabeza 

polar de los lípidos que puede estar cargado y ser catiónico (O-lisil-fosfatidilglicerol) o 

aniónico (fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol 

(PI)); o neutro (diglucosildiacilglicerol (DAG)) o zwitteriónico (fosfatidilcolina (PC) y 

fosfatidiletanolamina (PE)). El segundo factor es, la longitud y grado de insaturación de 

las cadenas hidrocarbonadas de sus ácidos grasos. En la membrana plasmática de 

bacterias, tanto Gram negativas como Gram positivas, predominan PE, PG y CL (Raetz 

y Dowhan 1990), mientras que las membranas plasmáticas de células de mamíferos 

son bicapas lipídicas que contienen cuatro fosfolípidos mayoritarios: PC, PE, PS y 

esfingomielina (SM); los cuales se distribuyen asimétricamente entre las dos 

 
Figura 2. Proteínas de membrana. En la bicapa lipídica (BL) encontramos proteínas periféricas de 

membrana (PP), las cuales no atraviesan el núcleo hidrofóbico; y proteínas integrales de membrana 

(IMPs) que atraviesan el núcleo hidrofóbico. 

 

IMP 
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monocapas, siendo los lípidos aniónicos más abundantes en la monocapa 

citoplasmática y generando una carga neta negativa en la cara citosólica. Las células 

eucariotas presentan un rico sistema de endomembranas en el que destaca el retículo 

endoplásmico (RE). El RE rugoso tiene sus membranas cubiertas por ribosomas unidos 

al complejo multiproteico denominado translocón, a través del cual se realiza la inserción 

o translocación de proteínas integrales de membrana y de secreción, respectivamente. 

En la membrana del RE predomina principalmente la PC (Tabla 1) (Casares et al., 2019; 

Van Meer et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

I.2. Proteínas de las membranas biológicas 

Además de los lípidos encontramos como componente principal de las membranas 

biológicas a las proteínas de membrana cuya importancia radica en su diversidad de 

funciones y en su abundancia celular. Se estima que el 20-30% de los genes de los 

organismos secuenciados codifican proteínas de membrana (Krogh et al., 2001; Wallin 

y von Heijne, 1998). Además, desde el punto de vista farmacéutico también son muy 

importantes, ya que más de la mitad de las dianas farmacológicas de nuestro arsenal 

terapéutico son proteínas de membrana (Hopkins y Groom, 2002; Russell y Eggleston, 

2000). Como mencionamos anteriormente, las proteínas de membrana se pueden 

integrar en la estructura de la bicapa lipídica o simplemente se pueden asociar con un 

componente lipídico o proteico a su superficie. Por su parte, las proteínas integrales de 

membrana pueden subdividirse en bitópicas y politópicas, dependiendo del número de 

veces que atraviesan el núcleo hidrofóbico de la membrana. Se denominan bitópicas 

aquellas que presentan una sola región transmembrana (TM), y politópicas a aquellas 

que presentan dos o más segmentos TM (Figura 3), siendo más numerosas estas 

últimas (Allen et al., 2019; Overduin et al., 2023).  

Membrana PE PG PC PS PI CL Ch SM 

Membrana plasmática 
de E. coli 70-75 20-25 0 0 0 5-10 0 0 

Membrana plasmática 
de eucariotas 11 0 23 8 0 0 34 17 

RE 20 0 54 0 11 0 8 0 

 

Tabla 1. Composición lipídica de membranas celulares. Fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol 

(PG), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI), cardiolipina (CL), colesterol (Ch), 

esfingomielina (SM). Porcentajes del total de lípidos en la membrana (Harayama y Riezman, 2018). 

Cuando la composición de lípidos no sea igual al 100%, el resto de lípidos menos frecuentes se han 

omitido. 
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Clasificación de las proteínas integrales de membrana 

Las proteínas integrales de membrana (IMP) tanto bitópicas como politópicas se pueden 

clasificar en proteínas de tipo I (tienen péptido señal escindible en el extremo N-

terminal), tipo II (con N- terminal orientado al citosol) o tipo III (sin péptido señal 

escindible y con su N-terminal corto extracitoplasmático) (Figura 4). Además, las 

proteínas bitópicas que tienen su segmento TM próximo al extremo C-terminal se 

conocen como TA (tail anchoring) (C-terminal corto extracitoplasmático) (Figura 4) 

(Hegde y Keenan, 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Proteínas 

integrales de las 

membranas biológicas. Las 

IMPs se subdividen en 

bitópicas (celeste) que 

atraviesan el núcleo 

hidrofóbico una sola vez y 

politópicas (morado) que 

atraviesan el núcleo 

hidrofóbico más de una vez.  

 

   

Bitópica Politópica 

 
Citosol 

Péptido 

señal 

Tipo I Tipo II Tipo III TA Tipo I Tipo II Tipo III 

Bitópicas Politópicas 

Figura 4. Clasificación de las proteínas integrales de membrana. Aproximadamente el 46% de las 

proteínas integrales de membrana son bitópicas y el 54% politópicas en humanos. En el esquema se 

muestra los segmentos TM (rojo) y el péptido señal (azul). N y C indican los extremos N-terminal y C-

terminal, respectivamente. Adaptado de Hegde y Keenan, 2022. 

Digestión 
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Estructura de las proteínas integrales de membrana 

Las proteínas están constituidas por aminoácidos unidos por enlaces peptídicos entre 

sus grupos α-carboxilo y α-amino. Este enlace covalente tiene un carácter parcial de 

doble enlace que restringe su rotación y le confiere planaridad (Pauling, 1960), 

permitiéndole únicamente libertad de rotación alrededor de los enlaces N-Cα y Cα -Cβ, 

lo que da lugar a ángulos de torsión o diédricos phi (ϕ) y psi (Ψ) respectivamente, que 

permiten a la cadena polipeptídica adoptar diferentes conformaciones. Los ángulos de 

torsión en proteínas (ϕ y Ψ) pueden tener cualquier valor entre -180º y +180º. Sin 

embargo, ciertos valores de ϕ y Ψ están prohibidos porque podrían provocar choques 

estéricos entre los átomos presentes en el esqueleto polipeptídico, así como entre las 

cadenas laterales de los aminoácidos (van der Wel, 2021). Por otra parte, el enlace 

peptídico se caracteriza por adoptar la conformación trans en la que los carbonos-α (Cα) 

de los dos aminoácidos que forman el enlace peptídico apuntan en direcciones opuestas 

(Golden et al., 2017; Zacharias et al., 2013).  

Debido a la polaridad del enlace peptídico, el esqueleto polipeptídico de las proteínas 

de membrana debe adoptar en las regiones embebidas en la membrana conformaciones 

o estructuras secundarias (locales) estabilizadas por interacciones por puentes de 

hidrógeno que minimicen su polaridad y que les permitan atravesar de forma 

termodinámicamente estable el núcleo hidrofóbico de la membrana. De las estructuras 

secundarias que se han descrito en proteínas de membrana, destacan principalmente 

las hélices α y la hoja β plegada, si bien también se pueden encontrar hélices π y 310, 

aunque con mucha menos frecuencia. Así pues, las proteínas de membrana se pueden 

clasificar según la estructura en su región TM como helicoidales o como barriles beta, 

estas segundas sólo se han observado en membrana externa procariótica, mitocondrial 

y cloroplástica, siendo las proteínas de membrana helicoidales las absolutamente 

mayoritarias y las que son objeto de estudio en la presente tesis, por lo que se describen 

brevemente a continuación.  

La conformación en hélice α es la más abundante en proteínas en general y también en 

las proteínas de membrana. Estas hélices tienen 3,6 residuos por vuelta y 13 átomos en 

una vuelta del esqueleto polipeptídico, por lo que se denominan hélices 3,613 (Tabla 2), 

se estabilizan por puentes de hidrógeno entre los grupos NH (i + 4)-C=Oi, y los valores de 

sus ángulos diedros (ϕ, Ψ) son aproximadamente -57º y -47º (Kendrew et al., 1958; 

Pauling et al., 1951). La segunda estructura helicoidal relevante para la presente tesis 

es la hélice π o 4,416. Este tipo de hélices tienen generalmente una longitud de 5 a 18 

residuos, presentan 4,4 residuos y 16 átomos por vuelta del esqueleto peptídico, y están 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=van+der+Wel+PCA&cauthor_id=34938776
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estabilizadas por puentes de hidrógeno entre los grupos NH (i + 5)-C=Oi. Además de los 

enlaces de hidrógeno intrahelicoidales, las hélices π también se estabilizan mediante 

otras interacciones interhelicoidales y muestran distintas preferencias por residuos 

específicos (Xie et al., 2020; Kumar y Bansal, 2015). Por otra parte, sus ángulos de 

torsión presentan valores variables en diferentes proteínas (Tabla 2) (Kumar y Bansal, 

2015; Fodje y Al-Karadaghi, 2002). La mayoría de las hélices π se encuentran junto a 

hélices α en las proteínas de membrana causándoles distorsión (Kumar y Bansal, 2015) 

y a menudo están implicadas en la formación del centro activo de algunas enzimas 

(Medlock et al., 2007) o en la apertura de canales TM transportadores de iones (Xie et 

al., 2020, McGoldrick et al., 2018; Zubcevic et al., 2019), como el estudiado en la 

presente tesis.  

 

 

 

 

 

 

 

Las hélices TM adaptan su longitud a las dimensiones y limitaciones de las membranas 

biológicas, mientras que las hélices de proteínas solubles son generalmente más cortas 

porque no tienen las restricciones del entorno impuestas por la membrana (Baeza-

Delgado et al., 2013). Estos dominios TM están en contacto con el interior hidrofóbico 

de la membrana y no solo sirven de anclaje a la misma, sino que también realizan 

funciones biológicas específicas (Cheng W. y Li W., 2014; Zhou et al., 2012). Además 

de los dominios TM en las proteínas integrales de membrana hay regiones expuestas al 

entorno acuoso denominadas dominios extramembranosos (EMD). Los EMD tienen 

propiedades estructurales similares a las proteínas solubles y algunos presentan 

funciones biológicas independientes de los dominios TM, como el sitio de hidrólisis de 

ATP en la ATPasa (bomba Na/K), o los péptidos de fusión presentes en glicoproteínas 

de virus con envuelta lipídica como gp41 del virus influenza y de la proteína S del SARS-

CoV-2 (Ohta et al., 1986; Zhang et al., 2022). 

 

 

Tipo de 
estructura Residuos/vuelta 

Número de 
átomos/vuelta ϕ (º) Ψ(º) 

Hélice α (3.613) 3.6 13   –63.3 (20.2) –44.7 (14.9) 

Hélice π (4.416) 4.4 16 –81.2 (20.7) –37.5 (22.6) 

     

 

Tabla 2. Parámetros geométricos de las hélices α y π. Los valores de los rotámeros ϕ y Ψ son la 

media y desviación estándar (entre paréntesis) de 659 hélices π y 25,368 hélices α asignados por 

ASSP (Assignment of Secondary Structure in Proteins). Datos obtenidos de Kumar y Bansal, 2015. 
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 Composición y distribución de aminoácidos en las IMP 

Los segmentos TM de las proteínas de membrana presentan, además de estructura 

secundaria en su esqueleto polipeptídico, aminoácidos generalmente hidrofóbicos con 

cadenas laterales compatibles con el núcleo hidrofóbico de la bicapa lipídica. La baja 

presencia de aminoácidos cargados en los segmentos TM hace que su inserción en la 

bicapa lipídica sea termodinámicamente favorable.  Los aminoácidos con cadena lateral 

alifática valina (V), isoleucina (I), glicina (G), fenilalanina (F), alanina (A), leucina (L) son 

abundantes en las hélices TM de las proteínas integrales de membrana, mientras que 

los aminoácidos polares y cargados a pH fisiológico como aspártico (D), glutámico (E), 

lisina (K). arginina (R) o histidina (H), son menos frecuentes (Baeza-Delgado et al., 2013; 

Punta et al., 2013). Asimismo, la figura 5A muestra que en el centro hidrofóbico hay una 

abundancia relativa de los aminoácidos hidrofóbicos y ligeramente polares valina (V), 

isoleucina (I), cisteína (C), metionina (M), leucina (L), alanina (A), fenilalanina (F), glicina 

(G), treonina (T) y serina (S). También se observa la presencia de triptófano (W), tirosina 

(Y) y prolina (P) en la interfase extracitoplasmática. Los aminoácidos polares glutamina 

(Q), histidina (H) y asparagina (N) predominan en ambas regiones interfaciales, siendo 

su presencia dentro del núcleo hidrofóbico de la membrana energéticamente 

desfavorable. Los aminoácidos cargados aspártico (D), glutámico (E), lisina (K) y 

arginina (R) son prevalentes en la interfase citoplasmática, siendo los aminoácidos 

ácidos (D y E) más prevalentes en la interfase extracitoplasmática. Es importante 

destacar que los aminoácidos básicos K y R son fuertes determinantes topológicos de 

las proteínas de membrana y están presentes en gran medida en la región flanqueante 

citoplasmática. Estudios estadísticos de proteínas de membrana con estructura resuelta 

(Figura 5B) mostraron que, a parte de los residuos hidrófobos, glicina (G) y los 

aminoácidos hidroxilados serina (S) y treonina (T) están igualmente distribuidos a lo 

largo del núcleo hidrófobo de la membrana (posición 9,-9). Metionina (M) y cisteína (C) 

también ocupan diferentes ubicaciones dentro del núcleo hidrofóbico, presentando una 

cierta prevalencia en la región de los grupos glicerol y fosfato de las cabezas polares de 

los fosfolípidos. En el caso del triptófano (W), tirosina (Y) y prolina (P) son más 

abundantes dentro de la región de la interfase (a 8-9 residuos del centro de la 

membrana), pero con cierta preferencia por la interfase extracitoplasmática. Finalmente, 

asparragina (N), histidina (H) y glutamina (Q) tienen una tendencia interfacial cercana al 

final de las regiones TM (Baeza-Delgado et al., 2013).  
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I.3. Biogénesis de las proteínas helicoidales de membrana 

Al igual que el resto de proteínas, las proteínas de membrana y de secreción son 

sintetizadas por ribosomas, si bien, su síntesis la realizan ribosomas asociados a 

membranas. El direccionamiento de los ribosomas a las membranas puede ser co-

traduccional o post-traduccional, siendo el primero mucho más común y del que 

disponemos de más información. Así, la biosíntesis co-traduccional de las proteínas de 

membrana puede dividirse en 3 etapas: direccionamiento, inserción y plegamiento. A 

continuación, pasaremos a describir de forma breve estas etapas, para mayor detalle 

se recomiendan las revisiones actualizadas de Hegde y Keenan, 2022; Li et al., 2021, 

O'Keefe et al., 2021 y Duart et al., 2023. 

El direccionamiento co-traduccional de las proteínas de membrana y de secreción está 

mediado por la presencia de una región hidrofóbica próxima al extremo N-terminal de la 

Figura 5. Prevalencia de aminoácidos en proteínas integrales de membrana. (A) Los aminoácidos 

hidrofóbicos se muestran en azul. W, Y y P en verde. Los aminoácidos polares Q, H y N anaranjados. 

Los aminoácidos cargados D, E, K y R en rojo. El tamaño de las letras es proporcional a su frecuencia 

relativa (Odds normalizadas). (B) Distribución de los aminoácidos en las hélices TM. En este gráfico se 

muestra el posicionamiento normalizado según su prevalencia (Odds, en escala de rojo a azul se 

representa respectivamente la abundancia relativa de cada residuo en cada posición a lo largo de la 

membrana siendo el 0 el centro de la bicapa). Tomado de Baeza-Delgado et al., 2013. 
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proteína: una secuencia o péptido señal (de 7 a 9 aminoácidos hidrofóbicos) escindible, 

o en su ausencia, un primer dominio TM (de 15 a 25 aminoácidos hidrofóbicos). 

Generalmente, esta región hidrofóbica es reconocida por una chaperona citoplasmática, 

la partícula de reconocimiento de señal (SRP); la unión de la ribonucleoproteína SRP a 

la cadena naciente genera el complejo de direccionamiento (TC), detiene 

temporalmente la traducción y dirige el complejo cadena naciente-ribosoma (RNC) hacia 

la membrana plasmática en el caso de procariotas o hacia la membrana del retículo 

endoplasmático (RE) en el caso de eucariotas, donde se encuentra el receptor de la 

SRP asociado al complejo proteico del translocón (Figura 6). Una vez se ha posicionado 

el ribosoma sobre el translocón, la SRP se separa (mediante la hidrólisis de GTP) del 

ribosoma reiniciándose la síntesis de la proteína (Li et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso de las proteínas de membrana en esta la etapa se produce la inserción de la 

cadena naciente, dado que a medida que la proteína va siendo sintetizada, sus 

segmentos TM deben ser insertados en la bicapa lipídica a través del translocón 

Sec61/SecY. Recientemente se han descrito, otros complejos insertasas que se ha 

propuesto que participan en la inserción de proteínas que se anclan a través de una 

región hidrofóbica próxima a su extremo C-terminal (C-tail anchoring,TA) y en la 

inserción de proteínas politópicas, como el complejo GET1-GET2, el complejo EMC y el 

complejo TMCO1 (Hegde y Keenan, 2022; O'Keefe et al., 2021) que pasaremos a 

describir brevemente. 

 

 

Figura 6. Direccionamiento co-

traduccional de proteínas de 

membrana y de secreción. El 

direccionamiento es mediado por la 

secuencia señal (o en su ausencia por 

el primer segmento TM de la cadena 

naciente), que es reconocida por la 

SRP (azul claro). La unión de la SRP 

detiene temporalmente la traducción y 

direcciona el complejo (TC) a la 

membrana donde se encuentra el 

receptor SRP (azul oscuro) asociado al 

translocón (verde). La interacción de la 

SRP con su receptor facilita el 

posicionamiento del ribosoma sobre el 

translocón. A continuación, mediante 

hidrólisis de GTP, la SRP y su receptor 

se disocian del ribosoma y se reinicia la 

síntesis de la cadena naciente. Tomado 

de Li et al., 2021. 
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Complejo Sec61/SecY. El translocón es un complejo multiproteico de membrana 

conservado y presente en todos los organismos, procariotas, eucariotas y arqueas (Park 

y Rapoport, 2012). El componente central del translocón es un complejo heterotrimérico, 

formado por tres subunidades Sec61α, Sec61β y Sec61γ en mamíferos (Görlich et al., 

1992; Görlich and Rapoport, 1993), SecY, Secβ y SecE en arqueobacterias y SecY, 

SecE y SecG en bacterias. El componente central del canal es Sec61α (o sus 

homólogas SecY), proteína de 53 kDa que consta de 10 dominios TM organizados en 

dos dominios de cinco hélices cada uno (TMs 1-5 y TMs 6-10) que dejan un poro 

hidrofílico en el centro (Voorhees et al., 2014), similar a SecY en arqueobacterias (Van 

den Berg et al., 2004) y bacterias (Voorhees y Hegde, 2016). El lazo entre las hélices 

TM 5 y 6 actúa como una bisagra, conectando ambas mitades (Figura 7 A). En el lado 

opuesto de la bisagra, el TM2 y el TM7 forman una puerta lateral (Martínez-Gil et al., 

2011), que permite la difusión de los segmentos TM a la bicapa lipídica y que permanece 

cerrada en estado de reposo, es decir sin ribosoma unido. En ausencia de ribosoma 

unido el poro central del translocón está obstruido por una pequeña hélice (solapa) entre 

el TM1 y TM2. Además, en el centro del poro se disponen residuos aromáticos que 

forman un anillo hidrofóbico y producen una constricción central, que estrecha el canal 

del translocón, dando al poro una forma de reloj de arena con un diámetro de sólo 5-8 

Å en dicha región (Figura 7 B) (Junne et al., 2010; Li et al., 2021) que impide el paso de 

moléculas e iones. En mamíferos, Sec61β y Sec61γ son proteínas de membrana 

asociadas a Sec61 α. Sec61γ es la subunidad más pequeña (7.7 kDa), formada por un 

dominio TM largo y curvo orientado en diagonal a la membrana, por lo que entra en 

contacto con ambas mitades de Sec61α manteniéndolas unidas (Rapoport et al., 2017; 

van den Berg et al., 2004). Por su parte, Sec61β es una proteína de 10 kDa, ubicada 

cerca de las hélices TM1 y TM4 de Sec61α, y se ha propuesto que participa en el 

reconocimiento del complejo RNC (Jiang et al., 2008). 
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El complejo RNC se une al lazo extramembrana que une los TMs 8 y 9, y al C-terminal 

de Sec61α. Este acoplamiento provoca un cambio conformacional en el poro del 

translocón que permite la apertura de la puerta lateral hacia la bicapa del RE y a su vez 

la modificación estructural de su extremo citosólico para facilitar el acoplamiento de las 

secuencias señales (péptido señal o primer dominio TM) entre los TMs 2 y 7 (Plath et 

al., 1998; Raden et al., 2000). La interacción ribosoma-Sec61α genera movimientos 

menores de las hélices TM 6, 7, 8 y 9 de Sec61α; sin embargo, las otras hélices TM del 

complejo Sec61α experimentan un giro de aproximadamente 22°, creando un espacio 

entre las hélices 2 y 7 que permite intercalar el péptido señal (Pfeffer et al., 2015; 

Voorhees y Hegde, 2016). Esta rotación de las hélices 2, 5 y 10 lejos de la hélice 7 

desplaza al conjunto de residuos hidrofóbicos que forman el anillo del poro, alterando 

su configuración y desestabilizando a la solapa; lo que crea un canal sin obstrucciones 

a través de la membrana que permite el paso de la cadena naciente. La apertura de 

este canal está directamente relacionada con el reconocimiento de la secuencia señal 

a través de su intercalación en la puerta lateral de Sec61α (Voorhees y Hegde, 2016). 

Cuando la secuencia señal (o en su defecto el primer segmento TM) es insertada en la 

bicapa vía la puerta lateral, el péptido señal se une a Sec61α, con su N-terminal hacia 

el citosol, dejando su sitio de digestión accesible al complejo del péptido señal (SPC) 

hacia el lumen. Esta disposición y orientación hace que la secuencia polipeptídica que 

sigue al péptido señal sea atraída hacia el canal hidrofílico central de Sec61. A partir de 

este punto, la síntesis de cadenas nacientes correspondientes a proteínas de secreción 

da como resultado la translocación del polipéptido al otro lado de la membrana, y el 

 

Figura 7. Topología y estructura 

de Sec61α. (A) Ambos extremos de 

Sec61α/SecY (N y C terminal) están 

orientados hacia el citosol. Esta 

proteína consta de 10 hélices TM.  

Entre el TM5 y TM6 se forma una 

bisagra (línea discontinua). El TM2 y 

TM7 junto a un segmento de los 

TM3 y TM8 (en azul) forman la 

puerta lateral. La flecha hacia abajo 

indica la dirección de entrada en el 

poro y los residuos del anillo 

hidrofóbico se indican en amarillo. 

(B) Esquema del poro formado por 

Sec61α. Se muestra el anillo 

hidrofóbico (amarillo), la puerta 

lateral (azul), y la solapa (morado). 

Adaptado de Li et al., 2021 A B 
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péptido señal hidrofóbico es escindido por el complejo peptidasa del péptido señal 

(SPC), cuyo sitio activo está orientado hacia el lumen del RE en eucariotas y arqueas o 

hacia el periplasma en bacterias. Por lo que respecta a las proteínas de membrana, el 

translocón Sec61/SecY permite la inserción subsiguiente de los distintos segmentos TM. 

La hidrofobicidad de los segmentos TM favorece su difusión a través de la puerta lateral 

del canal e inserción en el entorno hidrofóbico de la membrana circundante (Hegde et 

al., 2022; Whitley y Mingarro, 2014).  

Complejo EMC. El complejo de proteínas de membrana del RE (EMC) fue implicado en 

la biogénesis de proteínas de membrana en experimentos de disrupción génica de sus 

subunidades, los cuales generaron efectos pleiotrópicos en la expresión de proteínas 

politópicas (Bai et al., 2020; Gaspar et al., 2021; Miller-Vedam et al., 2020; O’Donnell et 

al., 2020; Satoh et al., 2015; Tang et al., 2017; Volkmar et al., 2019). EMC es un complejo 

de 10 subunidades que reside en el RE y presenta dominios luminales y citosólicos 

voluminosos (Figura 8). Los dominios citosólicos de EMC tienen sitios de unión a los 

que pueden asociarse segmentos TM poco hidrofóbicos, lo cual podría favorecer la 

inserción en membrana de proteínas TA y de proteínas politópicas de tipo III con hélices 

TM de baja/moderada hidrofobicidad (Hegde y Keenan, 2022). La inserción en 

membrana de ambos tipos de proteínas se ve facilitada por la actividad insertasa y 

chaperona de este complejo. En la estructura de este complejo, se ha observado que 

su función insertasa recae fundamentalmente en las subunidades EMC3, EMC4 y 

EMC6, las cuales forman un vestíbulo hidrofílico conservado situado en el lado citosólico 

de la bicapa. Cabe destacar que EMC3 es homóloga a YidC (una insertasa de bacterias) 

(Figura 8) (McDowell et al., 2021), la cual tiene dominios citosólicos que contactan 

transitoriamente con SecY (ortólogo de Sec61α) durante la inserción de las proteínas de 

membrana. Se ha propuesto que EMC3 y YidC podrían capturar selectivamente 

dominios TM de proteínas tipo III y dirigirlos hacia el sitio de la insertasa de EMC 

(Chitwood y Hegde, 2019). 
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Figura 8. Estructura de EMC y sus homólogos funcionales YidC y GET. Comparación estructural de 

YidC bacteriana con GET1 y EMC3 de eucariotas. Estas 3 proteínas (en azul) conservan un vestíbulo 

hidrofílico característico que facilita la translocación regiones hidrofílicas que flanquean los TMD durante su 

inserción. EMC 3 (azul) y 6 (anaranjado) forman el vestíbulo hidrofílico del complejo EMC en humanos, el 

cual está orientado hacia el citoplasma. Adaptado de Hegde y Keenan, 2022. 

 

Además, al igual que YidC y SecYEG en bacterias, el complejo EMC se ha propuesto 

que pueda realizar la inserción co-traduccional de proteínas de membrana tanto sola 

como actuando con el complejo Sec61; de forma que EMC facilitaría la translocación 

del extremo N-terminal hacia el lumen, permitiendo posteriormente que el ribosoma se 

acople a Sec61, donde se sintetizaría e insertaría el resto de la proteína (Figura 9). Cabe 

destacar que la función de estabilización e inserción de EMC no está estrictamente 

limitada al primer TMD de las proteínas politópicas tipo III, sino que su función, al menos 

en algunos casos, se extiende también hacia los siguientes segmentos TM, 

independientemente de la orientación del primer TM (O'Keefe et al., 2021). El factor 

decisivo que determina la dependencia de las proteínas politópicas por el complejo EMC 

parece ser la reducida hidrofobicidad (y/o su aumento de carga o polaridad) de algunos 

de sus segmentos TM. De hecho, experimentalmente, la introducción de residuos 

polares/cargados en segmentos TM resulta en una inserción dependiente de EMC 

(Coelho et al., 2019; Lin et al., 2019; Tian et al., 2019). Asimismo, también se ha descrito 

que, en ausencia de un complejo EMC funcional, una proteína de membrana con 

segmentos TM subóptimos en términos de hidrofobicidad es degradada vía de control 

de calidad, resaltando el papel del complejo EMC como chaperona de proteínas 

politópicas y diferenciándolo funcionalmente del translocón Sec61 (Hegde y Keenan, 

2022; O'Keefe et al., 2021). 
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Complejo TMCO1. La proteína TMCO1 es una insertasa que también presenta un 

vestíbulo hidrofílico. Esta proteína se asocia con la proteína CCDC47 y Nicalin-

TMEM147-NOMO para formar el translocón TMCO1 (Figura 10), que se ha vinculado 

también en la biogénesis de las proteínas integrales politópicas (McGilvray et al., 2020). 

Además, la similitud estructural entre TMCO1 y EMC, sugiere que TMCO1 podría 

integrar preferentemente segmentos TM poco hidrofóbicos. Se ha demostrado que 

TMCO1 puede asociarse con el complejo Sec61 unido al ribosoma y colaborar en la 

inserción de dominios TM subóptimos, así como en la protección de TMs recién 

integrados durante el ensamblaje de proteínas de membrana politópicas. Sin embargo, 

parece ser que la formación del complejo TMCO1 es transitoria, dado que se ensambla 

y desensambla de acuerdo con las necesidades del complejo Sec61 y RNCs, 

habiéndose observado que sus subunidades no forman un complejo estable en 

ausencia de ribosomas unidos (O’Keefe et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Inserción de proteínas de membrana politópicas mediada por EMC. Se ha propuesto que 

en algunos casos EMC acomode inicialmente el segmento TM facilitando su inserción. Para ello se ha 

propuesto que tras ser dirigido a la membrana por la SRP (amarillo) donde se encuentra su receptor (gris 

oscuro), el ribosoma deposita la cadena naciente el vestíbulo hidrofílico de EMC3 (azul), facilitando la 

translocación del extremo N-terminal hacia el lumen, posicionándose a continuación sobre Sec61 (verde) 

y facilitando la inserción del resto de la proteína. Adaptado de Hegde y Keenan, 2022. 
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Complejo PAT. El complejo PAT es un heterodímero formado por la proteína Astérix 

(inicialmente denominada PAT10) y CCDC47 que fue descubierto mediante estudios in 

vitro de biogénesis de proteínas politópicas (Meacock et al., 2002). Se ha sugerido que 

después de que el primer segmento TM de una proteína politópica abandona el 

translocon Sec61, puede ser reconocido por Astérix y asociarse a ésta, mientras que los 

siguientes segmentos TM de la misma cadena naciente podrían integrarse a través del 

complejo Sec61 (Ismail et al., 2006 y 2008). En este contexto, se ha propuesto que la 

subunidad Astérix del complejo PAT se asociaría a segmentos TM poco hidrofóbicos 

(que presentan residuos cargados/polares) permaneciendo asociada a estos incluso 

después de la terminación de la traducción, protegiendo estos segmentos TM 

“subóptimos” hasta que se empaquetan correctamente para posibilitar la adopción de la 

conformación nativa de la proteína, como se observa en la figura 11 (Hegde y Keenan, 

2022; O’Keefe et al., 2021). 

 

 

 

 

Figura 10. Translocón TMCO1. La asociación de la proteína TMCO1 con el complejo Nicalin-TMEM147-

NOMO y CCDC47 forma el holocomplejo TMCO1, el cual tiene actividad insertasa y chaperona. CCDC47 

es la responsable del contacto con el ribosoma. Todas las proteínas que forman parte del translocón 

TMCO1 son proteínas de membrana (cuyos segmentos TM se muestran en amarillo) con dominios y 

bucles extramembrana (en celeste). Sec61α se muestra de color rosa. Adaptado de O’Keefe et al., 2021. 
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Esta preferencia del complejo PAT por los TMs poco hidrofóbicos junto a su capacidad 

para proteger TMs independientemente de su orientación caracterizan su actividad 

chaperona, de alguna forma similar a la actividad de EMC (Chitwood et al., 2020; 

Meacock et al., 2002), de hecho, se ha demostrado que algunas proteínas politópicas 

que se insertan a través del complejo EMC también requieren el complejo PAT para 

adquirir su conformación nativa (Chitwood et al., 2020). 

Determinantes topológicos y de inserción.   

La longitud de la región hidrofóbica de las hélices TM es un factor que afecta a su 

inserción. Como se ha mencionado anteriormente, el núcleo hidrofóbico de la bicapa 

lipídica tiene un espesor aproximado de 30 Å, por lo que son necesarios alrededor de 

20 residuos hidrofóbicos consecutivos para que su inserción sea termodinámicamente 

favorable, dado que en la hélice-α canónica la distancia de un residuo al siguiente es de 

1,5 Å. En las estructuras de proteínas resueltas, la longitud promedio de las hélices TM 

es de 24,0 (+/- 5,6) residuos (Baeza-Delgado et al., 2013). Varios estudios 

experimentales y computacionales sugieren que se requiere un mínimo de 10-12 

residuos altamente hidrofóbicos para una inserción eficiente (Baeza-Delgado et al., 

2016; Jaud et al, 2009; Ulmschneider et al, 2011). La elevada hidrofobicidad de las 

regiones TM favorece su inserción con una topología N-terminal extracitoplasmática 

(Saurí et al., 2009; Wahlberg y Spiess, 1997). Además de residuos hidrofóbicos, también 

encontramos en las hélices TM residuos polares y cargados (Bañó-Polo et al., 2012; 

Duart et al., 2022), que suelen estar muy conservados. Debemos tener en cuenta que 

en los segmentos TM, no todos los residuos interaccionan con los lípidos, ya que el 

empaquetamiento de las hélices crea entornos donde las cadenas laterales de los 

 

Figura 11. Complejo PAT. Este complejo con actividad chaperona está formado por la asociación de 

las proteínas de membrana CCDC47 (morado) y Asterix (lila). Los dominios citosólicos de CCDC47 

interaccionan con el ribosoma y Asterix se asocia con segmentos TMs que presentan residuos 

hidrofílicos (en azul) evitando que tales TMs sean direccionados al control de calidad y posteriormente 

degradados. El complejo PAT se disocia de sus sustratos facilitando la adopción de la estructura nativa 

de la proteína naciente (rojo). Adaptado de Hegde y Keenan, 2022.  
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residuos menos hidrofóbicos están orientadas hacia el interior de la proteína, y por tanto 

“protegidos” del entorno lipídico. Esto explica el hecho de que las hélices TM de las 

proteínas politópicas sean, en general, menos hidrofóbicas que las proteínas bitópicas 

(Hegde y Keenan, 2022). En cualquier caso, hay que tener en cuenta que tanto los 

residuos hidrofóbicos como los residuos polares de las hélices TM establecen enlaces 

intra e inter-helicoidales dando estabilidad y facilitando el empaquetamiento y 

plegamiento de las proteínas de membrana, al tiempo que, en el caso de los residuos 

polares y cargados, reducen su polaridad (Popot et al., 2000; Ubarretxena-Belandia et 

al., 2001). Otro factor determinante en la inserción y sobre todo de la topología de las 

IMPs son los residuos cargados que se encuentran en las regiones flanqueantes de las 

hélices TM. El análisis de secuencias y estructuras de proteínas integrales de membrana 

muestra la prevalencia de los residuos cargados positivamente (arginina y lisina) en el 

extremo de las hélices TM y sus regiones flanqueantes orientadas al citoplasma (Figura 

5). Se ha sugerido que estos residuos podrían dirigir la orientación de la hélice al 

interaccionar con la carga negativa de los fosfolípidos y prevenir la translocación de las 

regiones de la cadena polipeptídica con carga positiva (von Heijne, 1986). Por otra parte, 

los residuos cargados negativamente (aspártico y glutámico) parecen ser señales 

topológicas de translocación cuando están flanqueando una hélice TM; si bien, se 

requieren varios residuos cargados negativamente para inducir la translocación de los 

polipéptidos o atenuar el efecto topológico de los residuos cargados positivamente tanto 

en proteínas de membrana bacterianas como eucariotas (Nilsson et al., 1990). 

Las hélices de las proteínas de membrana politópicas una vez insertadas se ensamblan 

entre ellas para formar haces y a este proceso se le llama plegamiento. Se ha 

demostrado que muchos segmentos TM contienen residuos polares o cargados que son 

necesarios para su funcionamiento en el entorno de la membrana, siendo poco estables 

en ausencia de sus vecinos, por lo que requieren el establecimiento de contactos entre 

ellos para su estabilidad en membrana (Choi et al., 2019; Enquist et al., 2009). 

Puentes salinos. Las hélices TM interactúan entre sí formando estructuras funcionales. 

Para formar estas estructuras, los segmentos TM se asocian a través de interacciones 

entre los aminoácidos que incluyen la formación de puentes salinos, permitiendo el 

plegamiento de la proteína y la adopción de estructuras terciarias funcionales. Los 

aminoácidos que participan en la formación de puentes salinos son lisina (K), arginina 

(R), histidina (H), aspártico (D) y glutámico (E); que, a pesar de su menor prevalencia, 

están presentes en muchas proteínas politópicas formando puentes salinos, como por 

ejemplo en el dominio sensor de voltaje de la proteína transportadora de sodio (Barber 
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et al., 2012) y en la proteína transportadora de dopamina (Pedersen et al., 2014). La 

formación de estos puentes salinos reduce la polaridad de las hélices TM que presentan 

estos residuos cargados, lo que facilita su inserción. De hecho, se ha estimado en 0,5-

0,7 kcal/mol la contribución de la formación de un puente salino intra-hélice a la inserción 

de hélices TM que presentan residuos con cargas opuestas a distancias i, i+3 o i, i+4 

(Duart et al., 2022). 

Puentes de hidrógeno. Los enlaces de hidrógeno tienen una mayor contribución en la 

estabilización de las proteínas de membrana que en las proteínas solubles; ya que, 

dentro de la región apolar de la bicapa la constante dieléctrica del medio es menor que 

en un entorno acuoso y los grupos que participan en la formación de un enlace de 

hidrógeno no tienen la competencia de las moléculas de agua. Por lo tanto, estas 

interacciones proporcionan una fuerza impulsora en el plegado de segmentos TM 

(DeGrado et al., 2003), siendo los enlaces de hidrógeno inter-helicoidales 

particularmente importantes para estabilizar las proteínas de membrana (Adamian y 

Liang 2001). Esto se demostró en estudios con hélices TM diseñadas en donde un solo 

residuo polar, como Asn, Asp, Glu, Gln o His, fue suficiente para mediar la 

homooligomerización de segmentos de polileucinas en membranas biológicas y micelas 

(Gratkowski et al., 2001, Zhou et al., 2001).  

Interacciones hidrofóbicas. El peculiar entorno de la membrana hace que las 

interacciones hidrofóbicas en las interfases hélice-hélice muestren preferencia por 

formarse entre residuos con cadenas laterales cortas, como por ejemplo glicinas (G) y 

alaninas (A), que permitan un mejor empaquetamiento y a su vez estabilizan la 

oligomerización (Senes et al., 2000; Popot et al., 1990). Por el contrario, los residuos 

hidrofóbicos con cadenas laterales voluminosas como fenilalanina (F), Leucina (L), 

Isoleucina (I) y Valina (V) están más frecuentemente ubicados en las superficies de las 

hélices TM expuestas a las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos (Arkin et al., 1996; 

Ulmschneider et al., 2005). Así, en las proteínas de membrana las interacciones de van 

der Waals son consideradas la principal fuerza impulsora del empaquetamiento entre 

hélices. El empaquetamiento de este tipo de proteínas en el núcleo hidrofóbico de la 

membrana es diferente al de las proteínas solubles (Adamian y Liang, 2001; Hildebrand 

et al, 2006), incrementándose en las regiones que presentan residuos apolares 

mediante interacciones de van der Waals, siendo más fuerte la interacción cuando los 

residuos están más cerca (Oberai et al, 2009). Además, una consecuencia de este 

mayor empaquetamiento entre hélices TM es una mayor sensibilidad a las mutaciones 

que causan enfermedades (Oberai et al, 2009).  
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Motivos implicados en el empaquetamiento de hélices TM. Las proteínas integrales 

de membrana a menudo expresan su función biológica como oligómeros. El dímero que 

forma la hélice TM de glicoforina A (GpA) ha sido un modelo de estudio fundamental 

para empezar a comprender este tipo de interacciones (Mackenzie et al., 2006). Su 

estructura revela una organización en la que las dos hélices adyacentes no son 

totalmente paralelas entre sí, pues forman un ángulo y un punto de cruce donde tienen 

un mayor acercamiento (Mackenzie et al., 1997). Estos puntos de cruce en las hélices 

TM de los dímeros introducen restricciones en la secuencia de la proteína favoreciendo 

pequeños residuos en dichas posiciones, siendo la glicina en particular la que estabiliza 

la interacción entre las hélices (Lemmon et al., 1992; Mingarro et al., 1997). En el caso 

de GpA, el motivo principal que dirige la dimerización de sus segmentos TM es 

G79XXXG83, en donde la glicina 83 es el residuo más importante para formación del 

dímero (Trenker et al., 2015). Este y otros motivos de dimerización, ampliamente 

descritos pueden ir acompañados de residuos pequeños como serina, treonina y alanina 

(Dawson et al., 2002; DeGrado et al., 2003; Orzáez et al., 2005; Russ y Engelman, 2000; 

Zhou et al., 2001).  

I.4. Modificaciones cotraduccionales de las IMPs 

Como hemos mencionado los péptidos señal son procesados por el complejo peptidasa 

SPC. Existen dos parálogos SPC heterotetraméricos funcionales formados por las 

proteínas accesorias SPCS1, SPCS3 y SPCS2 y una subunidad proteolítica SEC11A en 

las cuales se encuentra su sitio catalítico formado por una triada serina-histidina-

aspartato orientado al lumen de RE (Figura 12) (Liaci et al., 2021). Recientemente se ha 

identificado, que el complejo SPC además de eliminar los péptidos señal en el RE, actúa 

como factor de control de calidad de proteínas de membrana. En este sentido, SPC 

reconoce y corta por unos sitios de corte crípticos que son expuestos cuando las 

proteínas de membrana no se pliegan o ensamblan correctamente, dirigiéndolas de esta 

manera a su degradación (Zanotti et al., 2022). La subunidad SPCS1 no catalítica, que 

recientemente se ha demostrado que está regulada negativamente en el cerebro de los 

pacientes con enfermedad de Alzheimer, participa de manera crítica en las funciones de 

control de calidad del SPC (Zanotti et al., 2022).   

Además, el complejo SPC es utilizado por algunos virus para la maduración de sus 

poliproteínas virales, incluidas las pre-proteínas de la mayoría de los flavivirus (por 

ejemplo, el virus del Zika, el dengue y la hepatitis C), el VIH y el coronavirus del SARS 

(Estoppey et al., 2017; Oostra et al., 2007; Snapp et al., 2017; Suzuki et al., 2013; Zhang 
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et al., 2016). Cabe destacar también, que el procesamiento de proteínas virales no 

estructurales de los flavivirus favorece la evasión de la respuesta inmune innata 

mediada por interferón, en la célula hospedera (Chen et al., 2017). Todo lo anterior, 

indica que los virus aprovechan una característica inherente a esta enzima revelando 

que el rango de sustratos de la SPC es más amplio de lo que se creía (Zanotti et al., 

2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

La translocación de proteínas a través de la membrana es acompañada de algunos 

mecanismos de modificación de la cadena naciente más allá de la digestión del péptido 

señal, como por ejemplo la glicosilación de la cadena polipeptídica. En las células 

eucariotas, la glicosilación de las proteínas de membrana y de secreción es un proceso 

muy común que tiene lugar en el lumen del RE. La adición cotraduccional de azúcares 

a las cadenas nacientes la realiza el complejo multienzimático oligosacaril transferasa 

(OST) asociado al translocón, formado por 9 subunidades (Ost1p, Ost2p, Ost3p, Ost4p, 

Ost5p, Ost6p, Stt3p, Swp1p and Wbp1p) e integrado en la membrana del RE con su 

sitio catalítico orientado hacia el lumen (Figura 13). Esta enzima agrega oligosacáridos 

al grupo amida de la cadena lateral de asparaginas en la secuencia consenso Asn-X-

Thr/Ser que se encuentran a una distancia de al menos a 12-14 residuos de un 

segmento TM (Orzáez et al., 2004; Nilsson y von Heijne, 1993; Tai y Imperiali, 2001; 

Welply et al.,1983). Este proceso específico puede ser aprovechado experimentalmente 

para obtener información topológica. De esta manera se pueden añadir sitios de 

glicosilación a secuencias de proteínas de membrana desprovistas de ellos para 

estudiar su topología en sistemas de expresión in vivo o in vitro (Tamborero et al., 2011; 

Bañó-Polo et al., 2011). En estos sistemas el estado de glicosilación puede ser 

detectado mediante técnicas electroforéticas, pues un oligosacárido añadido en la 

 

Figura 12. El complejo señal 

peptidasa (SPC). El esquema 

muestra el complejo SPC humano, 

que comprende las proteínas 

accesorias SPCS1 en gris, SPCS3 

en anaranjado y SPCS2 en 

amarillo y la subunidad proteolítica 

SEC11A en marrón. La triada 

catalítica de SPC se muestra en 

morado (serina-aspartato-

histidina). Adaptado de Zanotti et 

al., 2022. 
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cadena polipeptídica incrementa su masa molecular en aproximadamente 2,5 kDa (van 

Geest et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.5. Proteína NALCN (Sodium Leak Channel Non-selective) 

El gen que la codifica la proteína NALCN humana está ubicado en el cromosoma 13 

(13q33.1) y comprende al menos 44 exones. Se expresa principalmente en el sistema 

nervioso central (SNC), pero también en el corazón, la glándula suprarrenal, la glándula 

tiroides, los ganglios linfáticos y los islotes de Langerhans (Kutlu et al., 2009; Swayne et 

al., 2009). En el caso concreto del SNC, NALCN se expresa principalmente en neuronas, 

y en menor medida en oligodendrocitos y en astrocitos (Cahoy et al., 2008). En 

invertebrados, los ortólogos de NALCN se concentran en la zona de sinapsis y a lo largo 

del axón de neuronas en Drosophila melanogaster  y Caenorhabditis elegans (Nash et 

al., 2002; Yeh et al., 2008). En el gen NALCN (na) (también llamado Rb21, VGCNL-1, 

NA en D. melanogaster y NCA-1/2 en C. elegans) aparecen mutaciones en la región 

codificante, ocasionando diferentes fenotipos tanto en mamíferos como en 

invertebrados. Algunas de estas mutaciones producen descendencia viable en C. 

elegans y D. melanogaster, mientras que en ratones homocigóticos son letales 

(Krishnan y Nash, 1990; Lu et al., 2007; Nakayama et al., 2006; Speca et al., 2010). En 

diferentes estudios realizados en D. melanogaster se observó que la supresión del gen 

na genera la aparición de fenotipos diferentes al silvestre, generando moscas mutantes 

más pequeñas y con abdómenes más delgados y alargados (Nash et al., 2002; 

Humphrey et al., 2007). Por otra parte, NALCN es importante en los ritmos circadianos 

de D. melanogaster, ya que mutantes nulos para esta proteína muestran un ritmo 

 

Figura 13. Esquema de la maquinaria 

de glicosilación (OST) cotraduccional. 

En células eucariotas la glicosilación 

ocurre en el lumen del RE y lo realiza la 

enzima oligosacaril transferasa (OST) 

(en rojo), asociada al translocón (azul) 

que agrega oligosacáridos a la cadena 

naciente (negro) mientras está siendo 

sintetizada por el ribosoma (gris). La 

glicosilación eficiente de Asn por el sitio 

activo de la OST requiere una distancia 

de la membrana de 6.5 nm 

aproximadamente. Adaptado de 

Braunger et al., 2018. 
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circadiano interrumpido, hasta el punto de que siendo esta especie diurna, los mutantes 

nulos exhiben la mayor parte de su actividad durante la noche (Nash et al., 2002). 

Asimismo, también se ha evaluadado la participación de NALCN en la agrupación social 

de animales en D. melanogaster, observándose que determinados mutantes muestran 

un fenotipo social deficiente en comparación con las moscas de tipo silvestre, y dicho 

fenotipo se corrigió cuando se expresó exógenamente el gen na en neuronas 

colinérgicas y glutamatérgicas (Burg et al., 2013). Por otra parte, estudios funcionales 

en ratones demostraron que NALCN es importante en la supervivencia de mamíferos, 

ya que crías de ratones homocigotos knockout (NALCN-/-) mueren 12 horas después del 

nacimiento por la interrupción de su ritmo respiratorio. Esta interrupción se debe a una 

alteración en la señalización eléctrica del sistema nervioso, ya que no se observaron 

anomalias en el desarrollo embrionario ni en el movimiento espontáneo de las 

extremidades (Lu et al., 2007). Otro estudio en ratones demostró que NALCN participa 

en la osmorregulación sistémica al controlar la concentración sérica de sodio (Sinke et 

al., 2011), y también se ha vinculado a NALCN en la regulación de la actividad 

marcapasos intestinal en las células intersticiales de Cajal, es decir las contracciones 

fásicas de los músculos gastrointestinales (Kim et al., 2012)  

Estructura de la proteína NALCN.    

NALCN es una proteína politópica de 1.738 aminoácidos que consta de 24 hélices TM 

organizadas en 4 dominios (DI-DII-DIII-DIV) de 6 segmentos TM (S1-S6) cada uno 

(Kschonsak, et al 2020). Las regiones extramembranosas, de alrededor de 50 Å, 

sobresalen a ambos lados de las hélices TM formando lazos extracelulares (ECL) e 

intracelulares (ICL). El análisis de la secuencia de NALCN identifica tres sitios de 

glicosilación putativos en los residuos N210, N216 y N1064, los dos primeros ubicados 

en el ECL entre S5-S6 del DI y el tercero en el ECL entre S5-S6 del DIII. Además, 

también se han identificado cuatro puentes disulfuro repartidos en los ECL de los 

dominios DI, DIII y IV (Xie et al 2020). La organización estructural de los 4 dominios de 

NALCN es similar, con los 4 primeros segmentos TM (S1-S4) formando el dominio 

sensor de voltaje (VSD) y los segmentos S5 y S6 formando el dominio del poro (PD) con 

un filtro selectivo (FS). La estructura de NALCN en humanos resuelta por microscopía 

crioelectrónica (cryo-EM) (Kschonsak et al., 2020) es semejante a la de los canales de 

sodio y calcio dependientes de voltaje. A pesar de estas similitudes estructurales NALCN 

ha sido clasificado como miembro de una nueva subclase de la familia de canales 

iónicos. Entre las diferencias con otros canales podemos mencionar que los segmentos 

TM S4 de los dominios DII y DIV de NALCN presentan menos residuos cargados 
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positivamente (argininas o lisinas) en comparación con los canales de sodio y calcio, 

esto posiblemente explique la menor sensibilidad de NALCN al voltaje (Chua et al., 

2020). Además, la región ICL entre el S4 y el S5 del DI comprendida entre los residuos 

157 y 162 (157YFRFEL162), a diferencia de lo que ocurre en los otros tres dominios de 

NALCN y en otros canales, forma un lazo flexible en lugar de una hélice α. 

Adicionalmente, en una de las estructuras resueltas se observa que este mismo lazo 

ICL entre S4-S5 de DI y el propio segmento S5 forman una cavidad que aloja un lípido 

que podría contribuir a la regulación de NALCN (Xie et al 2020). Finalmente, NALCN 

tiene un FS iónico particular, formado por los residuos EEKE en sus 4 dominios, el cual 

difiere del FS de los canales de sodio (DEKA) y calcio (EEEE/EEDD). 

Dominio sensor de voltaje (VSD) de NALCN.  

La estructura resuelta de NALCN muestra un dominio VSD con una distribución de 

cargas positivas “gating charges” (GC) particular (Kschonsak, et al 2020). El segmento 

S4 del VSD del DI tiene 4 residuos cargados positivamente (R143, R146, R152, R155), 

el S4 del VSD del DII tiene 3 residuos básicos (R481, R484, K487), el S4 del VSD del 

DIII tiene 4 (R989, R992, R995, K998) y el S4 del VSD del DIV presenta sólo 2 residuos 

cargados positivamente (R1310, K1317) (Figura 14). Se ha demostrado que 

neutralizando las cargas del S4 en los dominios VSDI y VSDII, se altera la modulación 

dependiente del voltaje de NALCN, a diferencia de lo que ocurre cuando se neutralizan 

las cargas del S4 de VSDIII o VSDIV (Kschonsak, et al 2020; Xie et al 2020). Así pues, 

estos autores han sugerido que la baja sensibilidad al voltaje de NALCN comparado con 

otros canales podría ser por 4 motivos. Primero, el S2-DIII tiene una metionina en 

posición 929 en lugar de los residuos de fenilalanina o tirosina conservados en los 

canales de sodio y calcio, los cuales son cruciales para la transferencia de iones a través 

de las GC durante la activación del canal. Segundo, las hélices S4 de los dominios VSD 

presentan regiones con conformaciones en hélices 310, excepto S4-DIV que forma 

mayormente una hélice α teniendo solo una pequeña región en hélice 310, donde hay 

una serina en lugar de un residuo cargado positivamente, lo que podría explicar que 

VSDIII y VSDIV contribuyan poco a la sensibilidad al voltaje. En tercer lugar, las GC del 

lado extracelular (R143-R481-R992) del S4 de los dominios DI, DII y DIII forman 

numerosos puentes de hidrógeno con los residuos polares o con carga negativa 

circundantes en comparación con otros canales de iones. En cuarto lugar, el ICL entre 

S4-S5 del dominio DI tiene una estructura diferente a las observadas en los dominios 

DII, DIII y DIV de NALCN, lo que puede dificultar la transducción efectiva del 
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acoplamiento electromecánico, ya que estos ICLs son transductores clave que enlazan 

los VSDs al dominio del poro conductor de iones (Xie et al 2020). 

 

 

 

 

 

 

            

Figura 14. Estructura de la proteína NALCN. (A) Esquema de los 4 dominios (DI, DII, DIII, DIV), 

representando los segmentos TM como cilindros. Sus extremos N y C terminal están orientados hacia el 

citoplasma. En el VSD (S1-S4) de cada dominio se destaca de diferente color el S4, en el que se resaltan 

los residuos básicos (+). Entre los segmentos que forman el dominio del poro (PD) (S5 y S6) hay lazos 

extracelulares (ECL1,2,3,4), los cuales tienen una región de residuos conservados que forman un filtro 

selectivo (FS) de iones. (B) Alineamiento de las cargas de activación (en rojo) y su posición en la hélice S4 

de cada dominio de NALCN con las de otras proteínas transportadoras de iones Nav 1.1 y Cav 1.1. 

Adaptado de Chua et al., 2020. (C) Esquema de la estructuras de los dominios individualizados siguiendo 

el código de color utilizado para resaltar la hélice S4 en el panel A. Adaptado de Kschonsak et al., 2020. 

 

Dominio del poro de NALCN 

El poro de NALCN tiene un vestíbulo exterior, un filtro de selectividad (FS) de iones 

(Figura 15), una cavidad central y una puerta de activación (cerrada en reposo). En el 

vestíbulo exterior la estructura formada por los ECLs permite a los iones acercarse al 

FS a través de una cavidad extracelular de 9 × 15 Å, donde un potencial electronegativo 

concentra cationes en las proximidades del filtro de selectividad. El FS de NALCN es 

más estrecho y electronegativo que su equivalente en los canales de sodio, pero similar 

en dimensión al de los canales de calcio. Por tal motivo, los canales de calcio se han 

usado para establecer similitudes estructurales y funcionales con NALCN (Kschonsak 

et al., 2020; Xie et al., 2020). 
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Puerta intracelular de NALCN 

La puerta de activación intracelular está cerrada en la estructura resuelta, debido 

probablemente a que NALCN requiere la presencia de las proteínas UNC80, UNC79 y 

FAM155A para funcionar como un canal de sodio. El complejo NALCN-FAM155A debe 

sufrir cambios conformacionales sustanciales para la apertura de esta puerta hacia el 

citoplasma en presencia de UNC80 y UNC79 (Kschonsak, et al 2020). Los análisis 

estructurales revelan que los ICLs que unen los cuatro dominios podrían también 

participar en el cierre y estabilización de la puerta de entrada intracelular mediante 

enlaces de hidrógeno o interacciones polares entre S6DI y el ICL entre los dominios DII 

y DIII. La mayoría de los residuos involucrados en esta región de NALCN no están 

conservados en otros canales de iones, sugiriendo que las interacciones locales entre 

S6DI, el lazo entre DII-DIII y el lazo entre DIII-DIV son específicos de NALCN y hacen 

que esta proteína tenga un mecanismo de activación distinto, habiéndose sugerido que 

los S6 de los cuatro dominios deben sufrir un cambio conformacional que induzca la 

apertura de esta puerta para que permita el paso de cationes hidratados  (Xie et al 2020). 

La ruta de tránsito de iones debajo del filtro selectivo en NALCN está formada por un 

grupo tetrahelicoidal de cuatro segmentos S6, una característica estructural presente en 

canales de iones. Este grupo de hélices deben sufrir un cambio conformacional de hélice 

      

Figura 15. Estructura del filtro selectivo de NALCN. (A) Vista superior. Los principales residuos del 

FS son E280, E554, K1115, E1389 (en anaranjado) y cada S6 se muestra con su color respectivo (Figura 

14C). (B) Vista lateral. La región de FS tiene tres sitios de unión a iones de Na+ (esfera morada) con 

residuos cargados negativamente (E275, D558, D561 y D1390). El Sitio 1 se ubica en el medio de FS y 

es más estable, mientras el sitio 2 y 3 son transitorios y posiblemente atraen cationes. (C) Residuos del 

FS de los 4 dominios alineados (anaranjado) y residuos cargados negativamente (en morado). Tomado 

de Kschonsak et al., 2020; y Xie et al., 2020.  
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α a π para permitir el paso de iones. Estudios de modelado por homología sugieren que 

las hélices π se estabilizarían por enlaces de hidrógeno intra-hélice entre W311-N315, 

L588-S592, M1145-T1149, Y1436-N1440 del segmento S6 de DI, DII, DIII y DIV, 

respectivamente (Kschonsak et al., 2020). Otro estudio comparativo entre la proteína 

transportadora de calcio TRPV6 y NALCN describe una región de 7 residuos ubicados 

en el centro de cada segmento S6 del dominio DI de NALCN (residuos F308-K314) con 

el mismo cambio conformacional de hélice α a π cuando el poro de NALCN se abre, 

estabilizado por enlaces intra-hélice en los cuatro segmentos S6 (F308-V313, L309-

K314 en DI) e inter-hélice (W311- L1439, L588- K314, M1145- L591 y Y1436- L1148). 

Además, en este mismo estudio se describe otra región de residuos hidrofóbicos 

conservados (I318-V595-V1152-V1443 y I322-L599-I1156-V1447) que también 

participan en la apertura del poro de NALCN (Xie et al., 2020) (Figura 16). 

 

 

                   

Figura 16. Estado abierto y cerrado de NALCN y del canal transitorio selectivo de la subfamilia 

vanilloide (TRPV 6). (A) Representación molecular de la probable estructura del canal abierto de NALCN, 

donde la flecha señala la estructura π (en anaranjado) en los S6I,II,III,IV (B) Los segmentos que conforman el 

poro de TRPV 6 sufren transiciones de hélice α (en azul para TRPV6) a π (en anaranjado para TRPV6), 

donde la inducción de la estructura π en los S6 puede abrir los canales tras la unión del ligando. 

Potencialmente, una transición S6 análoga puede dilatar la puerta S6 en NALCN para iniciar la conductancia 

iónica. Tomado de Xie et al., 2020 y McGoldrick et al., 2018.. 
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Enfermedades asociadas a NALCN 

NALCN es una proteína esencial en mamíferos que regula el potencial de membrana 

neuronal en reposo, y mutaciones en su gen afectan significativamente a sus funciones 

provocando diversas enfermedades (Lu et al., 2007; Nakayama et al., 2006). Así, 

mutaciones en NALCN se han relacionado con distrofia neuroaxonal infantil, en concreto 

la conversión de C a T en el exón 16 de NALCN (c.1924C > T), lo que crea una señal 

de terminación de la traducción prematura en el codón 642 (Q642Stop) y por ende un 

canal NALCN truncado (Koroglu et al., 2013; Seven et al., 2002). En personas con 

síndrome autosómico recesivo caracterizado por hipotonía severa, deterioro del habla y 

retraso cognitivo, se ha encontrado una deleción ubicada en la región que codifica la 

hélice S4 del dominio DII, y en otros pacientes una mutación que genera el cambio 

W1287L en la hélice S4 del dominio DIV (Lu et al., 2007). Además, se ha observado que 

individuos con epilepsia presentan deleciones en regiones del gen NALCN (Kirchhoff et 

al., 2009; Lalani et al., 2013), y se han identificado mutaciones en NALCN asociadas 

con cáncer de pulmón (Lee et al., 2013), y la metástasis del cáncer (Rahrmann et al., 

2022).  

NALCN y el síndrome de CLIFAHDD.  

El síndrome CLIFAHDD (Congenital contractures of the limbs and face, hypotonia, and 

developmental delay), cuyo número MIM (Mendelian Inheritance in Man) es 616266 

(https://www.omim.org/entry/616266), es un trastorno causado por mutaciones 

heterocigotas en el gen NALCN. Todos los casos notificados con el síndrome de 

CLIFAHDD han ocurrido de novo (Chong et al., 2015), es decir, no son fruto de herencia 

congénita. Todas estas sustituciones descritas estaban ausentes en las bases de datos 

del Proyecto Secuenciación del Exoma, Proyecto 1000 Genomas y Consorcio de 

Agregación del Exoma (Chong et al., 2015). De todas estas mutaciones registradas 

asociadas al fenotipo CLIFAHDD, en la presente tesis estudiamos en detalle 5 de ellas 

localizadas en el dominio DI (Figura 17). El resto de las mutaciones asociadas al 

síndrome de CLIFAHDD se indican en la Tabla 3. 
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Figura 17. Mutaciones en el DI de 

NALCN estudiadas en la presente 

tesis. Las mutaciones estudiadas en 

esta tesis se muestran en rojo. El 

esquema muestra también las cuatro 

cargas (+) del segmento TM S4 y el 

ECL I del DI donde se muestra un 

lazo re-entrante (reentrant loop) y dos 

hélices (P1 y P2) flanqueando al 

residuo de glutámico (E) del filtro 

selectivo.   
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Tabla 3. Lista de mutaciones en la proteína NALCN que generan un espectro fenotípico CLIFAHDD. 

Mutación 
Aminoácido 

alterado 
Ubicación en NALCN Referencia 

c.191A>G Tyr64Lys S1-S2 DI Pergande et al., 2020 

c.530A>C Gln177Pro S5 DI Chong et al., 2015 

c.934C>A Leu312Ile S6 DI Chong et al., 2015 

c.934C>G Leu312Val S6 DI Fukai et al., 2016 

c.938T>G Val313Gly S6 DI Chong et al., 2015 

c.950T>G Phe317Cys S6 DI Karakaya et al., 2016 

c.950T>G Phe317Lys S6 DI Pergande et al., 2020 

c.956C>T Ala319 Val S6 DI Lozic et al., 2016 

C.965T>C  Ile322Thr S6 DI Sivaraman et al., 2016 

c.979G>A Glu327Lys S6 DI Chong et al., 2015 

c.985A>G Arg329 Gly DI-DII Stark et al., 2016 

c.1526T>C Leu509Ser S5 DII Chong et al., 2015 

c.1534T>G Phe512Val S5 DII Chong et al., 2015 

c.1538C>A Thr513Asn S5 DII Chong et al., 2015 

c.1571G>A Ser524Asn S5 DII Angius et al., 2019 

c.1640T>C Met547Thr S5-S6 DII Kumaki et al., 2022 

c.1733A>G Tyr578Cys S6 DII Vivero et al., 2017 

c.1733A>C Tyr578Ser S6 DII Chong et al., 2015 

c.1745A>C Tyr582Ser S6 DII Vivero et al., 2017 

c.1768C>T Leu590Phe S6 DII Chong et al., 2015; Bend et al., 2016 

c.1783G>T Val595Phe S6 DII Karakaya et al., 2016; Pergande et al., 2020 

c.1789G>A Val597Ile S6 DII Wang et al., 2016 

c.1800C>A Asp600Glu S6 DII Angius et al., 2019 

c.1870G>C Glu603Gln S6 DII Winczewska-Wiktor et al., 2022 

c.1838A>G Gln613Arg DII-DIII Singh et al. 2022 

c.3017T>C Val1006Ala S4-S5 DIII Chong et al., 2015 

c.3016G>T Val1006 Phe S4-S5 DIII Li et al., 2020 

c.3050T>C Ile1017Thr S5 DIII Chong et al., 2015 

c.3058G>T Val1020Phe S5 DIII Fukai et al., 2016 

c.3448C>G Leu1150Val DIII-DIV Vivero et al., 2017 

c.3493A>C Thr1165Pro DIII-DIV Chong et al., 2015 

c.3542G>A Arg1181 Gln DIII-DIV Aoyagi et al., 2015, Chong et al., 2015 

c.3553G>A Ala1185Thr DIII-DIV Vissers et al., 2017 

c.4205C>T Leu1324Phe S4 DIV Byrne et al., 2023 

c.4300A>G Ile1434Val S6 DIV Liao et al., 2022 

c.4333A>T Ile1445Leu S6 DIV Bramswig et al., 2018 

c.4338T>G Ile1446Met S6 DIV Chong et al., 2015 
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I.6. Virus SARS-CoV-2  

El virus SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), es el agente 

responsable de la enfermedad COVID-19. Se trata de un virus de RNA de cadena simple 

perteneciente a la familia de los coronavirus que fue identificado por primera vez en la 

ciudad china de Wuhan a finales de 2019. La Organización Mundial de la Salud (OMS) 

declaró la propagación del virus como una pandemia en marzo de 2020 (Wu et al., 

2020). El SARS-CoV-2 se propaga principalmente a través de aerosoles y afecta 

principalmente al sistema respiratorio, provocando síntomas que varían en gravedad. 

La enfermedad registra más de 770 millones de infecciones y más de 7 millones de 

muertes a principios de 2024 (https://covid19.who.int/), además de innumerables 

hospitalizaciones masivas, pérdidas económicas, despidos laborales, cierre de escuelas 

y universidades, etc. Las estrategias efectivas para disminuir la incidencia de la 

enfermedad fueron el distanciamiento social, el uso de mascarillas y el confinamiento 

en áreas gravemente afectadas y, sin lugar a duda, el desarrollo de vacunas. Sin 

embargo, la comprensión de la biología del virus es fundamental para controlar su 

expansión y proteger la salud pública a nivel mundial, así como prepararnos para 

posibles brotes futuros de virus similares (Chen et al., 2020; Dong et al., 2020; Li et al., 

2020; Johns Hopkins Coronavirus Resource Center. COVID-19 dashboard. JHU. 2021. 

https://coronavirus.jhu.edu/map.html). 

Genoma y proteoma del SARS-CoV-2. El SARS-CoV-2 es un virus del género 

Betacoronavirus de la familia Coronaviridae. Los coronavirus son virus con envuelta 

lipídica con un genoma de RNA monocatenario de polaridad positiva. El SARS-CoV-2 

tiene uno de los genomas más grandes (29,9 kb), comparado con otros virus de RNA 

(Zhu et al., 2020; Wu et al., 2020). La estructura del genoma viral es similar al de otros 

coronavirus conocidos, con las dos primeras pautas de lectura abierta en el extremo 5´ 

del genoma, ORF1a y ORF1ab (Figura 18), que codifican para dos poliproteínas (pp1a 

y pp1ab) que una vez procesadas darán lugar a 16 proteínas no estructurales (nsps) 

(Khan et al., 2023). Las nsps del SARS-CoV-2 están involucradas en la inhibición de la 

inmunidad innata y en distintas fases del ciclo vital del virus (Thomas et al., 2021; 

Kakavandi et al., 2023; Lu et al., 2022), en el que cada nsp desempeña funciones 

específicas. 

NSP1 inhibe la traducción de las proteínas celulares, uniéndose a la subunidad 40S 

ribosomal y obstruyendo la entrada de mRNAs del huésped (Lapointe et al., 2021; 

Schubert K. et al., 2020). NSP2 participa en la inhibición de la expresión del mRNA del 

huésped, reduciendo la respuesta antiviral y facilitando la replicación del SARS-CoV-2. 
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Además, también participa en la transcripción y traducción viral interactuando con 

ribosomas y con complejos de replicación-transcripción (CRT) (Xu et al., 2022; Gupta et 

al., 2021). La proteína NSP3 es una proteasa similar a la papaína (PLpro) que escinde 

y genera las nsps 1-3 maduras. Se ha comprobado que participa junto con NSP4 en el 

ensamblaje de vesículas citoplasmáticas de doble membrana (DMV), necesarias para 

la replicación viral (Ricciardi et al., 2022). NSP3, también interfiere en la inducción de la 

respuesta inmune innata del interferón al bloquear la fosforilación, dimerización y 

posterior translocación nuclear del factor regulador de interferón 3 (IRF3) del huésped y 

previene la señalización NF-kappa-B del huésped (Lei et al., 2020). NSP4 es una 

proteína de membrana que desempeña un papel relevante en la formación y 

mantenimiento de los orgánulos de replicación o DMV junto a NSP3 y NSP6 (Ricciardi 

et al., 2022). La NSP5, o proteasa principal (Mpro), es una proteasa similar a la 

quimotripsina, escinde la región C-terminal de las poliproteínas pp1a y pp1ab en 11 sitios 

y origina las nsps 4-16 maduras (Dai et al., 2020; Shin et al., 2020). Además, puede 

activar en células epiteliales pulmonares la vía del inflamasoma NLRP1 y desencadenar 

la muerte celular epitelial (Planés et al 2022). NSP6 es una proteína de membrana que 

desempeña un papel en la formación y mantenimiento de orgánulos de replicación de 

DMVs (Oostra et al., 2008; Ricciardi et al., 2022). Esta proteína se une a la proteína 

quinasa serina/treonina TBK1 del huésped ocasionando una disminución en la 

fosforilación de IRF3, lo que conduce a una reducción de la producción de interferón 

IFN-β (Xia et al, 2020).  NSP7 y NSP8 forman hexadecámeros que podrían participar 

en la replicación viral. Se ha demostrado también que ambas proteínas se ensamblan 

con NSP12 para mejorar la actividad de la RNA polimerasa viral, y conjuntamente NSP7 

y NSP16 participan en la formación del complejo de replicación y transcripción (RTC) 

viral para regular la replicación y transcripción viral (Gao et al 2020; Wang et al 2020). 

Cabe destacar, que la proteína NSP8 interactúa con la SRP y junto con NSP9 suprimen 

la integración de proteínas en la membrana celular, afectando a las defensas inmunes 

del huésped (Banerjee et al., 2020). NSP10 es un cofactor de NSP14 y NSP16 (Yan et 

al., 2021; Jiang et al., 2021) y tiene un papel principal en la metilación de los mRNAs 

virales (Park et al., 2022). NSP12 es la RNA polimerasa RNA dependiente que cataliza 

la transcripción de los RNAs genómicos y subgenómicos del virus (Yin et al., 2021). 

NSP13 tiene actividad helicasa y se une a la proteína TBK1 del huésped e inhibe su 

fosforilación, lo que genera una reducción del interferón IFN-β (Xia et al, 2020). NSP14 

es una exorribonucleasa correctora de errores que reduce la sensibilidad del virus a los 

mutágenos de RNA durante la replicación, además tiene una función N7-guanina 

metiltransferasa originando GpppA-RNA (Lin et al., 2021; Park et al., 2022). NSP15 tiene 
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actividad endorribonucleasa y actúa degradando las 5'-poliuridinas generadas durante 

la replicación de la región poli(A) de los RNAs genómicos y subgenómicos virales, lo 

que evita que el RNA poli(U) hibride con las colas poli(A) y active los sensores de RNA 

de doble cadena (dsRNA) del huésped (Kim et al., 2020; Kim et al., 2021; Pillon et al., 

2021). Finalmente, NSP16 tiene actividad 2′-O-metiltransferasa que media en el proceso 

de protección del mRNA (Rosas-Lemus et al., 2020) a través de la metilación de los 

mRNA virales, lo cual es importante para evadir el sistema inmunológico (Park et al., 

2022). Además, esta proteína interrumpe el splicing de los mRNAs del huésped en el 

núcleo celular al interactuar con los dominios de reconocimiento de pre-mRNA de los 

RNAs nucleares pequeños (snRNA) U1 y U2 (Banerjee et al., 2020). 

En el extremo 3´ del genoma, que ocupa aproximadamente un tercio del genoma, se 

encuentran las pautas de lectura abiertas (ORF) que codifican las proteínas 

estructurales intercaladas con varias ORFs que codifican proteínas accesorias, incluidas 

las ORFs 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c y 10 (Figura 18). Las proteínas estructurales del 

SARS-CoV-2 incluyen la glicoproteína de la espícula (S o spike) que se une al receptor 

del huésped y facilita la fusión de membranas (Moreira et al., 2020; Huang et al., 2020); 

la glicoproteína M (membrane) que es la mayoritaria en la envuelta viral y está asociada 

con la proteína de la nucleocápside y otras proteínas estructurales virales para facilitar 

el ensamblaje viral, además de participar en el proceso de patogénesis (Fu et al., 2021); 

la proteína E (envelope) que es la proteína de membrana más pequeña (Duart et al., 

2020 y 2021) y forma un canal iónico que promueve el ensamblaje y la patogénesis del 

virus (Nieto-Torres et al., 2014; Schoeman et al., 2019); y la proteína soluble N 

(nucleocapsid) que facilita el empaquetado del genoma viral en complejos 

ribonucleoproteicos (RNPs) protegidos en el interior del virus y promueve el ensamblaje 

del virión (Sheikh et al., 2020; Zeng et al., 2020). Profundizar en la comprensión 

estructural y funcional tanto de estas proteínas estructurales como de las nsps es de 

particular interés para comprender mejor la patogénesis del SARS-CoV-2 (Gordon et al., 

2020; Yoshimoto, 2020).  
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Ciclo infectivo del SARS-CoV-2. Los coronavirus utilizan factores del huésped y 

estrategias propias para la infección y expresión génica, tanto a nivel transcripcional 

como traduccional. Los principales factores que participan en la entrada del SARS-CoV-

2 a la célula huésped, son la glicoproteína viral spike (S) y el receptor de la enzima 

convertidora de angiotensina 2 (ACE2) de la célula huésped (V’kovski et al., 2021). 

Cuando la proteína S se une al receptor ACE2 es hidrolizada por la proteasa celular 

furina dividiéndola en dos fragmentos S1 y S2, posteriormente la serin-proteasa 

transmembrana 2 (TMPRSS2) escinde el fragmento S2 viral provocando un cambio 

conformacional de éste que permite la exposición de una región hidrofóbica conocida 

como péptido de fusión. La exposición del péptido de fusión facilita la interacción con la 

membrana celular lo que resulta en la fusión de las membranas virales y celulares. Este 

proceso permite la liberación del genoma viral al interior celular (Ou et al., 2020). El 

genoma viral del SARS-CoV-2, posee polaridad positiva, es decir, es reconocido por los 

ribosomas celulares y actúa directamente como RNA mensajero.  Así, se traducen las 

ORFs del extremo 5’ generándose las poliproteínas pp1a y pp1ab que tienen 4.405 y 

7.096 aminoácidos de longitud, respectivamente. Cabe señalar que la producción de 

Figura 18. Estructura del genoma y proteoma de SARS-CoV-2. A partir de las dos primeras ORFs 

1a y 1ab se sintetizan las poliproteínas pp1a y pp1ab. La proteólisis de estas poliproteínas da lugar a 

las proteínas no estructurales (nsps), que promueven la formación del complejo de replicación-

transcripción (CRT) y las vesículas de doble membrana (DMV), donde ocurre la replicación del genoma 

viral. En estas estructuras se sintetiza un genoma viral de sentido negativo (antigenoma) que servirá 

como molde para la transcripción de los RNAs subgenómicos (sgRNA) y del RNA viral de sentido 

positivo. A partir de los sgRNA se traducirán las proteínas estructurales (S, E, M, N) y otras proteínas 

accesorias. Adaptado de Khan et al., 2023. 
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pp1ab depende de la aparición de un cambio de pauta de lectura del ribosoma, lo que 

ocurre aproximadamente en el 60% de los casos, que elimina la aparición de un codón 

de parada y amplía la región codificante. Esto genera que la pp1a codifique 11 nsps 

(NSP1-NSP11), y la poliproteína pp1ab codifique 16 nsps (NSP 1- NSP 16) (Wu et al., 

2020; Whittaker et al., 2021). Como se ha mencionado anteriormente, las poliproteínas 

son procesadas por las proteasas víricas PLpro (NSP3) y Mpro (NSP5). Algunas de las 

nsps se ensamblan formando el complejo de replicación-transcripción (CRT) 

responsable de la replicación y transcripción del genoma viral (Malone et al., 2022). Al 

mismo tiempo se forman las vesículas de doble membrana (DMVs) mediante la 

reorganización de membranas del RE por las IMPs NSP3, NSP4 y NSP6, 

desempeñando un papel clave en la regulación de la inmunidad del huésped y la 

modificación de los orgánulos celulares para la replicación y salida de los viriones (Lu et 

al., 2022; Sakai et al., 2017). Las DMVs ofrecen el ambiente favorable para la síntesis 

de RNA y a su vez lo protegen de la respuesta inmunitaria activada por los dsRNA. De 

esta manera, a partir del RNA genómico (RNAg) se sintetiza en los CRT una cadena de 

RNA complementaria llamado antigenoma y un conjunto de RNA-subgenómicos 

(RNAsg) de polaridad negativa. El antigenoma sirve como molde para producir nuevo 

RNAg viral, mientras que los RNAsg servirán para la expresión de las cuatro proteínas 

estructurales necesarias para el ensamblaje y salida del virión, y otras proteínas 

accesorias implicadas en la modulación de la respuesta inmune innata del huésped. El 

ensamblaje del SARS-CoV-2 comienza con el recubrimiento de los RNAg con proteínas 

de la nucleocápside (N) generando estructuras que emergen del ERGIC (RE-

compartimento intermedio de Golgi), adquiriendo así una bicapa lipídica que contiene 

las proteínas S, M y E del virus (Figura 19) (Malone et al., 2022). Finalmente, los viriones 

son secretados de la célula infectada mediante exocitosis. 
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Proteína no estructural 4 (NSP4) del virus SARS-CoV-2  

NSP4 es la proteína no estructural más grande y la segunda proteína integral de 

membrana de mayor tamaño del SARS-CoV-2 después de la proteína S. Como se ha 

mencionado, NSP4 es clave para la formación de DMVs (Angelini et al., 2013; 

Oudshoorn, et al,.2017; Sakai et al., 2017; Wolff et al., 2020), permitiendo su interacción 

con NSP3 y NSP6 para la formación de estas vesículas (Hagemeijer et al., 2011). La 

proteína NSP3 se encarga inicialmente de la deformación de la membrana del RE, 

necesaria para hacer posible la formación de las DMVs. Posteriormente, la interacción 

con NSP4 genera la reorganización de las membranas del RE, y la subsiguiente 

interacción entre las proteínas NSP4 y NSP6 permite la formación de las DMVs (Figura 

Figura 19. Ciclo infectivo del SARS-CoV-2. La entrada del virus se realiza tras el reconocimiento de la 

proteína S por el receptor vía endocitosis o fusión de membranas, posteriormente tiene lugar la traducción 

de las poliproteínas pp1a y pp1ab que después de ser procesadas por NSP3 y NSP5 producirán 16 proteínas 

no estructurales (nsp) de las cuales algunas se ensamblan formando el complejo de replicación-transcripción 

(CRT). La replicación del RNA viral ocurre en DMVs, el ensamblaje de viriones en ERGIC, la maduración del 

virión en Golgi y finalmente la salida de los viriones se produce por exocitosis. S, proteína de la espícula; M, 

proteína de membrana; E, proteína de envuelta; N, proteína de nucleocápside; TMPRSS2, serina proteasa 

transmembrana 2; ERGIC, retículo endoplasmático-compartimento intermedio de Golgi; CMs, membranas 

contorneadas. Adaptado de Chen et al., 2023. 
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20A). Estas interacciones son previas al corte proteolítico de la poliproteína, lo que 

permite mantener cerca las 3 proteínas asociadas a la membrana para facilitar su 

interacción (Angelini et al., 2013; Harcourt et al., 2004; Sawicki et al., 2005).  La síntesis 

del RNA viral se lleva a cabo en las DMVs, que actúan como centros neurálgicos, 

proporcionando un microambiente favorable y posiblemente protegiendo al RNA viral de 

los sensores inmunitarios innatos de la célula huésped. El RNA viral recién sintetizado 

se exporta al citosol a través de un poro que atraviesa las DMVs (Figura 20A). Los 

componentes de este poro incluyen NSP3, NSP4 y NSP6 (Wolff et al., 2020).  

La proteína NSP4 está presente en otros coronavirus y se ha demostrado su importancia 

en el fenotipo y replicación viral. Así, en el coronavirus de ratón (MHV) se encontró que 

las sustituciones de aminoácidos (N176A y N258T) en la proteína NSP4 originaron un 

fenotipo viral sensible a la temperatura, y el análisis de las células infectadas con este 

clon infectivo reveló una disminución drástica de las DMVs y del título viral, demostrando 

la importancia de NSP4 en la dirección del ensamblaje de las DMVs y en la replicación 

viral (Clementz et al., 2008). Por otro lado, en cultivos celulares con los mutantes de 

NSP4 N176A y N237A del MHV, se encontró que había una disminución en la síntesis 

de RNA viral, lo cual sugiere que la disminución de RNA viral es la responsable de los 

defectos de producción de viriones. Además, por microscopía electrónica se observó 

que las células infectadas con estos mutantes tenían DMVs con morfología alterada o 

aberrante en comparación con las células infectadas con MHV de tipo silvestre, 

destacando que el grado de DMV irregulares en las células infectadas con el virus que 

contenía la NSP4 mutante está directamente relacionado con la alteración en la síntesis 

de RNA y el desarrollo viral (Gadlage et al., 2010). Ambos estudios fortalecen el papel 

de NSP4 en la organización y estabilidad de las DMV, que son esenciales para la 

síntesis eficiente del RNA viral y la replicación óptima del coronavirus MHV.  En el caso 

del coronavirus causante del síndrome respiratorio de oriente medio (MERS), se ha 

demostrado que la expresión de NSP3 y NSP4 es suficiente para inducir la formación 

de DMVs (Oudshoorn et al., 2017). Estos resultados fueron corroborados en el virus 

SARS-CoV, descubriéndose que la interacción de NSP4 con NSP3 es necesaria y 

suficiente para inducir la formación de DMVs. En este último caso se demostró que los 

residuos implicados en la interacción con la NSP3 son la H120 y la F121 de NSP4; ya 

que mutantes H120N y F121L alteraron la interacción de ambas proteínas afectando los 

reordenamientos de la membrana del RE y, por ende, la replicación del RNA viral (Sakai 

et al., 2017). Todo lo anterior sugiere que NSP4 juega un papel en la replicación, 

organización y estabilidad de las DMVs, siendo esta proteína de especial interés para 

entender la patogénesis del virus. Por tal motivo, resulta importante investigar la 
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biogénesis de la proteína NSP4 del SARS-CoV-2 con el fin de comprender a nivel 

molecular su papel en la patología del virus y desarrollar estrategias eficaces para 

combatir este virus (Ghosh et al., 2020). Hasta el momento no se ha podido determinar 

la estructura con resolución a nivel atómico de NSP4 de ningún coronavirus. Las 

primeras caracterizaciones apuntan la presencia de 4 regiones TM tanto en el 

coronavirus de ratones (MHV) como en SARS-CoV humano, con los extremos N y C-

terminal orientados al citoplasma (Oostra et al., 2007). Además, NSP4 de SARS-CoV 

contiene un sitio de glicosilación no canónico (NIC) ubicado entre la primera y la 

segunda región hidrofóbica que podría estar modificado. Por otro lado, se ha sugerido 

que el extremo N-terminal de NSP4 de SARS-CoV, pero no el de MHV, es parcialmente 

procesado por una peptidasa señal (Oostra et al., 2007). En el caso del SARS-CoV-2 no 

se ha demostrado experimentalmente la topología de NSP4 ni sus modificaciones co-

/post-traduccionales, de hecho, aunque hay distintos modelos topológicos (Thomas, 

2021), no hay un consenso entre los distintos algoritmos de predicción. Recientemente, 

se simuló el impacto de las hélices TM en la interacción entre los dominios luminales de 

NSP3 y NSP4 concluyendo que algunos modelos podrían ser irreales (Figura 20B), 

probablemente derivados de la ubicación inexacta de los segmentos TM (Klatte et al., 

2022), siendo un ejemplo del impacto negativo que tiene nuestro limitado conocimiento 

de los detalles moleculares de NSP4 y, por ende, de su función en la propagación viral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 20. Morfología de las vesículas de doble membrana (DMVs). (A) Imagen de las DMVs 

obtenida por microscopia electrónica (TEM) 12 h.p.i (10000X) inducidas por la cepa Wuhan del SARS-

CoV-2 en células Vero E6. El diámetro de estas vesículas es de 100-300 nm, las flechas indican los 

puntos de contacto entre las dos membranas, probablemente correspondiente a poros que permiten el 

intercambio con el citoplasma. M, mitocondria. Tomado de Roingeard et al., 2022. (B) Esquema 

ilustrativo que muestra la interacción entre las proteínas NSP3 (morado) y NSP4 (azul) para formar las 

DMVs. Tomado de Klatte et al., 2023). 
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El objetivo general I: Estudio de la biogénesis del dominio DI del canal de sodio no 

selectivo humano (NALCN). Para ello se han abordado los siguientes objetivos 

específicos: 

1. Estudio de la inserción individual en membrana de los 6 segmentos TM del dominio I 

(DI) de la proteína NALCN. 

2. Determinación de la topología del DI de NALCN en membranas bacterianas y de 

células humanas. 

3. Estudio computacional de las interacciones entre segmentos TM del DI de NALCN. 

4. Posicionamiento del S6 del DI de NALCN en membranas y efecto de las mutaciones 

asociadas a la enfermedad CLIFAHDD en su integración en membranas. 

El objetivo general II: Estudio topológico de la proteína no estructural 4 (NSP4) del 

SARS-CoV-2. Para ello se han abordado los siguientes objetivos específicos: 

1. Determinación de la topología de la proteína NSP4 en membranas de células 

bacterianas y en membranas de células humanas.  

2. Verificar si la primera región hidrofóbica de la proteína NSP4 puede ser sustrato del 

SPC y de su posible procesamiento en otras líneas celulares. 

3. Estudios preliminares para la caracterización estructural de dominios solubles de la 

proteína NSP4.  
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M.1. Análisis computacional de las secuencias proteicas 

Predicción de hélices TM y topología. Para la predicción de hélices TM y topología 

del Dominio I (DI) de NALCN y NSP4, utilizamos los programas computacionales 

accesibles en la red especificados en la tabla 4 (Duart et al., 2024). 

 

. 

 

 

 

 

 

 

Simulaciones por dinámica molecular. Para la realización de los cálculos 

computacionales en las simulaciones de dinámica molecular del dominio DI de NALCN, 

utilizamos los programas/softwares de acceso libre en la red indicados en la tabla 5. 

 

 

 

 

 

 

 

En las simulaciones por Dinámica Molecular (DM) usamos una representación a nivel 

atómico, en la que la posición y orientación del modelo del dominio DI de NALCN se 

obtuvo del Banco de Datos de Proteínas (PDB) (https://www.rcsb.org) con código PDB 

(7cm3). Usando el algoritmo CHARMM-GUI (http://www.charmm-gui.org/), insertamos 

la estructura proteica resultante en una bicapa de POPC (16:0–18:1 PC) preequilibrada 

siguiendo un modelo simplificado de membrana de RE que abarca el plano XY del 

cuadro de simulación periódica. El complejo proteína-membrana se solvató con agua 

Programa Predicción Enlace web 

ΔG predictor   TM  http://www.cbr.su.se/DGpred/ 

TMHMM TM/Topología http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/  

HMMTOP TM/Topología http://www.enzim.hu/hmmtop/ 

TOPCONS TM/Topología/SP http://topcons.net/ 

MEMSAT TM/Topología/SP http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ 

SPOCTOPUS TM/Topología/SP http://octopus.cbr.su.se/ 

Protter  TM/Topología http://ulo.github.io/Protter/ 

Uniprot  TM https://www.uniprot.org/ 

 

Programa Enlace web/Referencia 

CHARMM-GUI  http://www.charmm-gui.org/ 

GROMACS 2023.2 http://www.gromacs.org/ 

Dinámica Molecular 
Visual (VMD) 1.9.4  https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/vmd-1.9.4/ 

Phyton 3.11.0  https://www.python.org/downloads/release/python-3110/ 

JupyterLab https://jupyter.org/ 

 

Tabla 4. Programas computacionales de predicción de segmentos TM, topología y péptido señal 

(SP) disponibles en la web. 

Tabla 5. Programas computacionales de diseño, simulación, análisis y procesamiento de trayectorias 

y datos utilizados en dinámica molecular. 

 

https://www.rcsb.org/
http://www.charmm-gui.org/
http://www.cbr.su.se/DGpred/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://www.enzim.hu/hmmtop/
http://topcons.net/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://octopus.cbr.su.se/
http://ulo.github.io/Protter/
https://www.uniprot.org/
http://www.charmm-gui.org/
http://www.gromacs.org/
https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/vmd-1.9.4/
https://www.python.org/downloads/release/python-3110/
https://jupyter.org/
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TIP3P que contenía KCl 150 mM (Jo et al., 2008 y 2009). A continuación, procedimos a 

la simulación de todo el DI de NALCN utilizando GROMACS (versión 2023.2). Primero 

realizamos una minimización de energía. A continuación, se realizaron seis rondas 

cortas de equilibración con restricciones de posición en los átomos de la proteína. A 

partir de la producción se realizaron 3 réplicas. Los sistemas se simularon con un paso 

de tiempo de 2 fs durante 1 μs utilizando el campo de fuerza CHARMM36m (Huang et 

al., 2017). La temperatura y la presión del sistema se mantuvieron a 310 K y 1 atm 

utilizando el termostato v-rescale y el barostato c-rescale (Bussi et al., 2007; Bernetti et 

al., 2020).  El análisis de las simulaciones fue configurado con Python 3.11.0 en la 

interfase de usuario Jupyter Lab, y para la visualización de las trayectorias y diseño de 

imágenes de las estructuras simuladas utilizamos VMD (Humphrey et al., 1996). Para la 

estadística descriptiva se utilizaron los valores cuantitativos (n=2700) de cada frame que 

fueron analizados en GraphPad Prism 8.0.2. 

M.2. Manipulación de bacterias.  

Cepas bacterianas: Empleamos la cepa de E. coli DH5α (genotipo: F– φ80lacZΔM15 

Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rK–, mK+) phoA supE44 λ–thi-1 gyrA96 

relA1) para procedimientos de clonación, transformación y amplificación de DNA 

plasmídico. Asimismo, esta cepa bacteriana también fue utilizada en los ensayos de 

topología de las proteínas DI NALCN y NSP4 utilizando el reportero dual PhoA-LacZα; 

ya que permite la α-complementación de LacZ y es deficiente de phoA. También, 

utilizamos la cepa bacteriana E. coli C43(DE3) (genotipo: F – ompT hsdSB (rB- mB-) gal 

dcm (DE3)) para la expresión de fragmentos solubles de la proteína NSP4. Las células 

competentes de E. coli DH5α y E. coli C43(DE3) se prepararon en el laboratorio 

siguiendo el protocolo de Green y Sambrook, 2020. 

Cultivo de cepas de E. coli: Las cepas se cultivaron a 37°C y 200 rpm en medio LB 

(Luria Bertani) líquido (triptona 1% (p/v) (Pronadisa), extracto de levadura 0.5% (p/v) 

(Pronadisa), NaCl 1% (p/v)) o sólido, añadiendo 2% (p/v) de agar bacteriológico 

(Pronadisa). En ambos casos se esterilizaron los medios en autoclave durante 20 

minutos a 1 atmósfera de presión y 121°C. Los medios LB líquido o sólido se 

suplementaron con el antibiótico apropiado para el caso, ampicilina a 50 μg/ml o 

kanamicina a 35 μg/ml. 

Transformación de las cepas de E. coli: Para la incorporación de DNA plasmídico 

exógeno dentro de estas cepas utilizamos el método de electroporación. Para ello 50 ó 

100 μL de células electrocompetentes se mezclaron con 5 ng de DNA plasmídico, 
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después las células fueron sometidas a un choque eléctrico de 1.8 kV/cm2 durante 5 

milisegundos, para lo cual se emplearon cubetas de electroporación con una distancia 

entre los electrodos de 0,1 cm. Después del choque eléctrico las células se recuperaron 

en medio LB incubándolas 1 hora a 37ºC en agitación a 350 rpm. Finalmente, las células 

fueron sembradas en una placa de LB con el antibiótico adecuado. 

M.3. Manipulación de líneas celulares humanas 

 Líneas celulares humanas: En la presente tesis empleamos 2 líneas celulares 

humanas y una línea celular de mono que crecen en monocapa adheridas a la superficie 

del frasco de cultivo. La línea HEK-293T (células embrionarias de riñón humano 293) 

fueron usadas en ensayos de topología de las proteínas DI NALCN y NSP4, inserción 

individual de segmentos TM en membrana del RE, verificación del residuo inicial del TM 

del S6 del DI de NALCN, efectos de mutaciones asociadas a enfermedades en DI 

NALCN y en el procesamiento de la diana putativa de la proteína NSP4. La línea Vero 

E6 (células epiteliales de riñón extraídas del primate africano cercopiteco verde) y la 

línea A549 (células epiteliales del carcinoma de pulmón humano) se utilizaron para 

ensayos de procesamiento de la diana putativa del complejo peptidasa (SPC) de la 

proteína NSP4.  

Mantenimiento de las líneas celulares humanas: Las 3 líneas celulares se cultivaron 

en monocapa en frascos de 75cm2 recubiertos con medio de cultivo que contenía DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Media) (Gibco) con 4.8 g/L de glucosa suplementado con 2 

mM glutamina y 10% (v/v) de suero bovino fetal (Gibco) y penicilina/estreptomicina (100 

U/ml) (Gibco). Cuando las células alcanzaban el 90% de confluencia se tripsinizaban y 

se pasaba una dilución a otros frascos conteniendo DMEM suplementado fresco con el 

objetivo de mantener la línea celular. 

Transfección de líneas celulares humanas: 24 horas antes de la transfección se 

sembraban 2 millones de células por placa de 24 pocillos con 500 μL de medio de cultivo 

en cada pocillo. En general se transfectó 500ng de DNA plasmídico por pocillo. La línea 

célular HEK-293 se transfectó con una mezcla que contenía 1L de polietilenimina 

1mg/ml y 50L de DMEM por cada g de DNA. Las líneas celulares Vero E6 y A549 

fueron transfectadas con Lipofectamina 3000 siguiendo el protocolo del fabricante 

(Invitrogen). Para la preparación, se combinaron 1.5 μL de lipofectamina 3000 con 25 

μL de DMEM con una mezcla que contenía 1 μL del reactivo potenciador de la 

transfección (Invitrogen), 500 ng de DNA plasmídico y 25 μL de DMEM. En ambos casos, 

la mezcla final se incubó a temperatura ambiente durante 15 minutos y después se 
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agregó gota a gota al pocillo. Las células se cultivaron a 37ºC y 5% CO2 durante 24-48 

horas según sea el caso, antes de proceder a la obtención del extracto proteico. 

 

M.4. Manipulación genética 

Vectores de DNA plasmídico: Durante el desarrollo de la tesis utilizamos 6 tipos de 

vectores (Tabla 6). En el plásmido pGEM-T se clonó la secuencia de DNA que codifica 

el dominio DI de NALCN y el sistema Lep; el plásmido pLVX-EF1alpha-IRES-Puro 

contenía la secuencia de DNA que codifica la proteína NSP4; en el plásmido pSVLd 

construimos el sistema CLTM con tres y dos dianas de glicosilación (3G y 2G 

respectivamente); el plásmido pKTop contiene el sistema dual PhoA-LacZ; el plásmido 

pCAGGS se usó para la expresión de proteínas en células de mamífero; y el plásmido 

pETNKI se utilizó para expresión de fragmentos solubles de la proteína NSP4. Para 

obtener una mayor cantidad de copias de los plásmidos y de las construcciones 

derivadas, estos fueron transformados en E. coli DH5α y se realizó purificación del DNA 

plasmídico mediante lisis alcalina siguiendo las instrucciones de GeneJET Plasmid 

Miniprep (ThermoFisher Scientific). 

 

 

 

 

 

 

 

Amplificación de material genético: Las reacciones en cadena de la polimerasa 

(PCR) se realizaron en un termociclador Doppio Ristretto (Hamburgo, Alemania). Las 

mezclas de reacción contenían 50 ng de DNA molde, 10 μM de cada oligonucleótido, 

0.25 mM de dNTPs, tampón de PCR comercial y 1 unidad de la polimerasa Taq 

(Thermus aquaticus) de Promega (Madison, WI, U.S.A.), para un volumen final de 

reacción de 50 μL. Las condiciones de la reacción fueron una desnaturalización inicial a 

95°C, seguido de 32 ciclos de tres segmentos (1 min a 95°C, 1 min. a 55°C, 1 min/kb. a 

72°C) y con un tiempo de extensión final de 5 min a 72°C. El DNA amplificado se purificó 

Vectores DNA plasmídico Origen Referencia 

pGEM-T Donado por Dr. von Heijne Hessa et al. 2005 

pLVX-EF1alpha-IRES-Puro Donado por Dr. Nevan Krogan Gordon et al. 2020 

pSVLd Donado por el Dr. Feige Behnke et al., 2016 

pKTop  Donado por Dra. Karimova Karimova et al., 2009 

pCAGGS Life Science Market PVT1020 Fan et al., 2022 

pETNKI 1.1 Donado por Dra. Casino Huesa et al., 2021 

 

Tabla 6. Lista de Vectores plasmídicos utilizados 
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siguiendo las instrucciones del GeneJET PCR Purification Kit (ThermoFisher Scientific) 

y GeneJET Gel Extraction (ThermoFisher Scientific). 

Inserción y clonación de material genético: A continuación, describiremos las 

diferentes construcciones genéticas obtenidas mediante inserción, clonación molecular 

y mutagénesis para la realización de la presente Tesis. Para ello, el diseño de los 

oligonucleótidos fue realizado manualmente o utilizando la herramienta “Quik Change II 

Primer Design tool”, según sea el caso. Los oligonucleótidos utilizados y las 

construcciones obtenidas se describen en el Anexo 1 y 2, respectivamente. 

- Construcción del sistema CLTM: Primero, al plásmido pSVLd le realizamos algunas 

modificaciones. En la región codificante de la cadena ligera λ de inmunoglobulina (CL) 

diseñamos dos sitios de glicosilación aat agc agc y aat gtc act que codifican las 

secuencias de aminoácidos NSS y NVT, respectivamente mediante mutagénesis 

dirigida; los cuales nos servirán como reporteros de glicosilación. Los sitios de digestión 

de las enzimas SpeI (actagt) y SacI (gagctc) fueron diseñados por inserción en la región 

que codifica la secuencia de glicinas y serinas repetidas (Figura 24). La etiqueta con el 

epítopo c-myc (EQKLISEEDL) y los dos codones de parada (tag taa), situados al final 

del sistema CLTM, fueron añadidos por PCR y el producto amplificado fue clonado en el 

plásmido pSVLd utilizando las enzimas de restricción XhoI y BamHI (New England 

Biolabs NEB). Posteriormente, por PCR amplificamos los 6 segmentos TM del dominio 

DI de NALCN y el TM10-32 de NSP4 (flanqueados por los tetrapéptidos GGPG/GPGG y 

por sitios de digestión); después, tanto los productos de PCR como el vector que 

contiene el sistema CLTM fueron digeridos con las enzimas de restricción SpeI/SacI 

(New England Biolabs NEB) y tratados con la T4 DNA ligase (NZYTECH) a 16°C durante 

16h. Los protocolos de clonación con enzimas de restricción (XhoI, BamHI, SpeI y SacI), 

se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante New England Biolabs (NEB) y 

NZYTECH. El sistema CLTM y las construcciones realizadas en éste se muestran en 

Anexo 2 A. 

- Construcciones de proteínas truncadas en el vector pKTop: En las construcciones 

realizadas en el sistema de reportero dual PhoA-LacZ, las diferentes secuencias que 

codifican los truncados de longitud creciente del dominio DI de NALCN y NSP4 fueron 

amplificadas por PCR. Tanto los productos de PCR como el plásmido pKTop fueron 

digeridos con XbaI/SacI siguiendo las instrucciones del fabricante NEB y tratados con 

T4 DNA ligase (NZYTECH) a 16 °C durante 16h. Las construcciones se muestran en el 

Anexo 2 B. 
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- Construcciones de proteínas truncadas en el vector pCAGGS: Para el mapeo de 

glicosilaciones de las proteínas truncadas del dominio DI de NALCN y NSP4, se 

diseñaron cebadores para amplificar por PCR los diferentes truncados. En todas las 

construcciones, los cebadores incluyen sitios glicosilables (NSTMGM) o no glicosilables 

(QSTMGM) en N- y/o C-terminal, etiqueta con el epítopo c-myc (EQKLISEEDL) sólo en 

el cebador C-terminal, y secuencia homóloga de 15pb del plásmido pCAGGS en ambos 

cebadores directo (forward) y reverso (reverse). Los productos de PCR se purificaron y 

se clonaron en el plásmido pCAGGS que fue linealizado por digestión con KpnI (NEB) 

utilizando la tecnología In-Fusion HD (Takara), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Las construcciones se muestran en el Anexo 2 C. 

- Construcciones en pGEM-T(Lep): Para los estudios de inserción de las regiones 

hidrofóbicas seleccionadas se utilizó el ensayo basado en la proteína modelo leader 

peptidase (Lep), ésta fue modificado añadiéndole mediante mutagénesis dirigida sitios 

de glicosilación (NTS) a distancias de 9, 11, 13 y 15 codones del inicio de la secuencia 

testada. Al S6 del dominio DI de NALCN se le añadieron por PCR tetrapéptidos 

GGPG/GPGG en ambos extremos y sitios de restricción SpeI/KpnI flanqueantes. Tanto 

los productos de PCR del S6 como el plásmido pGEM+Lep fueron digeridos con 

SpeI/KpnI siguiendo las instrucciones del fabricante (NEB) y ligados con T4 DNA ligase 

(NZYTECH) a 16 °C durante 16h. Los controles de inserción (la secuencia 

KVLLVTGVLGLLLLIKWK), translocación (la secuencia YNLYIYAFFASSLVHGFI), S6 

silvestre y los mutantes fueron clonados en el sistema pGEM+Lep por la misma 

metodología. En el caso de las mutaciones asociadas a la enfermedad CLIFAHDD, 

éstas fueron diseñadas en el S6 mediante mutagénesis dirigida siguiendo el 

procedimiento que se detalla más adelante. Las construcciones realizadas se describen 

en el Anexo 2 E. 

- Construcciones en el vector pETNKI 1.1: Para la purificación de dominios solubles 

de la proteína NSP4, se realizaron dos construcciones, una que comprende la región 

entre el primer y segundo TM (S40-P270) y la otra que corresponde al extremo C-

terminal de la proteína (T411-Q500). Los fragmentos correspondientes a estas regiones 

de la proteína fueron amplificados por PCR y clonados en el plásmido pETNKI 1.1 

(resistente a kanamicina, con etiqueta Histag en N-terminal seguido de sitio de corte 

para proteasa PreScission) mediante ligación independiente de ligasa, una técnica 

donde se crean extremos sobresalientes complementarios entre las secuencias de 

nucleótidos del plásmido y del fragmento amplificado. Para ello, el plásmido digerido con 

KpnI y los fragmentos amplificados por PCR fueron purificados por GeneJET Gel 
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Extraction (ThermoFisher Scientific). Luego, para crear los extremos sobresalientes en 

el plásmido preparamos la siguiente reacción (5 μL de plásmido digerido, 2 μL T4-

DNApol buffer 5X, 1 μL de 25 mM dTTP, 0.5 µL 100 mM DTT, 1 µL BSA (1 mg/ml), 0.5 

μL de la DNA polimerasa T4 (NEB) y 2.5 μL H2O); y para los fragmentos de PCR (5 μL 

de producto de PCR, 2 μL T4-DNApol buffer 5X, 1 μL de 25 mM dATP, 0.5 µL 100 mM 

DTT, 1 µL BSA (1 mg/ml), 0.5 μL de la DNA polimerasa T4 (NEB) y 2.5 μL H2O). Las 

reacciones fueron incubadas durante 30 minutos a 22 °C seguido de 20 minutos a 75 

°C para inactivar la polimerasa. En la reacción de hibridación mezclamos 1.5 μL de 

plásmido y 3 μL de inserto tratados con la DNA polimerasa T4, incubamos 10 minutos a 

temperatura ambiente y transferimos la reacción a 4ºC. Finalmente, transformamos 3 

μL de cada construcción en 50 μL de células E. coli DH5α competentes y sembramos 

en placas de LB agar con kanamicina 35μg/mL para luego incubarlas a 37ºC por toda la 

noche. Las construcciones se describen en el Anexo 2D. 

Mutagénesis dirigida: Para la reacción de mutagénesis seguimos las instrucciones del 

fabricante (Agilent Technologies). En cada reacción usamos 1 μL de Pfu Turbo DNA 

polimerasa, 50 ng de DNA molde, 5 μM dNTPs, 5 μL de tampón 10X, 0.05μM de 

concentración final de cada oligonucleótido que contiene la mutación diseñada y 

completamos con agua hasta 50 μL de volumen final de reacción. Se realizaron 18 ciclos 

de amplificación (1 minuto a 95°C, 1 min. a 58°C y 1 min/kb de plásmido a 68°C 

precedidos por un ciclo de desnaturalización inicial de 2 min. a 95°C). El DNA 

amplificado se digirió con la enzima DpnI para degradar el DNA molde metilado y 

después se transformaron células competentes DH5α de E. coli con 1 μL del producto 

obtenido. Las células se sembraron en placas de LB seleccionando con el antibiótico 

apropiado y se dejaron crecer 37ºC durante 16-24 horas. Las construcciones obtenidas 

por mutagénesis en la secuencia del dominio DI de NALCN (D75R, N210Q y N216Q) y 

en la proteína NSP4 (NIS, QIC, AAAA, FFFF) se muestran en el Anexo 2C. 

Secuenciación de material genético: Las inserciones, clonaciones, mutagénesis 

dirigidas y las demás construcciones realizadas fueron comprobadas mediante 

secuenciación del DNA por la empresa Macrogen Inc. (Seoul, Korea).  

M.5. Ensayo topológico del dominio DI de NALCN y NSP4 en membranas de 
bacterias  

En este ensayo utilizamos el reportero dual pho-lac del plásmido pKTop. Las seis 

construcciones del dominio DI de NALCN, 61-mer (pKTop-NALCN1-61-pho-lac), 88-mer 

(pKTop-NALCN1-88-pho-lac), 127-mer (pKTop-NALCN1-127-pho-lac), 160-mer (pKTop-
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NALCN1-160-pho-lac), 200-mer (pKTop-NALCN1-200-pho-lac) y 380-mer (pKTop-NALCN1-

380-pho-lac)) y las diez construcciones de la proteína NSP4, 141-mer (pKTop-NSP41-141-

pho-lac), 164-mer (pKTop-NSP41-164-pho-lac), 279-mer (pKTop-NSP41-279-pho-lac), 313-

mer (pKTop-NSP41-313-pho-lac), 335-mer (pKTop-NSP41-335-pho-lac), 346-mer (pKTop-

NSP41-346-pho-lac), 362-mer (pKTop-NSP41-362-pho-lac), 371-mer (pKTop-NSP41-371-

pho-lac), 397-mer (pKTop-NSP41-397-pho-lac) y 500-mer (pKTop-NSP41-500-pho-lac)) 

fueron transformadas en E. coli DH5α y cultivadas a 37°C en placas de agar LB con 50 

μg/mL kanamicina. Para estudiar la topología de todas las construcciones mediante el 

ensayo cualitativo, una colonia fresca de cada construcción fue crecida hasta un OD600nm 

de 0.5 en el medio LB con 50 μg/mL de kanamicina y se sembraron por goteo 7 μL en 

placas con agar LB suplementado con los indicadores 80 μg/mL de disodio 5-bromo-4-

cloro-3-indolil fosfato (BCIP) y 100 μg/mL de 6-cloro-3-indolil-β-D-galactósido (Red-Gal), 

el inductor IPTG (1 mM) y 50 μg/mL de kanamicina. Las placas sembradas se dejaron a 

37 °C toda la noche. Para el ensayo cuantitativo, una vez llevado el cultivo a un OD600nm 

de 0,5 igual que en el apartado anterior, se indujo la expresión de la proteína quimérica 

(truncados/PhoA-LacZ) con 1 mM de IPTG durante 1 hora a 37 °C. Para medir la 

actividad β-galactosidasa, se recogieron las células por centrifugación a 7.000 rpm 

durante 5 minutos y se resuspendieron en medio M63 (100 mM KH2PO4, 15 mM 

(NH4)2SO4, 1,7 mM Fe2SO4, 1 mM MgSO4, pH 7.0). Después las bacterias 

resuspendidas y permeabilizadas con SDS 0.05%: cloroformo (1:1), fueron mezcladas 

con tampón PM2 (70 mM Na2HPO4, 30 mM NaHPO4, 1 mM MgSO4, 0.2 mM MnSO4, pH 

7.0) y 0,15% de Orto-nitrofenil-β-D-galactosido (ONPG) para iniciar la reacción 

enzimática. Para medir la actividad fosfatasa, las células se recogieron por 

centrifugación a 7.000 rpm durante 5 minutos, y se resuspendieron en tampón frío PM1 

(1 M Tris–HCl, pH 8.0, 0.1 mM ZnCl2, 1 mM iodoacetamida). A continuación, después 

de permeabilizar la suspensión bacteriana con SDS0.05%:cloroformo (1:1), la reacción 

comenzó al añadir una mezcla de la solución sustrato de p-nitrofenil fosfato (pNPP) 

(0.15% in 1 M Tris–HCl, pH 8.0). Las reacciones β-galactosidasa y fosfatasa se 

detuvieron cuando se observa la presencia de un color amarillo añadiendo Na2CO3 (1 

M) y NaOH (2N), respectivamente (Anexo 3, Figura 74 y 75). La actividad enzimática 

(A) en unidades relativas y la actividad relativa normalizada (NAR) fueron calculados 

como se describe en Karimova and Ladant, 2017. 

   

𝐴 = 1000 𝑥 (
𝑂𝐷405 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝑂𝐷405 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙

(𝑂𝐷595 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝑂𝐷595 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
)/𝑡 (min 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑐𝑢𝑏𝑎𝑐𝑖ó𝑛)  
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Donde los OD495 y OD595 del control, corresponden a la mezcla de reacción que no 

contiene suspensión bacteriana. 

 

𝑁𝐴𝑅 = (
𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑃ℎ𝑜𝐴 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎/𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑃ℎ𝑜𝐴

𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝐿𝑎𝑐𝑍 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎/ 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝐿𝑎𝑐𝑍
)  

Donde la máxima actividad de PhoA o LacZ, corresponde a la máxima actividad medida 

en cada ensayo.  

 

M.6. Ensayo topológico del dominio DI de NALCN y NSP4 en membranas de 
células humanas. 

La metodología para determinar la topología de ambas proteínas consiste 

resumidamente en obtener el extracto proteico de las células transfectadas con los 

correspondientes plásmidos donde se expresaron, realizar un tratamiento con EndoH 

del extracto proteico a una fracción de la muestra y finalmente, su análisis por 

electroforesis SDS-PAGE y Western blot (Anexo 3, Figura 76). 

Obtención de extracto proteico de células humanas 

Las construcciones truncadas del dominio DI de NALCN y de la proteína NSP4 fueron 

clonadas en el plásmido pCAGGS y transfectadas en células HEK-293T en placas 

multipocillo. Después de 24-48 horas a 37 °C y 5% CO2 , las células se recogieron de 

los pocillos y se centrifugaron a 250 g durante 10 minutos a 4 °C y se lavaron dos veces 

con 400 μL de PBS. Finalmente, las células fueron lisadas agregando 100 μL de tampón 

de lisis (Tris-HCl 20 mM pH 7.5, NaCl 150mM, 1% NP-40) y sonicadas durante 10 

minutos en un bioruptor (Diagenode). Después de centrifugar las muestras a 13.000 rpm 

durante 10 minutos y 4 °C; el sobrenadante se mezcló en proporción 5:1 con tampón de 

carga (Laemmli sample buffer, Tris-HCl 625 mM pH 6.8, glicerol 10% (v/v), SDS 2% 

(p/v), β-mercaptoetanol 4% (v/v), azul de bromofenol 0.01% (p/v)).  

Tratamiento con EndoH 

Una fracción de las muestras de proteínas se trataron con endoglicosidasa H (EndoH) 

que es una enzima capaz de eliminar los N-oligosacáridos de una glicoproteína. El 

tratamiento de las muestras se realizó siguiendo las indicaciones del proveedor, 

añadiendo a la muestra en el tampón de carga GlycoBuffer 3 y 2 U de EndoH (New 

England Biolabs), incubando durante 1 hora a 37 °C.  
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Electroforesis SDS-PAGE y Western Blot 

Después de la incubación con EndoH, las muestras de proteínas fueron calentadas a 

96 °C durante 5 minutos para su desnaturalización y analizadas mediante electroforesis 

en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. Las muestras desnaturalizadas fueron 

cargadas en geles de 12%, 14%, 16% y 20% de poliacrilamida dependiendo del tamaño 

de las proteínas truncadas y la electroforesis se realizó a un voltaje constante (90V).  

Según el procedimiento los geles se tiñeron con azul de Coomassie (0,1 % w/w 

Coomassie Blue R250, 30 % metanol, 5 % ácido acético) y se decoloraron con solución 

decolorante (250ml metanol, 70 ml ácido acético y 680ml H2O destilada), o se 

transfirieron (90V con límite de 300 mA durante 1 hora) a una membrana de nitrocelulosa 

Hybond-ECL (Amersham Bioscience) en tampón de transferencia (metanol, solución de 

transferencia 10x y agua en proporción 1:0,5:3,5, respectivamente). Una vez finalizada 

la transferencia, la membrana se bloqueó con leche desnatada al 5% (p/v) y para la 

inmunodetección por transferencia western blot se empleó el anticuerpo primario anti-c-

myc (Sigma) obtenido en conejo a una dilución 1:10000 y el anticuerpo secundario de 

cabra contra la IgG (H+L) de conejo conjugado a HRP a 1:8.000. Después de lavados 

sucesivos con tampón de lavado (10x TBS en agua al 1:10 y 0.05% tween), la detección 

de la señal quimioluminiscente se obtuvo tras incubar la membrana de nitrocelulosa con 

el reactivo de revelado ECL de GE Healthcare en el equipo ImageQuantTM LAS 

4000mini Biomolecular Imager (GE Healthcare).  Esta señal nos permite distinguir la 

glicosilación de las dianas reporteras en las diferentes construcciones truncadas de las 

proteínas del DI NALCN y NSP4; ya que una sola glicosilación confiere una diferencia 

en la movilidad electroforética de ~2.5 kDa permitiéndonos averiguar su localización 

luminal (diana reportera glicosilada) o citoplásmica (diana reportera no glicosilada). 

Para el mapeo de glicosilaciones de las construcciones en el sistema Lep, los 6 

segmentos TM del DI de NALCN clonados en CLTM 3G y el TM10-32 putativo de NSP4 

clonado en CLTM 2G, se siguió el mismo protocolo descrito arriba para la transfección 

en células HEK-293T, extracción de proteínas, tratamiento con EndoH, electroforesis e 

inmunodetección. La diferencia de ~2,5 kDa aproximadamente en la movilidad 

electroforética nos indicará inserción en membrana del RE o traslocación al lumen de 

las proteínas evaluadas con respecto a su control.  

M.7. Procesamiento de la diana putativa de NSP4 

El objetivo de este ensayo fue verificar la existencia de una diana de corte del complejo 

SPC en la secuencia de NSP4. Para ello, se diseñaron dos mutantes en los que se 
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reemplazaron la secuencia TPVH (residuos 28-31 en NSP4, 2792-2796 en pp1a) 

original por cuatro residuos de alanina o fenilalanina. A continuación, sembramos las 

células HEK-293T en placas de 24 pocillos con las mismas condiciones y medios de 

crecimiento que en procedimientos anteriores.  Cuando las células llegaron a un 70-80% 

de crecimiento en placa transfectamos el plásmido pCAGGS con la secuencia clonada 

que codifica la proteína silvestre (pCAGGS-NSP4TPVH) y las secuencias codificantes de 

ambos mutantes de NSP4 (pCAGGS-NSP4AAAA y pCAGGS-NSP4FFFF); después las 

células se cultivaron durante 24-42 horas a 37 °C y 5 % de CO2. La expresión de las 

construcciones transfectadas se analizó siguiendo la metodología descrita 

anteriormente en la extracción de proteínas e inmunodetección por Western blot.  

Con el objetivo de verificar que el procesamiento in vivo de la proteína NSP4 ocurre 

también en otras células humanas y no humanas. Las células Vero y células A549 se 

cultivaron bajo las mismas condiciones y medios de cultivo empleados anteriormente. 

Se sembró 2 millones de cada línea celular en placas de 24 pocillos, las cuales fueron 

transfectadas 24 horas después con el plásmido pCAGGS que contiene la secuencia 

clonada que codifica la proteína wild type (pCAGGS-NSP4TPVH). Transcurridas 24-42 

horas de expresión de la construcción transfectada se continuó con la extracción de 

proteínas y ensayos de inmunodetección. 

M.8. Inhibición del procesamiento de NSP4 por cavinafungin 

Sembramos las células HEK-293T en placas de 6 pocillos, siendo las condiciones y 

medios de crecimiento los mismos que en procedimientos anteriores. Cuando las células 

llegaron a un 70-80% de crecimiento en placa, transfectamos el plásmido pCAGGS-

NSP4TPVH. La cantidad de plásmido transfectado fue de 2 μg, el cual fue mezclado con 

250 μL de DMEM sin suero y 5 μL de polietilenimina (PEI) e incubado 5 minutos a 

temperatura ambiente. Después de tal incubación se agregó a la mezcla 750 μL de 

DMEM suplementado con FBS al 5% y se incubó durante 10 minutos. Esta mezcla se 

añadió a las células y se incubaron 4h. Tras la incubación se cambió el medio por DMEM 

suplementado con 10 % de FBS y con o sin 1μM de cavinafungin (inhibidor del complejo 

peptidasa, SPC) (Zanotti et al., 2022). Posteriormente, las células se cultivaron durante 

toda la noche a 37 °C, 5 % de CO2 y la expresión de las construcciones transfectadas 

se analizó siguiendo la metodología descrita anteriormente. 
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M.9. Expresión, purificación y cristalización de dominios solubles de la proteína 
NSP4 

Expresión de dominios solubles 

Los dominios solubles de NSP4 S40-P270 y T411-Q500 se clonaron pETNKI que añade 

cola de His en Nt. Los plásmidos se transformaron en la cepa E. coli C43. Para poner a 

punto las condiciones de expresión de las proteínas se realizó una dilución 1:50 del 

precultivo de una colonia en medio Hyper Broth™( AthenaES™) o LB suplementados 

con Kanamicina en placas de 24 pocillos y dejándose incubar a 37 °C hasta que se 

alcanzó una OD 0.6-0.8. Se indujo la expresión de la proteína con 0.5mM de IPTG 

durante 3 horas (Miguel-Romero et al., 2020) a 37 °C ó 20 °C. Antes y después de la 

inducción se tomaron muestras que se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos. El 

sedimento se resuspendió en tampón de muestras de Laemmli y el extracto proteico se 

analizó por electroforesis SDS-PAGE en geles de 16% de acrilamida. Los geles se 

tiñeron con azul de Coomassie y se decoloraron con solución decolorante 2.5:0.7:6.8 de 

metanol, ácido acético y agua destilada, respectivamente. Para la expresión a gran 

escala, 25ml de un precultivo incubado a 37ºC durante toda la noche se diluyó en 1L de 

medio Hyper suplementado con glucosa (NSP4 S40-P270) o LB (NSP4 T411-Q500). 

Los cultivos se incubaron a 37ºC en agitación hasta alcanzar a una OD 0.6-0.8, y se 

indujo con 0.5 mM de IPTG durante 3 horas. Finalmente, las células se centrifugaron a 

4200 rpm durante 25 minutos a 4ºC. Tras el lavado con LB, el sedimento se guardó a -

20ºC. 

Purificación de dominios solubles  

Obtenidas las condiciones óptimas de expresión para cada proteína, calculamos su 

punto isoeléctrico con la herramienta en línea Compute pI/Mw ExPASy (S40-P270 mer 

pI:4.93 y T411-Q500 mer pI:6.45). Basados en los puntos isoeléctricos preparamos las 

siguientes soluciones para su purificación. Para la proteína NSP4(S40-P270) 

preparamos la solución A1 de homogeneización (50mM Tris-HCl pH 8.0, 500mM NaCl, 

1mM de PMSF, 0.5mM de TCEP) y solución B1 o elución (solución A1 con 500mM de 

Imidazol). Para la proteína NSP4(T411-Q500) se preparó la solución A2 de 

homogeneización (50mM Tris-HCl pH 8.5, 500mM NaCl, 1mM de PMSF, 0.5mM de 

TCEP) y solución B2 o elución (solución A2 con 500mM de Imidazol).  

Los sedimentos celulares fueron resuspendidos en 20 ml de solución A, y sonicados 

durante 1seg/pulso; centrifugamos los cultivos sonicados a 12000 rpm durante 30 

minutos a 4ºC y guardamos el sobrenadante. La purificación de las proteínas del 
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sobrenadante se realizó por cromatografía de afinidad utilizando columnas de níquel 

HisTrapTM de 5ml y 1ml (Thermo Fisher Scientific) en el equipo de cromatografía ӒKTA 

Start de GE Pure™. Tras la carga de la muestra y posterior lavado con solución A, se 

eluyó con saltos de 7, 40, 70 y 100% de solución B. Todo el procedimiento de purificación 

de los sobrenadantes fue monitoreado siguiendo la A280 del eluido. Las fracciones se 

analizaron por electroforesis SDS-PAGE en geles de 16% de acrilamida (Huesa et al., 

2021). 

Solubilización de cuerpos de inclusión del dominio S40-P270 de NSP4. 

En el caso de la proteína NSP4 (S40-P270), que formó cuerpos de inclusión en su 

proceso de expresión, el sedimento obtenido después de sonicar se resuspendió en 

solución A1 con diferentes cantidades de urea 2M, 3M, 4M o 6M para disgregar los 

cuerpos de inclusión (Singh et al., 2015). Las muestras se incubaron a 4ºC durante 1 

hora y posteriormente se centrifugaron. El sobrenadante y el sedimento de las proteínas 

tratadas con cada concentración de urea fueron separados y sólo el sobrenadante de 

las proteínas tratadas con urea 2M se cargó a la columna HisTrapTM de 5ml. 

Posteriormente, fueron analizados por electroforesis SDS-PAGE junto con los 

sobrenadantes y sedimentos de los otros tratamientos.  

Eliminación de la etiqueta de Histidinas del dominio citosólico NSP4 (T411-Q500) 

En el caso de la proteína NSP4(T411-Q500), la fracción eluida con 40% de solución B2 

fue colectada y cuantificada por el método de Bradford (Kielkopf et al 2020). Para 

eliminar la cola de histidinas se trató la muestra con la proteasa GST-Prescission con 

una proporción proteína:proteasa  de  20:1; agregando  1mM de EDTA  y 5 mM de β-

mercaptoetanol para aumentar la eficiencia de escisión. La mezcla se sometió a diálisis 

en 1L de solución A2 a 4ºC y en agitación durante toda la noche para eliminar el imidazol. 

Al día siguiente, la muestra dializada se pasó por una columna HisTrapTM de 1ml 

recogiendo la fracción no retenida (Abdelkader et al., 2021; Huesa et al., 2021).  

Purificación del dominio citosólico NSP4 (T411-Q500) sin etiqueta 

Para separar la proteína NSP4 (T411-Q500) sin HisTag (10kDa) de la proteasa GST-

Prescission de 44 kDa se utilizaron dos estrategias. Por un lado, utilizamos 

cromatografía de exclusión molecular en columna (Sephadex G10) (Hong et al., 2012) 

equilibrada en un tampón 50mM Tris pH8.5 y 300 mM NaCl. Y, por otro lado, se usaron 

columnas GSTrapTM para atrapar la proteasa GST-Prescission (Huesa et al., 2021; Xu 

et al., 2009; Leong, 1999). Las fracciones se analizaron por electroforesis. Las 

fracciones en las que apareció la proteína NSP4 (T411-Q500) se concentraron en tubos 
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concentradores Millipore de 3kDa cutoff por centrifugación a 3000 g durante 15 minutos 

hasta un volumen menor a 2 ml. La cantidad de proteína se cuantificó por el método de 

Bradford o midiendo la Absorbancia a 280nm (Huesa et al., 2021) 

Cristalización del dominio citosólico 

Los ensayos de cristalización se realizaron utilizando la técnica de difusión de vapor en 

gota sentada en placas de 96 pocillos tipo MRC2 que permite testar hasta dos 

muestras de proteínas purificadas mezclando una gota de la muestra con una gota de 

solución madre de cristalización presente en cada uno de los 96 reservorios de la placa 

(Xu et al., 2009; Panjikar et al., 2005). Las placas de cristalización utilizadas son 

matrices comerciales, que contienen distintos tampones a distinto pH así como 

diferentes agentes precipitantes, y se denominan JBScreen Classic HTS I y HTS II (Jena 

Bioscience) y PGA Screen (Molecular Dimensions). Se dispensaron 0.4 µl del fragmento 

T411-Q500 de NSP4 purificado a 2.7 y 3.96 mg/ml junto con 0.2 µl de solución madre 

por un equipo de nanodispersión (HoneyBee X8, Genomic Solutions) por el servicio de 

Cristalogénesis del Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV). Las placas se incubaron 

a 21 ºC durante un tiempo indefinido para la aparición de cristales (Xu et al., 2009). Los 

cristales se congelaron en nitrógeno líquido captándolos con lazos de nylon de 

diámetros variables entre 0.025 y 0.1 mm (Hampton Research) según su tamaño y 

pasándolos por solución con condiciones crioprotectoras. Los cristales fueron 

difractados en sesiones remotas en la línea BL13-XALOC del sincrotrón ALBA 

(Cerdanyola del Vallés, España).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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I. Estudio topológico del dominio DI de NALCN 
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La estructura del canal de sodio NALCN se ha resuelto recientemente por microscopía 

crioelectrónica (cryo-EM) (Kschonsak et al., 2020). Si bien la información estructural 

resulta valiosísima para entender los detalles moleculares de este canal, no proporciona 

la información necesaria para explicar todas sus peculiaridades funcionales, ni el efecto 

que pueden tener las mutaciones observadas asociadas a enfermedades en el correcto 

funcionamiento de la proteína (Chong et al., 2015).  

Como objetivo inicial de esta parte de la tesis nos propusimos estudiar la biogénesis de 

la proteína en membranas celulares tanto de bacterias como de células eucariotas. 

Según la estructura resuelta por cryo-EM, esta proteína tiene cuatro dominios 

estructurales (DI, DII, DIII, DIV), y en cada uno de ellos observamos un dominio sensor 

de voltaje (VSD, voltaje sensor domain), formado por 4 segmentos TM (S1, S2, S3, S4), 

y otra región llamada dominio del poro (PD, pore domain), formada por dos segmentos 

TM (S5 y S6) (Figura 14). En el presente trabajo hemos caracterizado los estadios 

iniciales de la biogénesis de la proteína, estudiando con detalle molecular la biosíntesis 

e inserción del primer dominio de este importante canal, el dominio DI. Cabe destacar 

que en este primer dominio de la proteína se encuentran casi la tercera parte de las 

mutaciones asociadas al fenotipo de CLIFAHDD, siendo éstas especialmente 

abundantes en su hélice TM S6 (Tabla 3). 

 

R1.  Análisis in silico de la topología del dominio DI de NALCN 

Para el estudio de la topología del dominio DI realizamos inicialmente un análisis 

computacional utilizando los algoritmos ΔG Predictor y TMHMM (Sonnhammer et al., 

1998; Hessa et al., 2005 y 2007). El dominio DI de NALCN tiene una longitud de 380 

aminoácidos y una masa molecular estimada de aproximadamente 44 kDa. Los 

resultados de los algoritmos mostraron bastante consenso en la predicción de los 

residuos implicados en la formación de las hélices TM. El ΔG predictor predice que el 

DI de NALCN tiene 6 segmentos TM (Tabla 7); sin embargo, tres de sus segmentos TM 

(S1, S2 y S4) tienen valores de energía libre aparente de inserción (ΔGapp) positivos, lo 

cual sugiere una baja probabilidad de que estos segmentos sean reconocidos como 

verdaderos segmentos TM por el translocón (Tabla 7 y Figura 21). 
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El algoritmo TMHMM además de proporcionar información sobre la presencia de 

segmentos TM predice la topología de la proteína. Los resultados de predicción de 

segmentos TM son similares a los obtenidos con el ΔG Predictor (Tabla 7 y Figura 21). 

De los seis segmentos TM predichos por TMHMM, sólo cinco de ellos (S1, S2, S3, S5 y 

S6) tienen una probabilidad de más del 80% de ser segmentos TM (Tabla 8). TMHMM 

también predice la topología de los polipéptidos analizados, sugiriendo en este caso que 

los extremos N- y C-terminal del DI están orientados hacia el citosol y que este dominio 

presenta entre el S5 y S6 una gran región de casi 100 aminoácidos orientada hacia el 

lado extracelular (Figura 22). 

 

 

 

 

 

                       

 

Figura 21. Predicción del ΔG 

predictor. El gráfico nos 

muestra la energía libre 

aparente ΔGapp (kcal/mol) del 

proceso de inserción del 

dominio DI de NALCN. Los seis 

segmentos TM predichos se 

resaltan en gris. Los valores 

positivos y negativos del ΔGapp 

están delimitados por una línea 

verde. 

 

Tabla 7. Predicción del ΔG Predictor de segmentos TM del DI de NALCN con 

sus respectivas posiciones, longitudes, valor ΔGapp y secuencia de 

aminoácidos.  
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A pesar del elevado grado de coincidencia entre ambos algoritmos en la predicción de 

segmentos TM, se aprecia que hay una cierta discrepancia entre ambos para posicionar 

el S6; así, ΔG Predictor desplaza unos 5 residuos el S6 hacia el extremo N-terminal 

(295-314) en comparación con la predicción del TMHMM (300-322). Como se ha 

mencionado anteriormente, la abundancia de mutaciones CLIFAHDD en este segmento 

de la proteína sugiere la posibilidad de que estas mutaciones tengan un impacto en la 

inserción de este segmento TM en la membrana, por lo que resulta interesante 

determinar experimentalmente cuáles son los residuos de esta región que reconoce el 

translocón para su inserción en la membrana y la influencia que puedan tener estas 

            

Figura 22. Predicción del TMHMM. Se representa la probabilidad de inserción en la membrana de cada 

región. En la línea superior del gráfico se indican la posición de los seis segmentos TM en la secuencia 

del DI de NALCN (en rojo), la línea azul indica orientación citosólica y la línea rosa orientación extracelular 

o luminal. 

Posición Localización Posición  Localización 

1-38 Citosol 139-158 Hélice TM 

39-61 Hélice TM 159-177 Citosol 

62-65 Lumen 178-200 Hélice TM 

66-88 Hélice TM 201-299 Lumen 

89-106 Citosol 300-322 Hélice TM 

107-129 Hélice TM 323-379 Citosol 

130-138 Lumen     

 

Tabla 8. Predicción del algoritmo TMHMM de los segmentos TM y la topología del DI de NALCN 

con sus respectivas posiciones y localizaciones (citosol, lumen o hélice TM).   

 

 

Posición del segmento TM en la secuencia del DI de NALCN 
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mutaciones en este proceso. Además, ambos algoritmos predicen como TM el segmento 

S4, a pesar de la elevada presencia de residuos de arginina en esta región de la 

proteína, para cuya inserción eficiente en la membrana puede requerir la participación 

las hélices TM adyacentes.  

Por lo que respecta a modificaciones cotraduccionales del dominio DI, el análisis 

computacional de su secuencia de aminoácidos (Código UniProt: Q8IZF0) mediante el 

algoritmo SignalIP 6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/), 

diseñado para predecir péptidos señal, sugiere que la proteína NALCN no tiene péptido 

señal (Figura 23A), y el análisis adicional de la secuencia aminoacídica de NALCN 

utilizando UniProtKB (https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8IZF0/entry) identifica la 

presencia de dos dianas de glicosilación putativas situadas entre los segmentos S5-S6, 

en concreto en las posiciones N210 y N216 del dominio DI (Figura 23B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Análisis de las modificaciones cotraduccionales del dominio DI. (A) Identificación de 

péptido señal con SignalIP. (B) La base de datos UniProtKB identifica tres putativos sitios de 

glicosilación en la secuencia de NALCN, dos de ellos (NDT y NVT) están ubicados en el dominio DI 

(subrayados con línea roja). 
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R.2. Inserción en membrana de los segmentos TM aislados. 

Diseño experimental del ensayo  

Para estudiar la inserción individual en membrana de los seis segmentos TM predichos 

(S1, S2, S3, S4, S5 y S6) del dominio DI de NALCN, desarrollamos un sistema basado 

en la glicosilación cotraduccional de proteínas de membrana y de secreción. En este 

sistema, llamado CLTM-3G, el plásmido pSVLd incluye un dominio de la cadena ligera 

λ de una inmunoglobulina (CL) precedido de su péptido señal que dirige el polipéptido 

hacia la membrana para su secreción. En la secuencia del dominio CL diseñamos dos 

sitios de glicosilación (G1 y G2, Fig. 24A) mediante mutagénesis dirigida. La secuencia 

de CL va seguida de una secuencia flexible (rica en residuos de Ser y Gly, linker), una 

región en la que clonamos de forma individual cada uno de los seis segmentos TM del 

DI (S1, S2, S3, S4, S5 y S6) (Feige et al., 2013; Duart et al., 2022), una segunda 

secuencia flexible seguida de una tercera diana de glicosilación (G3) y etiquetada en el 

extremo C-terminal (c-myc). La transfección de las construcciones obtenidas permite 

verificar la inserción o translocación de las secuencias estudiadas, utilizando como 

reporteras las glicosilaciones (G1, G2 y G3). En este ensayo, las dianas G1 y G2 

siempre estarán modificadas debido a que CL está precedida por su péptido señal. En 

cambio, la diana de glicosilación G3 sólo será modificada si la región evaluada no se 

inserta en la membrana del RE y queda translocada en el lumen del RE (Figura 24B). 

Debemos mencionar que este diseño nos permite identificar posibles inversiones de la 

topología de los polipéptidos quiméricos, dado que la adopción de una topología 

invertida daría como resultado solo la modificación de la diana G3, quedando la proteína 

quimérica monoglicosilada, dado que las dianas G1 y G2 quedarían orientadas al 

citoplasma y por tanto inaccesibles al sitio activo de la OST.  
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Basándonos en las predicciones de los algoritmos ΔG predictor y TMHMM, 

seleccionamos los aminoácidos incluidos en cada uno de los seis segmentos TM que 

clonamos en el sistema CLTM-3G y estimamos sus masas moleculares (Tabla 9).  

   

 

        

 

Estudio de la inserción de los TMs aislados del dominio DI en membranas. 

Las 6 construcciones que contienen respectivamente los segmentos TM del DI de 

NALCN fueron analizadas electroforéticamente y visualizadas por western blot 

utilizando un anticuerpo anti-c-myc y quimioluminiscencia. De acuerdo con las 

Figura 24. Sistema CLTM-3G. (A) El esquema de la proteína quimérica muestra el dominio CL (celeste) 

precedido de su secuencia señal en N-terminal, las dianas G1, G2 y G3 diseñadas, las secuencias de 

unión (linker) a ambos lados del TM evaluado (tested) flanqueado por los tetrapéptidos GGPG y GPGG; 

en C-terminal se muestra la etiqueta c-myc (amarillo). (B) El esquema de la izquierda muestra la 

inserción de un segmento TM (en verde), con las dianas G1 y G2 glicosiladas (círculo negro), y la diana 

G3 no glicosilada (círculo blanco) orientada al citoplasma. La figura de la derecha muestra el ejemplo 

de un segmento  translocado (en rojo) con las 3 dianas (G1, G2, G3) glicosiladas. Cada glicosilación 

confiere un incremento de ~2,5 kDa en la masa molecular de la proteína.  

 

 

 

 

A 

B 

 
2,5 kDa 

Tabla 9. Residuos incluidos en las construcciones de los 6 segmentos TM del dominio DI. (*) 

Peso molecular indica la masa de la construcción TM+ CLTM-3G,  

Insertado translocado 
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predicciones del ΔG Predictor encontramos que los polipéptidos que contienen las 

regiones poco hidrofóbicas (S1, S2 y S4) son predominantemente triplemente 

glicosilados, lo que indica que aislados del contexto de la proteína NALCN estos 

segmentos no son reconocidos como verdaderos TM por el translocón y no se insertan 

en la membrana del RE (Figura 25A, carriles 6, 8 y 10). Mientras que las proteínas 

quiméricas que contienen los segmentos TM más hidrofóbicos (S3, S5 y S6) fueron 

doblemente glicosiladas, lo que indica la inserción de S3, S5 y S6 en la membrana del 

RE (Figura 25B, carriles 6,8,10). Para verificar que la variación en la movilidad 

electroforética de estas proteínas se debe a la presencia de los azúcares se trataron las 

muestras con EndoH (Figuras 25A y B, carriles impares), una enzima altamente 

específica que escinde los oligosacáridos unidos a residuos de asparagina. Las células 

Hek293T se transfectaron en paralelo con construcciones control que contenían una 

secuencia TM (Figura 25A, carriles 3 y 4; Figura 25B, carriles 1 y 2) o una secuencia 

soluble (Figura 25A, carriles 1 y 2; Figura 25B, carriles 3 y 4) que se usaron como control 

de inserción y translocación (Martínez-Gil et al., 2010), respectivamente. Estos 

resultados sugieren que, aislados del resto de la secuencia de la proteína, sólo los 

segmentos S3, S5 y S6 son reconocidos por el translocón como verdaderos segmentos 

TM en células eucariotas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Inserción en membrana de los 

6 segmentos TM del DI. Las células 

Hek293T transfectadas con las 

construcciones que contienen un control de 

inserción (I), un control translocación (T) y 

cada uno de los segmentos TM (S1-S6), 

fueron lisadas después de un tiempo de 

incubación. Los lisados celulares que 

contienen las proteínas expresadas fueron 

tratados en presencia (+) o ausencia (–) de 

EndoH, separadas por electroforesis SDS-

PAGE en geles de 14% de acrilamida, 

transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa y tratadas con anti-c-myc. Las 

proteínas etiquetadas fueron detectadas por 

quimioluminiscencia. La secuencia del TM 

utilizado como control de inserción (I) fue 

KVLLVTGVLGLLLLIKWK y la secuencia de 

translocación (T) fue 

YNLYIYAFFASSLVHGFI. Las proteínas no 

glicosiladas se indican con puntos blancos, 

las proteínas doble y triplemente glicosiladas 

se indican con dos y tres puntos negros, 

respectivamente. 
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R.3. Topología del dominio DI de NALCN en membranas procariotas 

Diseño experimental del ensayo  

Para estudiar la biogénesis del dominio DI de NALCN en membranas de bacterias, 

utilizamos el sistema reportero dual PhoA-LacZα.  En el sistema génico pho-lac, la 

molécula indicadora es una proteína quimérica compuesta por el péptido α de LacZ 

(residuos 4–60), que se fusiona con el extremo C-terminal de la enzima fosfatasa 

alcalina (PhoA) madura (residuos 22–472). Esta proteína quimérica PhoA-LacZα sólo 

muestra actividad fosfatasa cuando está orientada al periplasma, mientras que cuando 

se orienta al citoplasma muestra actividad β-galactosidasa porque el fragmento α de 

LacZ interactúa con una variante inactiva truncada de LacZ (fragmento ω) presente en 

células E. coli DH5α LacZΔM15, restaurando su actividad enzimática debido al 

fenómeno de α complementación (Karimova et al., 2017). Así, la fusión del reportero 

pho-lac a los polipéptidos objeto de estudio permite determinar in vivo la ubicación del 

extremo C-terminal de las proteínas de membrana evaluadas (Karimova et al., 2017). 

Para estudiar la inserción de los distintos segmentos TM de DI en su contexto 

polipeptídico se construyeron fusiones en pauta del indicador pho-lac en seis codones 

seleccionados del dominio DI (61-mer, 88-mer, 127-mer, 160-mer, 200-mer, 380-mer o 

longitud completa del dominio DI de NALCN) que incluían de forma acumulativa los 

distintos segmentos TM (Figura 26). A continuación, se transformaron de forma 

individual cada una de estas fusiones en células de E. coli y se realizaron ensayos 

cualitativos y cuantitativos. 

 

 

 

    

 
 

Figura 26. Variantes fusionadas de truncados del DI /phoA-lacZ. Se muestra de forma 

esquemática el dominio DI (380 aminoácidos, en gris), destacando en gris oscuro la posición de los 

segmentos TM y el residuo de fusión (61-mer, 88-mer, 127-mer, 160-mer, 200-mer, 380-mer). La 

fosfatasa alcalina y el péptido α de la β-galactosidasa se muestran en azul y rojo respectivamente.  
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Topología del dominio DI de NALCN en membranas de bacterias 

Los transformantes resultantes se analizaron en medios de indicador dual que contenían 

un sustrato cromogénico azul para la actividad fosfatasa y un sustrato cromogénico rojo 

para la actividad β-galactosidasa. Como se muestra en la imagen superior de la Figura 

27, las células que expresan los polipéptidos truncados de 61 residuos mostraron un 

fenotipo azul, lo que indica una ubicación periplásmica del indicador pho-lac y, en 

consecuencia, del residuo correspondiente F61 de NALCN. Esto sugiere que el primer 

segmento TM (S1) adopta una topología C-terminal periplásmica. La fusión del indicador 

pho-lac después del residuo de A88 (88-mer) produjo colonias rojas-granate en los 

medios de indicador dual, lo que indica que el residuo A88 está localizado en el citosol 

(o estrechamente asociado a la membrana). Con ambos resultados cualitativos 

podemos sugerir la presencia de un segmento TM (S2) entre los residuos 61 y 88 donde 

se realizaron las fusiones. Cuando el indicador pho-lac se fusionó después del residuo 

F127 (127-mer), la proteína quimérica exhibió una alta actividad fosfatasa (azul intenso), 

consistente con una ubicación periplásmica del residuo de F127 y lo que sugiere la 

presencia de un segmento TM (S3) entre los residuos 88 y 127. La fusión del reportero 

pho-lac después del residuo de F160 produjo colonias rojas en el medio de indicador 

dual, lo que indica que el residuo F160 está localizado en el citosol y sugiere que existe 

un segmento TM (S4) entre los residuos 127 y 160. Cuando el indicador pho-lac se 

fusionó después del residuo F200 las proteínas quiméricas exhibieron una alta actividad 

fosfatasa (fenotipo azul), consistente con una ubicación periplásmica del 

correspondiente residuo y sugiriendo la presencia de un segmento TM (S5) entre los 

residuos 160 y 200. Finalmente, la fusión del reportero pho-lac después del residuo de 

M380 (último residuo del dominio DI de NALCN) produjo colonias rojas en el medio de 

indicador dual, lo cual indica que el extremo C-terminal del dominio DI está localizado 

en el citosol y sugiere que existe un segmento TM (S6) entre los residuos 200 y 380. 

Para corroborar los resultados cualitativos obtenidos con los distintos truncados del 

dominio DI en las suspensiones bacterianas transformadas con las proteínas truncadas 

fusionadas a PhoA-LacZα, se determinó la actividad relativa normalizada (NAR, (PhoA 

muestra/PhoA máxima)/(βGal muestra/βGal máxima)) en base a la actividad enzimática 

fosfatasa alcalina y β-galactosidasa de cada quimera (Figura 27, Tabla 10). Los 

truncados 127-mer y 200-mer, tienen valores de NAR claramente mayores que 2, 

indicativos de una actividad fosfatasa alcalina prevalente de estas quimeras y que los 

respectivos aminoácidos F127 y F200 se ubican en el periplasma. Por otro lado, los 

truncados 160-mer y 380-mer presentan valores NAR<0.5, lo cual indica una actividad 

β-galactosidasa prevalente de estas quimeras y que sus aminoácidos F160 y M380 
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están ubicados en el citosol. Sin embargo, los truncados más pequeños de 61-mer y 88-

mer tiene algunos valores NAR comprendidos entre 0.5 y 2 (Tabla 10), sugiriendo que 

los aminoácidos F61 y A88 podrían estar ubicados en el periplasma y citosol, 

respectivamente y/o ligeramente asociados a membrana. 

Estos resultados indican que la proteína NALCN tiene seis segmentos TM y ambos 

extremos N- y C-terminal se ubican hacia el citosol en membranas de bacterias, pero 

que esta topología empieza a estar claramente definida a partir de la biosíntesis e 

inserción del tercer segmento TM (S3), presentando los truncados más cortos una 

disposición en la membrana menos definida. Es interesante mencionar al respecto que 

el segmento S3 es el primero de la secuencia del dominio DI que es reconocido como 

verdadero segmento TM por el translocón cuando se estudia su inserción aislada del 

resto de la secuencia de NALCN (Figura 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                          

 

 

   

 Figura 27. Topología del dominio DI 

de NALCN en membranas 

bacterianas. (Arriba) Ensayo 

cualitativo, se sembraron células de 

E. coli DH5α que expresaban las 

diferentes fusiones DI NALCN/Pho-

Lac en medio indicador con dos 

sustratos cromogénicos, Red-Gal 

(para la actividad de β-galactosidasa) 

y X-Pho (para la actividad de fosfatasa 

alcalina). (Abajo) El diagrama de 

cajas muestra la actividad relativa 

normalizada (NAR) de los ensayos 

enzimáticos cuantitativos de cada 

variante fusionada al reportero pho-

Lac. Los puntos sólidos (rojos o 

azules) muestran los valores de 

experimentos individuales. Los 

valores de NAR >2 son indicativos de 

ubicación periplásmica, entre 2 y 0,5 

son indicativos de ubicación TM 

(verde) y los valores <0,5 son 

indicativos de ubicación citosólica. 
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R.4. Modificación de las dianas de glicosilación N210DT y N216VT 

El análisis de la secuencia de aminoácidos del dominio DI revela la presencia de dos 

sitios de glicosilación putativos (NDT y NVT) en el ECL que une los segmentos S5 y S6 

(Figura 23B) en las asparaginas 210 y 216. Como se ha descrito anteriormente, la 

glicosilación cotraduccional de cadenas nacientes en células eucariotas la realiza el 

complejo multienzimático oligosacaril transferasa (OST) (Figura 13). Para verificar si 

ambas dianas putativas son glicosiladas por la OST, construimos sobre la secuencia 

silvestre del DI de NALCN dos mutantes, uno simple en el que reemplazamos por 

mutagénesis dirigida la asparagina por glutamina (N216Q) y otro mutante doble en el 

que reemplazamos por mutagénesis las dos asparaginas por dos glutaminas, 

eliminando de esta forma ambas dianas de glicosilación (N210Q-N216Q). A ambas 

variantes mutantes y a la construcción silvestre del dominio I de NALCN se les añadió 

una etiqueta c-myc para su inmunodetección y fueron clonadas en un plásmido de 

expresión en eucariotas y posteriormente las tres construcciones fueron transfectadas 

en células Hek293T. Tras el crecimiento y lisis celular, las proteínas expresadas fueron 

analizadas por western blot y quimioluminiscencia.   

El mutante simple N216Q produce formas monoglicosiladas en (Figura 28, carril 2), lo 

que nos indica que la N210 de la diana NDT es modificada por la OST mediante la 

adición de azúcares. Como era de esperar, en el mutante doble N210Q-N216Q no 

observamos glicosilaciones (Figura 28, carril 6), ya que los residuos de glutamina (Q) 

no son sustrato de la actividad OST. Por lo que respecta al polipéptido silvestre del 

dominio DI (380-mer), se observó una banda de proteínas doblemente glicosiladas 

(Figura 28, carril 4). El tratamiento con EndoH de las muestras verificó la presencia de 

azúcares en las bandas de menor movilidad electroforética correspondientes a las 

formas glicosiladas de las proteínas (Figura 28, carriles 1 y 3). Estos resultados 

61-mer 88-mer 127-mer 160-mer 200-mer 380-mer 

2,013 0,562 4,596 0,331 4,409 0,060 

1,910 0,368 3,414 0,343 4,593 0,054 

1,891 0,469 4,388 0,269 3,377 0,050 

2,677 0,438 4,840 0,288 4,417 0,052 

2,455 0,366 3,037 0,360 4,596 0,056 

2,568 0,472 3,511 0,292 3,414 0,054 

 

Tabla 10. Valores cuantitativos de la actividad relativa normalizada (NAR) de los seis polipéptidos 

truncados de NALCN fusionados a PhoA-LacZα. Los valores de cada construcción corresponden a 

seis réplicas independientes del ensayo (valores >2 en azul y <0,5 en rojo). 
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demuestran que el ECL comprendido entre los segmentos TM S5 y S6 está orientado 

hacia el lumen del RE; y que ambas dianas canónicas (N210DT y N216VT) son 

susceptibles de ser modificadas (glicosiladas) por la OST en células humanas. 

    

           

 

 

 

 

 

 

 

 

R.5. Topología del dominio DI de NALCN en membranas celulares humanas 

Diseño experimental del ensayo  

Para estudiar los estadios iniciales de la biogénesis de NALCN y determinar 

experimentalmente cómo la proteína va adoptando su topología en células eucariotas 

utilizamos una técnica basada en el mapeo de glicosilaciones del dominio DI (Tamborero 

et al., 2011; Bañó-Polo et al., 2011). Para ello, se diseñaron una serie de polipéptidos 

truncados de longitud creciente que contienen etiquetas de glicosilación en N- y C-

terminal optimizadas, y como controles, etiquetas no glicosilables en las que se 

reemplazó el residuo de asparagina aceptor por una glutamina no aceptora. Las 

predicciones computacionales de los segmentos TM (Figuras 21 y 22) y los resultados 

obtenidos en células procariotas (apartado R.3) nos ayudaron a seleccionar la longitud 

de cada una de las construcciones truncadas del dominio DI que evaluamos (65-mer, 

97-mer, 136-mer, 163-mer, 233-mer y 380-mer), cada una de ellas incluyendo un 

segmento TM más respecto al truncado anterior hasta completar la secuencia del 

dominio DI. Estas secuencias fueron amplificadas por PCR, clonadas en el vector 

apropiado (pCAGGS) para la transformación de células eucariotas y expresadas en 

cultivos celulares (Hek293T). Mediante PCR añadimos las etiquetas anteriormente 

mencionadas en los extremos N- y C-terminales de las construcciones truncadas, de tal 

                    

     EndoH         +           -             +            -              +             -             

                                      N216Q                380-mer         N210Q-N216Q                              

kDa 

45 - 

Figura 28. Las dianas de glicosilación N210DT y N216VT son modificadas en células eucariotas. Las 

células Hek293T transfectadas con las construcciones silvestre 380-mer (carril 3 y 4), N216Q (carril 1 y 2) y 

N210Q-N216Q (carril 5 y 6) fueron lisadas y tratadas con (+) o sin (–) EndoH. La presencia de proteínas se 

detectó por inmunotransferencia. Las proteínas no glicosiladas se indican con puntos blancos y las proteínas 

monoglicosiladas y doblemente glicosiladas con uno y dos puntos negros, respectivamente. 
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forma que por cada truncado tendremos 4 variantes. La variante NN (presenta dos 

etiquetas de glicosilación diseñadas en ambos extremos N- y C-terminal), NQ (tiene una 

etiqueta de glicosilación agregada en N-terminal, mientras que en C-terminal se añadió 

una secuencia no glicosilable), QN (tiene solo una etiqueta glicosilable en C-terminal) y 

la variante QQ (con etiquetas no glicosilables en ambos extremos) (Figura 29). Estas 

dianas de glicosilación añadidas nos permiten averiguar la localización de los extremos 

N y C-terminal de cada una de las construcciones truncadas, lo que nos proporcionará 

información sobre cómo van integrándose cada uno de los segmentos TM (S1-S6) en 

las membranas del RE en los estadios iniciales de la biosíntesis de NALCN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biogénesis del dominio DI de NALCN en células humanas 

Las proteínas expresadas en células Hek293T fueron analizadas por 

inmunotransferencia para verificar el estado de glicosilación de sus dianas. En la Figura 

30 se muestran los resultados representativos obtenidos con las células transfectadas 

con el polipéptido truncado de 65 aminoácidos (65-mer) que contiene en su secuencia 

el extremo N-terminal de NALCN incluyendo el primer segmento TM. La variante 65-mer 

NN produjo dos bandas de proteínas (carril 2), si bien la banda de menor peso molecular 

es mayoritaria. La banda de menor movilidad electroforética en los geles corresponde a 

la forma glicosilada del polipéptido truncado ya que su peso molecular aumentó en ~2.5 

 

Figura 29. Diseño de las dianas de glicosilación reporteras. Cada una de las 6 construcciones 

truncadas tiene a su vez 4 variantes. Se muestra como ejemplo el truncado de 65-mer: la proteína 65-

mer NN (con diana de glicosilación en N- y C-terminal), 65-mer NQ (con diana de glicosilación en N-

terminal), 65-mer QN (con diana de glicosilación en C-terminal) y 65-mer QQ (no glicosilable). Las dianas 

de glicosilación fueron añadidas a una distancia >12-14 residuos de los extremos del S1 (en verde) para 

aumentar la eficiencia de glicosilación (Nilsson et al., 1993; Bañó-Polo et al., 2012), y el epítopo c-myc 

(amarillo) incorporado en C-terminal. Se indica con un círculo la diana de glicosilación. 
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kDa y además esta banda de mayor peso molecular desaparece tras el tratamiento con 

EndoH (comparar carriles 1 y 2). En el resto de variantes de este truncado sólo se 

observó la presencia de formas glicosiladas en la variante que presenta la diana de 

glicosilación en C-terminal (QN) (Figura 30, carril 6). Conjuntamente estos resultados 

sugieren que los truncados de 65 aminoácidos que contienen la primera de las regiones 

TM de la proteína se inserta poco eficientemente en la membrana del RE, pero la 

población de moléculas que son insertadas lo hacen con la topología correcta (N-

terminal citoplasmático) de la proteína. Por tanto, y en concordancia con los datos 

obtenidos en los estudios de inserción de los segmentos TM aislados (Fig. 25A), el S1 

no es reconocido eficientemente por el translocón como un verdadero segmento TM. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

El análisis de las variantes truncadas de 97 residuos (97-mer) que contienen los dos 

primeros segmentos TM del dominio DI (S1 y S2) mostraron formas glicosiladas tanto 

en el extremo N-terminal como en el C-terminal de la proteína (Figura 31). Así, en las 

muestras correspondientes a la variante NN expresadas en células, observamos dos 

bandas de proteínas (Figura 31, carril 2). La banda de proteínas menos intensa y de 

menor migración electroforética corresponde a la forma doblemente glicosilada, en la 

que ambas etiquetas en N- y C-terminal son modificadas, ya que la diferencia de peso 

molecular respecto a la banda no glicosilada es de 5 kDa aproximadamente. Además, 

en las muestras correspondientes a los dos truncados que presentan una sola diana de 

glicosilación (NQ y QN) observamos también la presencia de dos bandas de proteínas, 

pero en este caso las bandas menos intensas y de menor migración electroforética 

corresponden a las formas monoglicosiladas, ya que el incremento observado en su 

peso molecular es de ~2.5 kDa (Figura 31, carriles 4 y 6). Estos resultados sugieren en 
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kDa 

EndoH      +          -            +          -           +           -            +           - 

                              NN                   NQ                    QN                    QQ 

Figura 30. El truncado 65-mer se inserta poco eficientemente en la membrana con topología Nt 

citoplasmática. Las células Hek293T, transfectadas con las variantes NN, NQ, QN y QQ, fueron lisadas 

para extraer las diferentes proteínas truncadas expresadas. La inmunodetección de estas proteínas 

truncadas se realizó por western blot y quimioluminiscencia. Se comprobó el estado de glicosilación de 

las muestras mediante tratamiento con (+) y sin (-) EndoH. Las proteínas no glicosiladas se indican con 

un punto blanco y las proteínas monoglicosiladas con un punto negro. 
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primer lugar que los polipéptidos truncados que contienen los dos primeros segmentos 

TM no se insertan eficientemente en la membrana del RE en células eucariotas, de 

nuevo en concordancia con la baja hidrofobicidad de estas dos regiones TM y con los 

resultados obtenidos tanto en los estudios de inserción de los TMs aislados (Figura 25A) 

como en los estudios con los truncados en células procariotas (Figura 27); o bien que 

se insertan ambos segmentos TM con la topología correcta de la proteína, es decir con 

sus extremos N- y C-terminal orientados al citoplasma. Las formas glicosiladas que se 

observan en las tres variantes con dianas de glicosilación en algún extremo (carriles 2, 

4 y 6) probablemente corresponden a formas translocadas de estos truncados en las 

que los segmentos S1 y S2 no son insertados en la membrana, o bien, aunque menos 

probable, a formas en las que sólo uno de los dos segmentos TM no es correctamente 

insertado por el translocón, bien con la topología nativa o invertida. 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

Los polipéptidos truncados de 136 aminoácidos (136-mer), que incluyen los tres 

primeros segmentos TM (S1-S3), muestran formas glicosiladas de la proteína sólo en 

aquellas variantes que contienen una diana de glicosilación en C-terminal (NN y QN), lo 

que sugiere una topología N-terminal citoplasmática con el C-terminal de estas 

moléculas orientado al lumen del RE, coincidente con la topología nativa de NALCN 

(Figura 32). También, se observa por primera vez que la banda menos intensa 

corresponde a formas no glicosiladas (de mayor migración electroforética), lo cual nos 

sugiere que la síntesis del segmento S3 es importante para la correcta integración en la 

membrana de los segmentos TM precedentes (S1 y S2). En este sentido es interesante 

destacar que S3 es el primer segmento TM del dominio DI suficientemente hidrofóbico 

como para tener un valor de ΔGapp de inserción negativo (Figura 21), indicativo de una 
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EndoH      +          -            +          -           +           -            +           - 

                              NN                   NQ                    QN                    QQ 

Figura 31. Topología de la proteína truncada 97-mer. Las células Hek293T, transfectadas con las 

variantes truncadas 97-mer (NN, NQ, QN y QQ), fueron lisadas para extraer las diferentes proteínas 

expresadas. La inmunodetección de estas proteínas truncadas se realizó con antisuero anti-c-myc, 

anticuerpo secundario y quimioluminiscencia. Se comprobó el estado de glicosilación de las muestras 

mediante tratamiento con (+) y sin (-) EndoH. Las proteínas no glicosiladas se indican con un punto 

blanco, las proteínas mono- y doblemente glicosiladas con uno y dos puntos negros respectivamente. 
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alta probabilidad de inserción que además hemos visto verificada dada su inserción 

como segmento aislado de su contexto de secuencia en la proteína (Figura 25B). 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso de las variantes truncadas de 163 aminoácidos que incluyen los cuatro 

segmentos TM (S1-S4) que forman el dominio sensor de voltaje (VSD), observamos en 

todos los casos sólo una banda de proteínas correspondiente con la forma no glicosilada 

del polipéptido (Figura 33). Estos resultados sugieren que la proteína truncada está 

insertada en la membrana del RE con sus extremos N y C-terminales orientados hacia 

el citoplasma (coincidiendo con la topología nativa), con el residuo P163 localizado en 

el citosol y, por ende, la localización del segmento TM S4 entre los residuos 136 y 163. 
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Figura 32. Topología de la proteína truncada 136-mer. Las células Hek293T, transfectadas con las 

variantes del truncado de 136 aminoácidos, fueron lisadas para extraer las diferentes proteínas 

expresadas. La inmunodetección de estas proteínas truncadas se realizó con antisuero anti-c-myc, 

anticuerpo secundario y quimioluminiscencia. Se comprobó el estado de glicosilación de las muestras 

mediante tratamiento con (+) y sin (-) EndoH. Las proteínas no glicosiladas se indican con un punto 

blanco y las proteínas monoglicosiladas con un punto negro. 
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EndoH      +          -            +          -           +           -            +           - 

                              NN                   NQ                    QN                    QQ 

Figura 33. Topología de la proteína truncada 163-mer. Las células Hek293T, transfectadas con los 

truncados de 163 aminoácidos, fueron lisadas para extraer las diferentes proteínas truncadas expresadas. La 

inmunodetección de estas proteínas truncadas se realizó con antisuero anti-c-myc, anticuerpo secundario y 

quimioluminiscencia. Se comprobó el estado de glicosilación de las muestras mediante tratamiento con (+) y 

sin (-) EndoH. Las proteínas no glicosiladas se indican con un punto blanco. 
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La expresión de las proteínas truncadas de 233 aminoácidos que incluyen los cinco 

primeros segmentos TM (S1-S5) y la región ECL que une los segmentos S5 y S6 en la 

que se encuentran las dos dianas de glicosilación nativas del dominio DI generó formas 

triplemente glicosiladas en aquellas variantes en las que se incluye una diana de 

glicosilación en C-terminal (NN y QN) (Figura 34, carriles 2 y 6), mientras que la 

movilidad electroforética de las variantes sin dianas de glicosilación añadidas o con una 

diana añadida en el extremo N-terminal (QQ y NQ) corresponde a formas doblemente 

glicosiladas de la proteína (Figura 34, carriles 4 y 8), originadas por la modificación de 

los sitios de glicosilación nativos N210 y N216. Globalmente, estos resultados nos 

indican que el residuo L233 del extremo C-terminal de la proteína truncada está situada 

en el lumen, ubicando al segmento TM S5 entre los residuos 163 y 233, y sugierendo 

una topología global para este polipéptido truncado acorde con la estructura nativa de 

NALCN.  

        

  

 

 

 

 

 

 

 

Finalmente, las células transfectadas con el dominio DI completo de la proteína 

muestran en todas las variantes formas doblemente glicosiladas (Figura 35), que 

sugieren una topología N- y C-terminal citoplasmática y la modificación de las dos dianas 

de glicosilación nativas del dominio DI (N210 y N216).  

En conjunto, de los estudios de la biosíntesis del dominio DI de NALCN utilizando 

truncados de longitud creciente podemos concluir que este primer dominio de la proteína 

adopta una orientación en la membrana del RE acorde con la estructura resuelta a partir 

de la aparición del tercer segmento TM (S3), cuya presencia favorece la inserción de los 

segmentos que le preceden (S1 y S2) y define de forma unívoca la orientación del resto 
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Figura 34. Topología de la proteína truncada 233-mer. Las células Hek293T, transfectadas con las 

variantes truncadas de 233 aminoácidos, fueron lisadas para extraer las diferentes proteínas 

expresadas. La inmunodetección de estas proteínas truncadas se realizó mediante western blot y 

quimioluminiscencia. Se comprobó el estado de glicosilación de las muestras mediante tratamiento con 

(+) y sin (-) EndoH. Las proteínas no glicosiladas se indican con un punto blanco, las proteínas mono-, 

doble- y triplemente glicosiladas con uno, dos y tres puntos negros, respectivamente. 
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de segmentos TM del dominio DI (S4-S6), probablemente facilitando la correcta 

inserción del resto de dominios de NALCN (DII-DIV) y permitiendo la adopción de su 

estructura nativa.  

        

 

 

 

 

 

 

 

 

R.6. Interacciones entre los segmentos del VSD 

En el caso de las proteínas de membrana se ha descrito que sus segmentos TM 

interactúan entre sí a través de contactos entre los aminoácidos que contribuyen a su 

empaquetamiento y a la consiguiente formación de estructuras funcionales (Barber et 

al., 2012; Pedersen et al., 2014). NALCN, proteína que forma un canal selectivo para 

cationes monovalentes (Chua et al., 2020), tiene en su estructura segmentos TM poco 

hidrofóbicos cuyos valores de ΔG hacen que sea poco probable que el translocón los 

reconozca e inserte en membrana (Tabla 7). A pesar de ello, los 24 segmentos TM de 

NALCN están integrados en la membrana (Kschonsak et al., 2020), donde es muy 

probable que los contactos o interacciones inter-hélice entre los aminoácidos de sus 

segmentos TM contribuyan a su estabilidad. Para estudiar con detalle atómico estos 

contactos entre los 4 primeros segmentos TM (los menos hidrofóbicos) del dominio DI 

de NALCN, analizamos in silico sus trayectorias en membrana mediante simulaciones 

por dinámica molecular. Buscamos contactos inter-hélice entre aminoácidos a distancias 

menores de 3,5 Å, distancia considerada como un rango de interacción muy corto 

(Onofrio et al., 2014; Tam et al., 2022). En casi todos los segmentos encontramos 

contactos inter-hélice entre sus aminoácidos; sin embargo, sólo seleccionamos aquellos 

que eran reproducibles a través de las réplicas. Entre los segmentos S1 y S2, 

seleccionamos los siguientes contactos: M55-T71, S52-L74, S52-D75, S49-L78, L42-
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Figura 35. Topología de la proteína truncada 380-mer. Las células Hek293T, transfectadas con las 

variantes del dominio DI completo fueron lisadas para extraer las diferentes proteínas expresadas. La 

inmunodetección de estas proteínas truncadas se realizó con antisuero anti-c-myc, anticuerpo 

secundario y quimioluminiscencia. Se comprobó el estado de glicosilación de las muestras mediante 

tratamiento con (+) y sin (-) EndoH. Las proteínas no glicosiladas se indican con puntos blancos y las 

formas mono- y doblemente glicosiladas con uno y dos puntos negros, respectivamente. 
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E85, Y64-L67, P65-P66 y P65-L67 (Figura 36, A y B). Los valores de medianas y 

distancias medias de interacción en estas parejas de aminoácidos están por debajo del 

rango de interacción indicado (Tabla 11). Las parejas de aminoácidos M55-T71, S52-

D75 y P65-P66 registran una menor dispersión, lo que indica una menor variación de 

sus distancias de interacción (Figura 36C, Tabla 11). De este grupo destacamos la pareja 

de aminoácidos S52-D75, donde el grupo hidroxilo (OH) de la cadena lateral de la S52 

está muy cerca del grupo carboxilo de la cadena lateral del D75, a una distancia media 

de 1.67 Å, indicándonos una alta probabilidad de presencia de un puente de hidrógeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

       

       

 

 

 

Figura 36. Interacciones entre S1 y S2. 

(A) El gráfico muestra los contactos inter-

hélice entre los residuos de S1 (helix 1) y 

S2 (helix 2) a una distancia inferior a 3.5 

Å durante la simulación (a mayor 

frecuencia de contactos, mayor 

intensidad del color en la escala). (B) Se 

muestra el esqueleto polipeptídico en gris 

y las cadenas laterales de los residuos del 

S1 (en azul) que interactúan con los 

residuos del S2 (en rojo). (C) El diagrama 

de violín, nos muestra la distribución de 

los valores de las distancias de 

interacción (en Å) de los 8 pares de 

aminoácidos interactuantes. La distancia 

cut off de 3.5 Å y la mediana se indican en 

líneas discontinuas de rojo y negro, 

respectivamente. 

A B 

C 
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Las parejas de aminoácidos de las hélices S1 y S4 con distancias medias de interacción 

menores a 3.5 Å son R43-A153, A46-I149, A46-I153, V50-M150, S52-R146 y V53-R146 

(Figura 37, A y B) (Tabla 12). En este grupo no hay una dispersión notable entre las 

distancias de los residuos interactuantes, excepto entre V53-R146 (Figura 37C, Tabla 

12). Esto nos sugiere que las distancias de interacción entre las hélices S1 y S4 son 

relativamente mayores que las observadas entre las hélices S1 y S2, pero con menor 

dispersión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Residuos 
S1-S2  

Mediana 
(Å) 

Media 
(Å) SD 

Error 
estándar 

Coeficiente 
Variación 

M55-T71 2.57 2.57 0.20 0.06 7.93% 

S52-L74 2.70 2.64 0.41 0.13 15.81% 

S52-D75 1.65 1.67 0.06 0.02 3.94% 

S49-L78 2.55 2.64 0.41 0.12 15.53% 

L42-E85 2.70 3.02 0.78 0.24 25.86% 

Y64-L67 2.47 2.92 1.03 0.32 35.21% 

P65-P66 1.32 1.32 0.03 0.01 2.30% 

P65-L67 2.66 2.64 0.32 0.10 12.22% 

 

Tabla 11. Estadística descriptiva de las distancias de interacción entre S1 y S2 
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Residuos 
S1-S4  

Mediana 
(Å) 

Media 
(Å) SD 

Error 
estándar 

Coeficiente 
Variación 

R43-A153 3.13 3.07 0.29 0.09 9.68% 

A46-I149 2.98 3.11 0.37 0.12 12.05% 

A46-I153 3.00 3.07 0.38 0.11 12.28% 

V50-M150 3.25 3.29 0.23 0.07 7.06% 

S52-R146 3.18 3.10 0.34 0.10 11.09% 

V53-R146 3.21 3.06 0.53 0.17 17.35% 

 

Tabla 12. Estadística descriptiva de las distancias de interacción entre S1 y S4. 

Figura 37. Interacciones entre S1 y S4. 

(A) El gráfico muestra los contactos inter-

hélice entre los residuos de S1 (helix 1) y S4 

(helix 4) a una distancia inferior a 3.5 Å.  (B) 

El esqueleto polipeptídico se muestra en 

gris y las cadenas laterales de los residuos 

del S1 (en azul) que interactúan con los 

residuos del S4 (en verde) (C) El diagrama 

de violín nos muestra la distribución de los 

valores de las distancias de interacción (en 

Å) de los 6 pares de aminoácidos 

interactuantes. La distancia cut off de 3.5 Å 

y la mediana se indican en líneas 

discontinuas de rojo y negro, 

respectivamente. 

B 

C 
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De las interacciones entre los segmentos S2 y S3 destacan F72-Q125, D75-S121, D75-

Q125, M79-L118, Y82-L118 y K89-D111 (Figura 38 A y B, Tabla 13). Las parejas de 

aminoácidos D75-Q125 y D75-S121 muestran valores con una mayor dispersión en sus 

distancias (Tabla 13). El análisis estructural detallado de las trayectorias de la simulación 

entre los residuos D75-S121, nos permitió determinar que el grupo hidroxilo de la 

cadena lateral de la S121 está muy cerca al carboxilo de la cadena lateral del D75, 

indicativo de una alta probabilidad de interacción por puente de hidrógeno.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 38. Interacciones entre S2 y S3. 

(A) El gráfico muestra los contactos inter-

hélice entre los residuos de S2 (helix 2) y S3 

(helix 3) a una distancia inferior a 3.5 Å 

durante la simulación (a mayor % de 

contactos, mayor intensidad de color en la 

escala). (B) El esqueleto polipeptídico en 

gris y las cadenas de los residuos del S2 (en 

rojo) que interactúan con los residuos del 

S3 (en anaranjado). (C) El diagrama de 

violín muestra la distribución de los valores 

de las distancias de interacción (en Å) de 

los 6 pares de aminoácidos. La distancia cut 

off de 3.5 Å y la mediana se indican en 

líneas discontinuas de rojo y negro, 

respectivamente. 
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Al analizar las interacciones entre los segmentos S2 y S4, encontramos sólo dos parejas 

de aminoácidos (D75-R146 y Y82-L149) cuyas distancias cercanas entre ellos 

permanecen constantes a través de las réplicas (Figura 39 A y B). En la pareja de 

aminoácidos cercanos D75-R146, se aprecia también un bajo coeficiente de variación 

de sus distancias medias, lo que nos indica una menor dispersión de sus distancias de 

interacción y una alta probabilidad de que ambos residuos interaccionen a cortas 

distancias entre ellos (Figura 39C, Tabla 14). Un análisis estructural de las trayectorias 

de ambos aminoácidos en la simulación, nos permitió calcular sus distancias medias de 

interacción, siendo éstas de 1,70 y 1,95 Å, correspondientes a las distancias entre los 

dos oxígenos de los carboxilos de la cadena lateral del D75 y los dos NH del grupo 

guanidino de la R146, lo que sugiere que probablemente estos grupos formen un puente 

salino. 

Entre los segmentos S2 y S4, se evidencia una segunda interacción entre los 

aminoácidos Y82-L149, si bien al analizar las trayectorias durante la simulación se 

detectan algunos valores de distancias mayores a 3.5 Å, lo que incrementa su 

coeficiente de variación (Figura 39C, Tabla 14).   

 

 

 

 

Residuos 
S2-S3  

Mediana 
(Å) 

Media 
(Å) SD 

Error 
estándar 

Coeficiente 
Variación 

F72-Q125 2.86 2.98 0.46 0.14 15.45% 

D75-S121 2.14 2.39 0.64 0.20 27.10% 

D75-Q125 1.95 2.32 0.83 0.26 36.17% 

M79-L118 3.12 3.14 0.32 0.10 10.41% 

Y82-L118 3.16 3.08 0.33 0.10 10.58% 

K89-D111 3.19 3.01 0.54 0.17 17.94% 

 

Tabla 13. Estadística descriptiva de las distancias de interacción entre S2 y S3. 
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Figura 39. Interacciones entre S2 y S4. (A) El 

gráfico muestra los contactos inter-hélice entre 

los residuos de S2 (helix 2) y S4 (helix 4) a una 

distancia inferior a 3.5 Å durante la simulación 

(a mayor % de contactos, mayor intensidad de 

color en la escala). (B) El esqueleto 

polipeptídico en gris y las cadenas laterales de 

los residuos del S2 (en rojo) que interactúan 

con los residuos del S4 (en verde). (C) El 

diagrama de violín nos muestra la distribución 

de los valores de las distancias de interacción 

(en Å) de los 2 pares de aminoácidos. La 

distancia cut off de 3.5 Å y la mediana se 

indican en líneas discontinuas de rojo y negro, 

respectivamente. 

 

A B 

C 

Residuos 
S2-S4  

Mediana 
(Å) 

Media 
(Å) SD 

Error 
estándar 

Coeficiente 
Variación 

D75-R146 1.70 1.71 0.06 0.02 3.66% 

D75-R146 1.95 1.96 0.18 0.05 9.24% 

Y82-L149 2.74 2.87 0.41 0.13 14.4% 

 

Tabla 14. Estadística descriptiva de las distancias de interacción entre S2 y S4. 
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De los contactos observados entre los segmentos S3 y S4, sólo dos interacciones 

(S121-R146 y L124-R143) se encuentran en todas las réplicas (Figura 40 A y B) y 

presentan una baja dispersión (Figura 40 C, Tabla 15), lo que sugiere que ambas parejas 

de aminoácidos tienen una distribución homogénea en las simulaciones y por lo tanto, 

forman contactos estables. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

Residuos 
S3-S4  

Mediana 
(Å) 

Media 
(Å) SD 

Error 
estándar 

Coeficiente 
Variación 

S121-R146 3.08 3.07 0.18 0.05 5.85% 

L124-R143 3.09 3.14 0.27 0.08 8.72% 

 

Figura 40. Interacciones entre S3 y S4. (A) El 

gráfico muestra los contactos inter-hélice entre 

los residuos de S3 (helix 3) y S4 (helix 4) a una 

distancia inferior a 3.5 Å durante la simulación 

(a mayor % de contactos, mayor intensidad de 

color en la escala). (B) El esqueleto 

polipeptídico en gris y las cadenas laterales de 

los residuos del S3 (en anaranjado) que 

interactúan con los residuos del S4 (en verde). 

(C) El diagrama de violín nos muestra la 

distribución de los valores de las distancias de 

interacción (en Å) de los 2 pares de 

aminoácidos. La distancia cut off de 3.5 Å se 

indica en línea punteada de rojo y la mediana 

de cada violín se indica en líneas negras 

discontinuas.  

Tabla 15. Estadística descriptiva de las distancias de interacción entre S3 y S4. 
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C 



96 
 
 

De todos los contactos analizados en los cuatro segmentos (S1-S4) del dominio sensor 

de voltaje (VSD), las interacciones entre los aminoácidos S52-D75 y D75-R146 

muestran distancias medias de tan solo 1,67, 1,71 y 1,96 Å entre los grupos funcionales 

de sus cadenas laterales (Figura 41), siendo probablemente el puente salino entre D75 

y R146 el principal enlace entre S2 y S4 que contribuye a su estabilidad en membrana 

(Figura 42). En las simulaciones también se observan los residuos S52 y S121 de los 

segmentos S1 y S3 respectivamente, a distancias compatibles con los residuos 

implicados en el puente salino (D75 y R146). Para determinar experimentalmente si la 

interacción entre D75 de S2 y R146 de S4 altera la inserción en membrana de la proteína 

truncada 163-mer, mutamos el aspártico 75 por una arginina (D75R). La inserción en 

membrana del mutante 163-mer (D75R) fue evaluada por mapeo de glicosilaciones y 

comparada con el polipéptido con la secuencia silvestre 163-mer. Los resultados 

muestran la presencia de una forma monoglicosilada en el mutante 163-mer (D75R) 

derivada de la translocación al lumen del RE del extremo C-terminal, lo cual confirma 

que la presencia del puente salino entre estos dos residuos permite la inserción eficiente 

del S4 en la membrana del RE (Figura 42). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Principales 

interacciones en el dominio 

VSD. El gráfico de la simulación 

del DI de NALCN, nos muestra 

una vista desde arriba de la 

estructura de los 4 primeros 

segmentos TM (S1-S4) en gris. 

Asimismo, se destacan los 4 

principales aminoácidos (S52, 

D75, S121 y R146) con sus 

distancias medias de interacción 

(en blanco) en Å. Las esferas 

rojas representan los oxígenos, 

las azules los nitrógenos, las 

blancas los hidrógenos y las 

turquesas los átomos de 

carbono. 

 

Figura 42. Interacción entre 

D75  (S2) y R146 (S4). Arriba, 

Western blot del truncado 163-

mer silvestre (wt) y mutante 

(mutD75R), ambas muestras 

tratadas con EndoH (+). Abajo, 

esquema ilustrativo del 

resultado con los segmentos 

TM (en verde) y c-myc (en 

amarillo). La marca roja en S2 

indica la posición del D75 y la 

azul la posición del R146 en S4. 



97 
 
 

R.7. Posicionamiento en membrana del S6. 

Debido a las discrepancias observadas entre las predicciones de los residuos que 

atraviesan el núcleo hidrofóbico de la membrana en el segmento TM S6 (Tablas 7 y 8) 

y la estructura tridimensional resuelta, decidimos estudiar en detalle el posicionamiento 

de esta región de la proteína tanto aplicando técnicas experimentales como 

computacionales. Además, cabe mencionar que un número significativo de las 

mutaciones que conllevan la aparición de patologías severas ocurren en este segmento 

de NALCN, por lo que resulta relevante el estudio de su posición en membrana para 

evaluar el impacto que puedan tener las mutaciones en esta región. Para abordar este 

objetivo de la tesis utilizamos el mapeo por glicosilación como una ‘regla’ molecular que 

nos permita definir con precisión la posición del segmento S6 en las membranas del RE. 

Como se ha descrito en la introducción, las proteínas de membrana son sintetizadas por 

ribosomas asociados a las membranas del RE e insertadas mayoritariamente en la 

bicapa lipídica a través del translocón Sec61. En ese contexto, las cadenas nacientes 

correspondientes a proteínas de membrana (como NALCN) y de secreción son 

modificadas cotraduccionalmente mediante la adición de azúcares catalizada por el 

complejo multiproteico OST (Fig. 13). Debido a la ubicación del sitio catalítico de la OST 

en el lumen del RE se ha demostrado que la asparagina aceptora de un sitio de 

glicosilación debe estar a una distancia mínima de 14 residuos del inicio de un segmento 

TM para ser eficientemente modificada (Nilsson & von Heijne, 1993), lo que permite la 

verificación experimental del posicionamiento preciso de segmentos TM en el proceso 

de inserción en membranas biológicas (Kauko et al., 2010). Nuestra aproximación 

experimental se basa en la utilización como vehículo a la peptidasa del péptido señal 

(leader peptidase, Lep) de E. coli. Lep es una proteína de membrana que contiene dos 

segmentos TM (H1 y H2) conectados por un lazo citoplasmático (P1) y un dominio C-

terminal voluminoso (P2) orientado al periplasma en el que reside el centro activo 

peptidasa (van Geest et al., 2000). Cuando se expresa esta proteína en células 

eucariotas el dominio H1 dirige la proteína a la membrana del RE, donde se inserta con 

el extremo N-terminal hacia el lumen (Figura 43A). El diseño experimental utilizado 

consistió en la clonación del segmento S6 en el dominio globular P2 de Lep y diseñar 

en esta quimera dianas de glicosilación precediendo la secuencia de S6 en distintas 

posiciones. Así, las construcciones diseñadas incluyen hasta tres dianas de 

glicosilación. Una primera diana (G1) ubicada a 136 aminoácidos de distancia del inicio 

de la secuencia de S6, que por su disposición deberá ser sustrato de la OST. Una 

segunda diana de glicosilación (G2) que se diseñó en distintas posiciones en N-terminal 

del inicio del primer residuo de S6, es decir, 9, 11, 13 o 15 residuos antes de la R295 
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que marca el inicio de la región hidrofóbica objeto de estudio (Tabla 16), y que será 

modificada solo si se encuentran a una distancia superior a 14 residuos antes del primer 

residuo TM. Y una tercera glicosilación (G3) diseñada en C-terminal de S6 y que sólo 

será modificada en el caso de que S6 fuese traslocado al lumen del RE, sirviéndonos 

de control de inserción (Figura 43A). Estas construcciones fueron transfectadas en 

células Hek293T y el estado de glicosilación de sus dianas fue analizado por SDS-PAGE 

y visualizado mediante inmunotransferencia (Figura 43B). En paralelo se transfectaron 

los pertinentes controles de inserción y translocación que carecen de la diana G2. En la 

construcción con sólo dos dianas de glicosilación G1 y G3, (Figura 43B, carril 6) se 

detecta una banda de proteínas de mayor peso molecular correspondientes a formas 

monoglicosiladas, producto de la modificación de la primera diana de glicosilación (G1), 

lo que fue corroborado mediante tratamiento con EndoH (+) (Figura 43B, carril 5). Estos 

resultados nos indican que el segmento S6 está correctamente integrado en la 

membrana, como ya demostramos utilizando como proteína modelo la cadena ligera de 

la inmunoglobulina CL (Figura 25B). De forma análoga, las construcciones en las que el 

residuo de asparagina aceptor se encontraba a 9 y 11 residuos en N-terminal de la R295 

generaron formas también monoglicosiladas producto de la modificación de la diana G1 

(Figura 43B, carriles 7-10). Sin embargo, en las muestras procedentes de células 

transfectadas con la construcción que contiene la diana G2 a 13 residuos antes que la 

R295 puede observarse, además de la banda correspondiente a formas 

monoglicosiladas de la proteína, la aparición de una banda tenue de proteína de mayor 

peso molecular que corresponde a formas doblemente glicosiladas (Figura 43B, carril 

12). Estas formas doblemente glicosiladas son mucho más evidentes en las muestras 

procedentes de las células transfectadas con la construcción en la que la diana G2 está 

15 residuos antes de la R295, lo que fue de nuevo corroborado al tratar las muestras 

con Endo H (Figura 43B, carriles 13 y 14). Estos resultados demuestran que el segmento 

TM S6 del dominio DI se inserta en la membrana con la arginina de la posición 295 

(R295) situada entre la interfase y el núcleo hidrofóbico de la membrana, de acuerdo 

con las predicciones del algoritmo ΔG Predictor. 

 

 

 

Constructo Secuencias

Lep+S6 QETKENGIRLSETSGGPG RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGG GVPGQQNATWIVPPG 

Lep+N9+S6 QETKENGIRNTSTSGGPG RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGG GVPGQQNATWIVPPG 

Lep+N11+S6 QETKENGNTSSETSGGPG RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGG GVPGQQNATWIVPPG   

Lep+N13+S6 QETKENTSRLSETSGGPG RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGG GVPGQQNATWIVPPG  

Lep+N15+S6 QETNTSGIRLSETSGGPG RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGG GVPGQQNATWIVPPG  

Tabla 16. Secuencias diseñadas para el estudio del posicionamiento de S6 en membranas del 

RE.  Constructos Lep-S6 con dianas glicosilables NTS (G2) y NAT (G3) en rojo. La región estudiada 

de S6 se muestra en verde y está flanqueado por los tetrapéptidos ‘aislantes’ GGPG y GPGG. 
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Para corroborar la ubicación de la R295 realizamos simulaciones de dinámica molecular 

en las que observamos que este residuo se encuentra a una distancia de 21,41 Å del 

centro de la membrana compatible con una disposición interfacial, a diferencia del 

residuo D291 situado a 27,72 Å del centro de la membrana y por lo tanto, expuesto a un 

entorno acuoso (Figura 43C y D)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

  

        

Figura 43. Posicionamiento del S6 del DI en las membranas del RE. (A) Representación esquemática 

del sistema Lep con sus segmentos TM H1 y H2 (ambos en gris) separados por el lazo P1. El asterisco (*) 

indica la posición de G2 a 9, 11, 13 y 15 aminoácidos de R295. Las dianas G1, G2 y G3 flanquean el S6 

(en verde, residuos R295-I322) y el epítopo c-myc (amarillo) en el extremo Ct. (B) Se analizó por 

inmunotransferencia el extracto de las células Hek293T, transfectadas con las distintas construcciones. Los 

controles de inserción (KVLLVTGVLGLLLLIKWK) y de translocación (YNLYIYAFFASSLVHGFI) que 

contienen únicamente las dianas G1 y G3. Todas las muestras fueron divididas y tratadas con EndoH 

(carriles impares). Las proteínas no glicosiladas se indican con puntos blancos, las proteínas mono y 

doblemente glicosiladas con uno y dos puntos negros, respectivamente. (C) Gráfico que muestra la 

evolución temporal de la distancia de los residuos D291 y R295 hasta el centro geométrico de la membrana 

(línea punteada). Los valores positivos indican que los residuos estudiados están orientados hacia el lumen. 

(D) Vista del S6 del DI de NALCN que incluye PD (S5-S6) y VSD (S1-S4) en membrana (tomada de la 

simulación mediante VMD), la tabla indica los valores de las distancias medias (*) de cada residuo con 

respecto al centro de la membrana con su respectiva desviación estándar (SD).  
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R.8. Efecto de mutaciones CLIFAHDD en la inserción de S6 en membrana 

Las variantes mutantes de NALCN están fundamentalmente relacionadas con dos 

síndromes: hipotonía infantil con retraso psicomotor y características faciales (IHPRF) y 

contracturas congénitas de extremidades y cara, hipotonía y retraso del desarrollo 

(CLIFAHDD) (Chong et al., 2015). Los efectos funcionales de dichas variantes han sido 

investigados previamente (Bouasse et al, 2019), sin embargo, el impacto molecular-

estructural que ocasionan en NALCN sigue sin ser desvelado. Tanto los pacientes con 

IHPRF como con CLIFAHDD exhiben rasgos clínicos complejos de gravedad variable y 

síntomas comunes. Desafortunadamente, no hay un tratamiento disponible por lo que 

es necesario profundizar en el impacto de estas variantes mutantes a nivel estructural-

funcional para desarrollar terapias eficaces. Para ello decidimos evaluar el efecto de 

algunas variantes mutantes asociadas a la enfermedad CLIFAHDD en la inserción en 

membrana de S6 utilizando el ensayo basado en la proteína Lep descrito en el apartado 

anterior. Para ello, en la secuencia de Lep en la que disponemos del segmento S6 

flanqueado por dos dianas de glicosilación (Figura 44A) se diseñaron por mutagénesis 

dirigida los cambios encontrados en distintos pacientes (L312I, L312V, V313G, A319V e 

I322T). Como muestra la Figura 44B, las mutaciones estudiadas no afectan a la 

integración del S6 en membranas del RE; ya que tanto en la construcción que lleva la 

secuencia silvestre como en las distintas variantes que codifican las mutaciones 

individuales observamos formas monoglicosiladas de la proteína quimérica, lo que nos 

indica la correcta inserción en membrana de todas las secuencias mutantes. Como en 

anteriores experimentos, la identidad de la banda de mayor peso molecular fue 

verificada mediante el tratamiento de las muestras con la enzima EndoH (Fig. 44B, 

carriles impares). 
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R.9. Efecto de las mutaciones CLIFAHDD en la estructura del S6 

Variación de contactos intra-hélice en el S6  

Para estudiar el impacto de las mutaciones asociadas al síndrome de CLIFAHDD 

ubicadas en el S6 (L312V, L312I, V313G, A319V y I322T) se realizaron simulaciones de 

dinámica molecular utilizando el algoritmo CHARMM-GUI y el código PDB de la proteína 

NALCN resuelta por cryoEM (7cm3), diseñando las 5 mutaciones estudiadas. Las 

estructuras del dominio DI silvestre y de los cinco mutantes fueron insertadas en una 

bicapa de POPC (palmitoil oleoil fosfatidilcolina) pre-equilibrada. Después, ajustamos 

las posiciones de las moléculas en el sistema proteína-membrana mediante procesos 

de minimización y equilibración. Una vez las moléculas están posicionadas 

correctamente en el sistema, realizamos las simulaciones usando el programa 

GROMACS. El análisis de las simulaciones muestra que las mutaciones CLIFAHDD 

L312V, L312I y V313G tienen un efecto diferente, alterando los contactos o interacciones 

próximas en la región de la hélice que incluye desde la leucina 305 hasta la lisina 314 

(L305-K314) (Figura 45). Así, respecto a la estructura de la proteína nativa, la mutación 

L312V incrementa el porcentaje de contactos en las parejas de residuos I306-F308, 

W311-F308, W311-L309 y K314-L309, y disminuye los contactos en las parejas W311-

I306, V312-A310 y V313-A310. La mutación L312I incrementa los contactos en las 

       

 

             

EndoH           +        -       +        -       +        -        +        -               +       -       +        -       +        -        +       - 

Figura 44. Efecto de mutaciones CLIFAHDD en la inserción de S6 en membranas de RE. (A) 

Representación esquemática del sistema Lep con sus segmentos TM H1 y H2 (ambos en gris) 

separados por el lazo P1. Las dianas de glicosilación (G1 y G2) flanquean el S6 (en verde si está 

insertado y en rojo si es translocado) y el epítopo c-myc (amarillo) se encuentra en el extremo Ct del 

dominio P2 (B) Las células Hek293T, transfectadas con las variantes indicadas, fueron lisadas para 

extraer las diferentes proteínas expresadas. La inmunodetección de estas proteínas se realizó con 

antisuero anti-c-myc, anticuerpo secundario y quimioluminiscencia. En paralelo se transfectaron 

variantes de Lep con secuencias del control de inserción (KVLLVTGVLGLLLLIKWK) y de translocación 

(YNLYIYAFFASSLVHGFI). Todas las muestras fueron divididas y una alícuota tratada con EndoH (+). 

Las proteínas no glicosiladas se indican con puntos blancos, las proteínas mono y doblemente 

glicosiladas con uno y dos puntos negros respectivamente. 
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parejas de residuos L309-I306, A310-F307, W311-F308 y W311-L309, y los disminuye 

en A30-L305. Finalmente, observamos que la mutación V313G incrementa los contactos 

entre los residuos A310-L305 y W311-L309, disminuyéndolos entre A310-F307, G313-

L309, L312-A310 y G313-A310. En general estas mutaciones tienen un mayor impacto 

en la vuelta de hélice que implica a los residuos W311, L309 y F308 (Figura 45).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

L312V 

V313G Figura 45. Variación de contactos intra-hélice 

originados por las mutaciones L312V, L312I 

y V313G. Los gráficos muestran el cambio en el 

porcentaje de contactos entre los residuos del 

S6 (hélix 6) provocados por las mutaciones 

indicadas en cada caso. Un contacto se definió 

como cualquier momento (frame) de la 

simulación en el que 2 átomos de residuos 

diferentes estuvieran a una distancia ≤3.5 Å. El 

porcentaje se calcula como la fracción de frames 

en los que está presente al menos un contacto 

entre el par dado. Un incremento en el 

porcentaje de contactos tras las mutaciones se 

puede ver en el gráfico como áreas azules, 

mientras que el rojo significa una disminución en 

el porcentaje.  

L312I 
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Variación de los ángulos de torsión de los residuos W311, L309 y F308 

Un cambio en la variación de contactos entre los aminoácidos de una misma cadena 

polipeptídica está estrechamente relacionado con un cambio de sus ángulos de torsión 

psi (Ψ) y phi (ϕ). El cambio de estos ángulos de torsión en muchas ocasiones no sólo 

genera nuevas interacciones con otros átomos del entorno sino también un movimiento 

o cambio de posición de las cadenas laterales R de los aminoácidos involucrados 

(Zacharias et al., 2013; Kumar y Bansal, 2015). Después de analizar y encontrar 

variación de contactos intra-helicoidales entre la secuencia del S6 wt comparada con 

sus mutantes (L312V, L312I y V313G), analizamos si esta variación de contactos genera 

un cambio en los ángulos de torsión psi (Ψ) y phi (ϕ) de los residuos W311, L309 y F308. 

Para ello, en las trayectorias de las simulaciones calculamos la zona de mayor densidad 

de ángulos de torsión para cada uno de estos residuos y asociamos la estabilidad de 

sus ángulos con valores de energía libre de Gibbs. De esta forma, encontramos zonas 

de mayor densidad y estabilidad de sus ángulos de torsión ϕ y Ψ tanto en la secuencia 

de S6 wt como en las secuencias mutantes.  

Los resultados nos muestran que las mutaciones CLIFAHDD L312V, L312I y V313G 

generan un cambio considerable en la densidad y estabilidad de los ángulos de torsión 

de los residuos W311, L309 y F308. Las mutaciones L312V y L312I generaron una 

mayor modificación en los ángulos de torsión que los residuos W311, L309 y F308. La 

mutación V313G, aunque no modificó considerablemente la estabilidad de los ángulos 

de torsión de los residuos W311 y F308, generó una mayor dispersión de estos, lo cual 

se ve reflejado en sus gráficos de densidades. Estas modificaciones y otras más las 

podemos observar en los gráficos de densidades y de energía libre de Gibbs de las 

Figuras 46-48. 
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Figura 46. Efecto de las mutaciones L312V, L312I y V313G en los ángulos de torsión phi (ϕ) 

y psi (Ψ) del residuo W311. El gráfico de densidad de población muestra la distribución 

predominante (en amarillo) de los ángulos phi (rotación alrededor del enlace N-Cα) y psi (rotación 

alrededor del enlace Cα-Cβ) del residuo 311 del S6 durante la simulación. A la derecha, el gráfico 

de energía libre de Gibbs muestra la estimación de la energía libre (kj/mol·K) asociada a los 

ángulos phi y psi del residuo W311. La energía libre fue calculada con ΔG= -kTln(p); donde k es la 

constante de Boltzmann, T es la temperatura del sistema de simulación 310K, p es la distribución 

de densidades. En rojo se muestra la zona de mayor estabilidad de los ángulos de torsión y en 

azul la de menor estabilidad.  
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Figura 47. Efecto de las mutaciones L312V, L312I y V313G en los ángulos phi (ϕ) y psi (Ψ) del residuo L309 

WT  
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L312I 

V313G 
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La variación de contactos y modificación de los ángulos de torsión entre los residuos de 

una hélice está asociada con un cambio de conformación secundaria de ésta, y dicho 

cambio está relacionado con la apertura de los canales de las proteínas transportadoras 

de iones, entre ellas NALCN (Kschonsack et al., 2020; McGoldrick et al., 2018). En 

NALCN se ha descrito que los residuos W311, L309 y F308 del S6 del DI estabilizan la 

estructura π del canal abierto mediante la formación de enlaces puentes de hidrógeno 

intra-hélice (i, i+5) entre F308-V313 y L309-K314 e inter-hélice entre W311-L1439 (Xie 

et al., 2020). Por tal motivo, investigamos si los cambios antes descritos en estos 
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V313G  

  

L312V y L312I  

Figura 48. Efecto de las mutaciones L312V, L312I y V313G en los ángulos phi (ϕ) y psi (Ψ) del residuo F308 
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residuos generan una alteración conformacional en la región L305-K314 del S6 del 

dominio DI. Nuestros hallazgos principalmente muestran que las mutaciones CLIFAHDD 

L312V, L312I y V313G generan una alteración de la distancia por vuelta de la hélice α y 

por ende, un mayor acercamiento entre los residuos F308-V313 y L309-K314 (Figura 

49A). Así, en la secuencia nativa S6 (WT) la distancia media de 3,41 Å, entre el oxígeno 

del grupo carbonilo C=O (Cβ) de F308 y el hidrógeno del grupo amino N-H de V313, 

disminuye a 2,22, 2,52 y 2,63 Å respectivamente, en las secuencias mutantes (L312V, 

L312I y V313G). De igual forma, la distancia media de 5,58 Å entre el oxígeno del C=O 

(Cβ) de L309 y el hidrógeno del grupo amino N-H de K314 de la secuencia nativa 

disminuye a 4,09, 3,5 y 4,03 Å respectivamente, en las secuencias mutantes (L312V, 

L312I y V313G). Con respecto al residuo W311, estas tres mutaciones CLIFAHDD 

generaron un cambio posicional oscilante de su cadena lateral R.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Efecto de las mutaciones L312V, L312I y V313G en el acercamiento de los residuos 

308-313 y 309-314. El gráfico nos muestra la posición de los residuos 308, 309, 313 y 314 en la 

hélice S6 wt y mutante (L312V, L312I y V313G). La línea blanca discontinua nos indica la distancia 

media entre el oxígeno (rojo) de los residuos 308 (i) y 309 (i) y el hidrógeno (blanco) de los residuos 

313 (i + 5) y 314 (i + 5). 
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Al analizar todos los valores de distancias de los residuos 308-313 y 309-314 calculados 

durante la simulación, descubrimos que la mediana, la moda y la distribución de estos 

son diferentes en la secuencia silvestre (WT) y en las secuencias mutadas (Figura 50). 

Notándose que las mutaciones CLIFAHDD L312V, L312I y V313G aproximan los grupos 

carbonilos y aminos de los residuos 308-313 y 309-314, lo cual podría facilitar la 

formación de puentes de hidrógeno entre ellos.   

 

        

 

 

 

La estadística descriptiva nos muestra que los valores de distancias medias y mediana 

de los datos de 308-313 y 309-314 en las secuencias mutantes son menores que las 

encontradas en la secuencia WT. Asimismo, se aprecia que la variación de las distancias 

entre los residuos es mayor en la secuencia mutada que en la secuencia WT, lo cual se 

observa en el coeficiente de variación (Tabla 17). 

        Tabla 17. Estadística descriptiva de las distancias entre los residuos 308-313 y 309-314. 

 

 

Figura 50. Análisis de las distancias entre residuos 308-313 y 309-314 de la secuencia WT y de 

las secuencias mutantes (L312V, L312I y V313G). El gráfico muestra la distribución de las distancias 

entre N-H (i + 5)-C=O (i) para cada pareja de residuos indicada. La distancia de corte de 3.5 Å se indica 

en línea punteada de rojo. La mediana de cada diagrama se indica en líneas negras discontinuas. En 

amarillo se indica la distribución de distancias de la pareja de residuos 308-313 y en verde, la de los 

residuos 309-314. 

 

         WT                    L312V                L312I                 V313G 

 

Parámetro F308-V313 L309-K314 F308-V313 L309-K314 F308-V313 L309-K314 F308-V313 L309-K314

Mediana 3,49 5,72 1,99 4,18 2,41 3,97 2,52 4,42

Media 3,41 5,58 2,22 4,09 2,52 3,5 2,63 4,03

Desv. Estándar 0,67 0.71 0.59 0.73 0.87 1,11 0.57 0.85

Coef. Variación 19,64% 12,62% 26,53% 17,97% 31,92% 29,69% 21,87% 19,59%

WT L312V L312I V313G
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Efecto de la mutación I322T en el S6 del DI de NALCN 

Mediante simulación molecular, observamos cómo cambia la posición del residuo 

mutante T322 en comparación con el residuo original I322. Encontramos que la 

mutación I322T altera posición de este residuo con respecto al centro de la membrana 

El residuo I322 se encuentra más cerca del centro de la membrana, a unos -6.1 Å en 

promedio, mientras que el residuo mutante T322 está más lejos, a -10.74 Å en promedio. 

El análisis estadístico nos muestra diferencias significativas entre las distancias medias 

de ambos residuos con respecto al centro de la membrana. Asimismo, la observación 

de estos residuos durante las simulaciones nos muestra que el residuo T322 tiende a 

desplazarse hacia el interior de la célula, hacia el citoplasma (Figura 51). 
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Figura 51. Cambio de posición del residuo 322 en membrana. (A) Gráfico que muestra la evolución 

temporal de la distancia desde el centro geométrico del residuo 322 hasta el centro geométrico de la 

membrana. Los valores negativos indican que el centro geométrico del residuo está por debajo del 

centro de la membrana, hacia el compartimento citosólico. (B) Comparación de las distancias medias 

de los residuos I322 y T322 con respecto al centro de la membrana. Los asteriscos indican diferencias 

significativas (p-value <0.05). (C) Visualización en VMD de las trayectorias de los residuos I322 y T322 

en membrana durante las simulaciones. El I322 se representa en azul y el T322 en anaranjado. 
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D.1. Discusión del capítulo I 

NALCN es una proteína con 24 segmentos TM agrupados en cuatro dominios de 

estructura similar (Kschonsak et al., 2020; Xie et al., 2020), de los cuales el dominio DI 

de NALCN acumula aproximadamente la tercera parte de las mutaciones asociadas al 

síndrome de CLIFAHDD (Montiel et al., 2024), siendo su estudio especialmente 

interesante.  

Como punto de partida se emplearon programas de predicción de segmentos TM y 

topología de proteínas de membrana, identificándose seis segmentos TM. El programa 

TMHMM, que además de identificar los fragmentos TM es capaz de predecir topología, 

localiza el extremo amino terminal y el carboxilo terminal del dominio DI en el citosol. 

Estas predicciones de estos programas coinciden con la estructura de NALCN 

recientemente publicada (Kschonsak et al., 2020). Algunos de los segmentos TM tanto 

del dominio DI de NALCN como de los dominios equivalentes de otros canales de sodio 

y calcio tienen valores positivos de energía libre para su inserción, lo cual sugiere que 

los segmentos TM menos hidrofóbicos de NALCN, Nav1.4 y TRPV6 podrían no ser 

reconocidos y eficientemente insertados por el translocón en la membrana del RE. Sin 

embargo, estos segmentos tienen una conformación helicoidal TM en las estructuras 

resueltas de estas tres proteínas de membrana (Chua et al., 2020; Pan et al., 2018, 

McGoldrick et al., 2018). Por ello, nos propusimos estudiar en los estadios iniciales de 

la síntesis de la proteína cómo se realiza la inserción individual en membrana de cada 

uno de los seis segmentos TM del dominio DI de NALCN. Así, tras la traducción in vivo 

observamos que los segmentos S1, S2 y S4 aislados del contexto del resto de la 

secuencia del polipéptido no se integraron en la membrana del RE, mientras los 

segmentos S3, S5 y S6 fueron eficientemente insertados. Estos resultados coinciden 

con las predicciones de los algoritmos utilizados; ya que los TM poco hidrofóbicos no se 

integran de manera estable en membrana.   

Sabiendo que la mitad de los segmentos TM del dominio DI de NALCN no se integran 

individualmente en la membrana del RE, nos planteamos como hipótesis de trabajo la 

posibilidad de que, como se ha demostrado en otras proteínas de membrana (Bañó-

Polo et al., 2017; Hedin et al., 2010; Tamborero et al., 2011), la inserción de estos 

segmentos marginalmente hidrofóbicos dependa de su contexto de secuencia. Para 

abordar esta hipótesis experimentalmente evaluamos la biogénesis de diferentes 

polipéptidos truncados del dominio DI de NALCN tanto en bacterias como en células 

humanas. La síntesis de estos truncados nos permite tener información de la biogénesis 

de la proteína paso a paso. Los resultados del sistema del indicador dual en bacterias y 

https://www.uniprot.org/uniprotkb?query=lit_author:%22McGoldrick%20L.L.%22
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del mapeo de glicosilaciones en células eucariotas son coincidentes y nos muestran que 

los polipéptidos truncados más pequeños, que incluyen los segmentos S1 y S2, no se 

insertan correctamente en la membrana a pesar de que, como hemos mencionado 

antes, tienen una disposición transmembranal en las estructuras resueltas (Kschonsak 

et al., 2020; Xie et al 2020). Sin embargo, en los polipéptidos truncados más largos, 

concomitante con la presencia de la tercera hélice TM (S3), las formas truncadas de la 

proteína insertan los sucesivos segmentos TM de forma secuencial y con la topología 

nativa. Estos resultados sugieren un papel destacado del segmento S3 en los estadios 

iniciales de la biosíntesis de NALCN. Los bajos niveles de glicosilación (Figura 30) 

observados en nuestros estudios del truncado 65-mer (que contiene solo la secuencia 

del primer segmento TM, S1) probablemente se deben a que la secuencia S1 no es 

correctamente detectada por la SRP debido su baja hidrofobicidad 

impidiendo/dificultando el adecuado direccionamiento a la membrana del complejo 

ribosoma/cadena naciente (RNC). El mismo efecto podría tener lugar en el caso del 

truncado 97-mer, como se deduce de su baja eficiencia de glicosilación en las variantes 

diseñadas (Figura 31). A diferencia de lo que ocurre en los dos casos anteriores, el 

truncado 136-mer presenta una mayor eficiencia de glicosilación (Figura 32) lo que 

sugiere un mejor direccionamiento del RNC hacia la membrana del RE y demuestra una 

orientación de su extremo C-terminal hacia el lumen, acorde con las predicciones y con 

la estructura resuelta de NALCN (Kschonsak et al., 2020). Para la inserción de este 

truncado (136-mer) el translocón Sec61 reconoce a S3 y lo integra en la membrana del 

RE, mientras que los segmentos S1 y S2 del truncado podrían ser reconocidos por los 

dominios citosólicos del complejo EMC quedando retenidos hasta la inserción 

cotraduccional en membrana del S3, como se ha sugerido recientemente para la 

inserción de otras proteínas de membrana (McDowell et al., 2021), en las que se ha 

observado la participación en conjunto de ambos complejos insertasa (EMC y Sec61) 

en la inserción en membrana de proteínas politópicas con segmentos TM de baja 

hidrofobicidad (Hegde y Keenan, 2022; O'Keefe et al., 2021).  

La participación de varios complejos insertasa también podría explicar la inserción del 

truncado 163-mer, en el que tres de sus cuatro segmentos (S1, S2 y S4) son poco 

hidrofóbicos. Recientemente, se han publicado revisiones sobre los complejos EMC, 

TMCO y PAT y su papel en la biogénesis de las proteínas politópicas. Cada uno de estos 

complejos puede asociarse con el translocón Sec61 para facilitar la integración en 

membrana de regiones TM poco hidrofóbicas (O’Keefe et al., 2021; Hegde y Keenan, 

2022). Así que es muy posible que los segmentos menos hidrofóbicos o con residuos 

cargados (S4) del dominio DI de NALCN permanezcan asociados a estos complejos 
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hasta que los segmentos más hidrofóbicos (S3, S5 y S6) emerjan del ribosoma. Es 

interesante mencionar que la inserción y/o el ensamblaje del dominio sensor de voltaje 

(VSD) que incluye los cuatro primeros segmentos TM (S1-S4) ocurra de forma 

independiente de la inserción del dominio del poro (PD) que incluye la horquilla formada 

por los segmentos S5 y S6, como se ha demostrado anteriormente en proteínas canal 

(Doñate-Macian et al., 2015). Para que esto ocurra es probable que las interacciones 

inter-hélice entre los cuatro primeros segmentos TM (S1-S4) tengan un papel relevante.  

Para investigar las interacciones a nivel atómico entre estos cuatro segmentos TM, 

realizamos simulaciones de dinámica molecular evaluando las interacciones entre S1-

S2, S1-S4, S2-S3, S2-S4 y S3-S4. Esto nos permitió identificar contactos o interacciones 

entre los segmentos más próximos en las estructuras resueltas. Destacamos 

principalmente la presencia de enlaces de hidrógeno y un puente salino entre las 

cadenas laterales de los residuos S52, D75, S121 y R146. Cabe mencionar que 

nuestros resultados describen por primera vez la presencia del puente salino entre D75-

R146 y su importancia en el plegamiento y estabilidad en membrana del VSD del 

dominio DI de NALCN, tal y como ha sido demostrado en interacciones electrostáticas 

de otras proteínas (Barber et al., 2012; Groome et al., 2020). Asimismo, nuestros 

resultados in silico muestran la corta distancia de interacción entre las cargas de 

activación de S4 (R143 y R146) y los residuos del centro de transferencia de carga de 

los segmentos S1 (S49 y S52), S2 (D75, Y82 y E85) y S3 (D111) y comprueban la 

formación de interacciones entre ellos; hecho que fue sugerido al analizar la estructura 

resuelta de NALCN por la proximidad observada entre estos residuos observados 

(Kschonsak, et al 2020; Xie et al., 2020).  

La proximidad observada entre estos y otros aminoácidos hace probable que estos 

contactos favorezcan el empaquetamiento de los cuatro primeros segmentos TM (S1-

S4) y contribuyan a la inserción, plegamiento y estabilidad en membrana del VSD, de 

forma similar a lo observado en las interacciones entre segmentos TM de otras proteínas 

de membrana descritas (Barber et al., 2012; DeGrado et al., 2003; Adamian y Liang 

2001). Además, se ha descrito que estas interacciones desempeñan un papel 

importante en el estado de reposo y apertura de canales de sodio, calcio y potasio para 

mantener funciones claves como la transmisión sináptica en las neuronas y la 

contracción del corazón y los músculos esqueléticos (Fernández-Quintero et al., 2021; 

Groome et al., 2020). Por otro lado, los alineamientos de secuencias de las proteínas 

NALCN, Nav 1.2 y Cav 1.1 muestran que los residuos D75, S121 y R146 se encuentran 

conservados, lo que sugiere que desempeñan un papel relevante en las estructuras de 
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dichas proteínas (ver Anexo 4A, Figura 77). En el caso específico del residuo R146, su 

mutación se ha encontrado en pacientes con cáncer en los que se ve alterada la 

sensibilidad al voltaje de la proteína NALCN (Chua et al., 2020). Según nuestros 

resultados, esta alteración podría atribuirse a la pérdida de interacciones del residuo 

mutante R146Q con los residuos D75 y S121 (Figura 41). Por lo que respecta a las 

mutaciones asociadas al síndrome de CLIFAHDD en la integración a membrana del S6, 

nos planteamos estudiar el posicionamiento del S6 en membrana dado que en esta 

hélice recaen varias de estas mutaciones. Los algoritmos de predicción utilizados en 

este trabajo no llegan a un consenso sobre la posición de éste en la membrana (Tablas 

7 y 8). Por ello decidimos investigar si la región embebida en la membrana comienza en 

el residuo R295 como predice el ΔG Predictor (Tabla 7) o en la F300 como predice 

TMHMM (Tabla 8). La técnica de mapeo por glicosilación permite averiguar con precisión 

a nivel de residuo la distancia que separa el residuo de asparagina receptor de un sitio 

de glicosilación de la interfase de la membrana (Orzáez et al., 2004; Nilsson et al., 1993). 

Nuestros resultados in vivo, muestran una eficiente glicosilación de la asparagina 

situada en la posición equivalente al residuo E280 en la secuencia de NALCN, es decir 

a 15 residuos de distancia del inicio de la región TM predicha por el algoritmo ΔG 

Predictor (R295). Para contrastar estos resultados con la estructura de NALCN 

depositada en las bases de datos, simulamos por dinámica molecular esta región del 

dominio DI y observamos que S6 presenta una región hidrofóbica inusualmente larga 

que se encuentra embebida en la membrana desde el residuo R295 hasta el residuo 

R329, lo que obliga a esta hélice disponerse inclinada en el núcleo hidrofóbico de la 

membrana con cierto ángulo de inclinación, excediendo en longitud las predicciones de 

los algoritmos, lo que pone de relieve la importancia de verificar experimentalmente las 

predicciones computacionales. 

En el análisis in silico de la estructura de la proteína NALCN se puede apreciar que sus 

cuatro segmentos S6I-II-III-IV presentan una región central de 7 aminoácidos que participan 

en la transición de hélice α a hélice π durante la apertura del dominio del poro central 

(Xie et al., 2020). En el S6 del dominio DI tal secuencia implica los residuos 

308FLAWLVK314, siendo esta secuencia similar a las reportadas en otros S6 de canales 

transportadores de iones (Pan et al., 2018, McGoldrick et al., 2018) (Figura 77; Anexo 

4B, Figura 78), además la frecuencia y posición de estos mismos residuos se han 

descrito en otras hélices π (Fodje et al., 2002; Kumar et al 2015). La presencia de estos 

residuos y su implicación en el cambio conformacional sugiere que esta transición podría 

regular la apertura del poro del canal NALCN y con ello el paso de los iones Na+. 

Además, en este segmento TM S6 se acumulan mutaciones asociadas al síndrome de 

https://www.uniprot.org/uniprotkb?query=lit_author:%22McGoldrick%20L.L.%22
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CLIFAHDD (Tabla 3) y a pesar de que nuestros resultados experimentales muestran que 

las mutaciones L312V, L312I y V313G no alteran la integración de S6 en la membrana, 

nuestros cálculos de dinámica molecular muestran un nuevo perfil de interacciones y un 

cambio en los ángulos de torsión en los residuos de esta misma región (308FLAWLVK314). 

Los cálculos computacionales nos permiten observar que las mutaciones L312V, L312I 

y V313G ocasionan un acercamiento entre los residuos de esta región, principalmente 

entre los residuos 308-313 y 309-314, generando la formación de un nuevo perfil de 

interacciones en la región mutada. No sabemos qué efecto tiene esto en la 

sensibilización y/o apertura del canal de NALCN; pero se ha descrito que los residuos 

F308, L309 y W311 estabilizan la estructura π del canal abierto mediante interacciones 

intra-hélice e inter-hélice (Xie et al., 2020). Además, si observamos en las secuencias 

mutantes la distribución de los ángulos de torsión ϕ y Ψ de los residuos W311, L309 y 

F308, notaremos que tienen valores semejantes a los ángulos ϕ y Ψ de residuos que 

conforman una hélice π y que han sido reportadas en otras proteínas (Cooley et al., 

2010; Fodje et al., 2002; Kumar et al., 2015). Todo parece indicar que las mutaciones 

L312V, L312I y V313G propician un nuevo orden de interacciones y ángulos de torsión 

que estabilizan la región 308FLAWLVK314 en una conformación que podría favorecer más 

fácilmente su transición a hélice π y/o la apertura del canal. Tal afirmación se sustenta 

con los descubrimientos publicados en otras proteínas en donde algunas hélices π son 

generadas por la inserción o mutación de un aminoácido en una región conservada de 

una hélice α y este cambio conformacional también altera la funcionalidad de la proteína 

(Cooley et al., 2010; Duneau et al., 1996; Weaver et al., 2000). Hasta ahora, en NALCN 

no se ha descrito que el cambio aminoacídico genere una estructura π; sin embargo, 

las mutaciones CLIFAHDD en esta región causan hiperactividad neuronal a través de 

una ganancia de función en NALCN; ya que se altera su sensibilidad al voltaje (Aoyagi 

et al., 2015; Bend et al., 2016; Kschonsak et al., 2020; Monteil et al., 2024). Tal alteración 

funcional debido al cambio conformacional (α→π) generado por mutaciones se ha 

descrito también en otras proteínas de membrana (Zubcevic et al., 2019; Kim et al., 

2007; Segatto et al., 1988).   

No se observaron efectos estructurales de la mutación A319V, tal vez porque el residuo 

A319 está alejado de los residuos centrales (308FLAWLVK314) implicados en la 

estabilización de la estructura π del S6 del dominio DI de NALCN. Sin embargo, al 

comparar las secuencias de las proteínas del DI de NALCN, Nav 1.2 y Cav 1.1 

identificamos que la alanina en posición 319 de NALCN al igual que la asparagina 315 

están conservadas en los segmentos S6 de estas proteínas y TRPV6 (ver Anexo 4 A y 

B, Figura 77 y 78). Revisando las trayectorias de los átomos en la región 315NVFIAVII322 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Duneau+JP&cauthor_id=8723771
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de la secuencia nativa de S6 encontramos que en los residuos de dicha región existe 

una red de contactos cercanos mediante la formación de enlaces; y que el residuo 

mutante V319 registra distancias de rango corto de interacción con el residuo V316 

(resultados no mostrados). Este cambio también podría estar asociado con la alteración 

de la sensibilidad al voltaje y la funcionalidad de la proteína NALCN como se ha descrito 

para esta mutación (Kschonsak et al., 2020; Lozic et al., 2016); pero tal descubrimiento 

requiere una mayor revisión.  Por otro lado, la mutación I322T genera un cambio de 

posición significativo de este residuo con respecto al centro de la membrana, adoptando 

una ubicación más cerca al citosol. Tal cambio de posición podría ocasionar una 

desestabilización de interacciones inter-hélice entre residuos que conforman dicha 

región llamada puerta de entrada intracelular del canal de NALCN; ya que tales residuos 

hidrofóbicos (I318, V595, V1152, V1443, I322, L599, I1156 y V1447) están muy 

conservados en las proteínas transportadoras de iones (Xie et al., 2020) y también en 

el segmento S6 del dominio DI y en la proteína TRPV6 (ver Anexo 4 A y B, Figura 77 y 

78). Finalmente, esperamos que todos estos resultados contribuyan a conocer un poco 

más sobre el efecto de las mutaciones CLIFAHHD en la proteína NALCN y también, 

creemos necesario continuar investigando este tipo de mutaciones y otras más 

asociadas a enfermedades mediante el uso de una línea multidisciplinar 

complementaria. 
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Figura 52. Principales características estructurales de NALCN estudiadas. Los segmentos menos hidrofóbicos 

S1, S2 y S4 se indican en letras violetas y los más hidrofóbicos S3, S5 y S6 se indican en letras negras.  Los puntos 

azules indican los residuos de argininas R146, R295 y R229, el rojo el aspártico D75 y los amarillos los residuos 

serinas S52 y S121. Los círculos negros indican las asparaginas N210 y N216 de las dianas naturales de 

glicosilación. La secuencia de siete residuos F308-K314 implicada en la transición de α→π se indica en anaranjado. 

VSD, el dominio sensor de voltaje (S1-S4) y el PD, el dominio del poro (S5 y S6). 
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II. Estudio topológico de la proteína NSP4 
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La proteína NSP4 de SARS-CoV-2 desempeña un papel crucial en la replicación del 

virus al participar en la organización y estabilización de las DMVs. La caracterización 

detallada de esta proteína es de especial interés para comprender la patogénesis del 

virus y para el potencial desarrollo de estrategias terapéuticas efectivas. Hasta el 

momento, la estructura de NSP4 no ha sido resuelta experimentalmente, y las 

predicciones in silico sobre su topología muestran discrepancias. Por lo tanto, en este 

capítulo llevamos a cabo la caracterización molecular de NSP4 del SARS-CoV-2 con el 

objetivo de determinar su topología, el número de segmentos TM y las posibles 

modificaciones co- y/o post-traduccionales de la proteína.   

R.10. Análisis in silico de la topología de NSP4. 

Para estudiar la topología de la proteína NSP4 realizamos inicialmente un análisis 

computacional utilizando los algoritmos y bases de datos más avanzados disponibles 

en internet (ΔG predictor, TMHMM, HMMTOP, TOPCONS, MEMSAT, SPOCTOPUS, 

Protter y Uniprot). La proteína NSP4 del SARS-CoV-2 tiene una longitud de 500 

aminoácidos (residuos 2764-3263 de las poliproteínas pp1a y pp1ab) con una masa 

molecular estimada de aproximadamente 56 kDa. Las predicciones de segmentos TM y 

topología de la proteína NSP4 mostraron variabilidad según el método utilizado (Figura 

53A). La entrada de UniProt (P0DTC1) predice seis segmentos TM en la región de 

NSP4, mientras que el resultado de los otros siete algoritmos de predicción varía de 4 a 

7 segmentos TM. Por lo que respecta a la predicción de la topología (Figura 53B) se 

observó un notable grado de coincidencia entre los diferentes algoritmos, ya que en su 

mayoría predijeron que los extremos N- y C-terminal están orientados hacia el citosol; 

excepto los algoritmos Protter y HMMTOP, que predijeron una orientación N-terminal o 

C-terminal extracelular, respectivamente (Figura 53B).  

El análisis computacional de las modificaciones co- y post-traduccionales, muestra que 

los algoritmos como MEMSAT y SPOCTOPUS predicen una secuencia señal escindible 

(Figura 53B) coincidiendo con lo sugerido previamente para la proteína NSP4 de SARS-

CoV (Oostra et al., 2007). Además, el análisis de la secuencia de NSP4 con el servidor 

UniProt (P0DTD1) permitió identificar una diana de glicosilación no canónica (Asn-Ile-

Cys) en la posición N131. Cabe mencionar que en eucariotas la adición de azúcares a 

proteínas de membrana y de secreción la realizan complejos multiproteicos (OST) que 

transfieren los azúcares desde el dolicol fosfato donador de los azúcares a residuos de 

asparagina en secuencias consenso Asn-X-Ser/Thr de polipéptidos sustrato (Ramírez 

et al., 2023), siendo X cualquier aminoácido excepto prolina (Welply et al., 1983; Bañó-



118 
 
 

Polo et al., 2011). La potencial diana de glicosilación no canónica (NIC) encontrada en 

la proteína NSP4 del SARS-CoV-2 es similar a la de su homóloga en el SARS-CoV, la 

cual se ha sugerido estar parcialmente glicosilada (Oostra et al., 2007). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

 

 

 

 

       

                 

Figura 53. Análisis in silico de la proteína NSP4 de SARS-CoV-2 (A) Predicción de segmentos 

TM. La secuencia de 500 aminoácidos (residuos 2764-3263 en pp1a) de NSP4 fue analizada por 8 

algoritmos. La línea roja representa la proteína NSP4 y las regiones TM predichas por cada uno de 

los 8 algoritmos. (B) Predicción de la topología de NSP4. La secuencia de 500 aminoácidos 

(residuos 2764-3263 en pp1a) de NSP4 fue analizada en 6 algoritmos de predicción de topología. 

Se muestra la secuencia de la proteína NSP4 (línea negra) y sus diferentes regiones orientadas 

hacia zonas extracelulares (morado), intracelulares (rosa) y de membrana (verde). Además, tanto 

SPOCTOPUS y MEMSAT predicen una secuencia señal en N-terminal (blanco). 
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R.11. Topología de NSP4 en membranas de bacterias.  

Diseño experimental del ensayo. 

Después del análisis computacional la topología en membranas de bacterias de la 

proteína NSP4 de SARS-CoV-2 se analizó experimentalmente utilizando el sistema de 

reportero dual PhoA-LacZα (Karimova et al., 2017) que se describió en el capítulo 

anterior. De acuerdo con las predicciones computacionales, el indicador dual se fusionó 

al extremo C-terminal de diferentes variantes truncadas de NSP4 (141-mer, 164-mer, 

279-mer, 313-mer, 335-mer, 346-mer, 362-mer, 371-mer, 397-mer y 500-mer o longitud 

completa de NSP4) que incluían de forma acumulativa los distintos segmentos TM 

(Figura 54). Las construcciones se transformaron en células de E. coli y se realizaron 

ensayos cualitativos y cuantitativos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Topología de NSP4 en membranas de bacterias 

Los transformantes resultantes se analizaron en medios sólidos de indicador dual que 

contenían dos sustratos cromogénicos distintos. Uno de los sustratos se vuelve azul en 

presencia de la actividad fosfatasa, mientras que el otro adquiere un tono rojo cuando 

β-galactosidasa está activa. Como se muestra en la parte superior de la Figura 55, las 

células que expresan las fusiones a los polipéptidos truncados de 141, 164 y 279 

residuos mostraron un fenotipo azul, lo que indica una ubicación periplásmica del 

indicador pho-lac y, en consecuencia, de los residuos correspondientes E141, G164 y 

D279 de NSP4. Esta ubicación sugiere que si la primera región hidrofóbica (residuos 

10-32) se inserta en la membrana interna de las bacterias debe hacerlo con una 

orientación N-terminal citoplásmica y C-terminal periplásmica. La fusión del indicador 

pho-lac después del residuo H313 (313-mer) produjo colonias rojas en los medios de 

 
Figura 54. Variantes fusionadas de los truncados NSP4/pho-lac. Se muestra un esquema de la 

secuencia de 500 aminoácidos de NSP4 (en gris), destacando en gris oscuro los segmentos TM 

predichos por los algoritmos computacionales y la posición del último codón seleccionado en cada 

polipéptido truncado (141-mer, 164-mer, 279-mer, 313-mer, 335-mer, 346-mer, 362-mer, 371-mer, 397-

mer y 500-mer). Cada codón fue fusionado con las secuencias de pho-lac (destacadas en azul y rojo, 

respectivamente). La posición de cada codón se eligió en base a los TM predichos en el análisis 

computacional. 
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indicador dual, lo que indica una ubicación intracelular para el residuo H313 y sugiere, 

por tanto, la presencia de un segmento TM entre los residuos 279 y 313. Cuando el 

indicador pho-lac se fusionó después del residuo Y335 (335-mer), la proteína quimérica 

exhibió una alta actividad fosfatasa (azul intenso), consistente con una ubicación 

periplásmica del residuo Y335, lo que sugiere la presencia de un segmento TM entre los 

residuos 313 y 335. La fusión del reportero pho-lac después del residuo Y346 de NSP4 

produjo colonias azul-púrpura en el medio de cultivo con indicador dual, lo que sugiere 

que el residuo Y346 está localizado en (o estrechamente asociado a) la membrana. 

Cuando el indicador pho-lac se fusionó después de los residuos H362, P371, Y397 o 

Q500 (el último de la secuencia de NSP4), las proteínas quiméricas exhibieron una alta 

actividad de β-galactosidasa (fenotipo rojo), consistente con una ubicación citoplásmica 

de los correspondientes residuos de NSP4 (Figura 55, arriba) lo que sugiere la presencia 

de un segmento TM entre los residuos 335 y 362. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. Topología de NSP4 en membranas bacterianas. (Arriba) Ensayo cualitativo, se sembraron 

células de E. coli DH5α que expresaban las diferentes fusiones NSP4/Pho-Lac en medio indicador con 

dos sustratos cromogénicos, Red-Gal (para la actividad de β-galactosidasa) y X-Pho (para la actividad 

de fosfatasa alcalina). La coloración azul de las colonias (alta actividad fosfatasa) indica una ubicación 

periplásmica del residuo de fusión. La coloración roja de las colonias (alta actividad de β-galactosidasa) 

indica la ubicación citosólica del residuo de fusión. (Abajo) En el diagrama de cajas y bigotes se muestra 

la actividad relativa normalizada (NAR) de los ensayos enzimáticos cuantitativos de cada variante 

fusionada a Pho-Lac. Los puntos sólidos representan los valores de 6 réplicas independientes.  Los 

valores de NAR >2 son indicativos de ubicación periplásmica, entre 2 y 0,5 son indicativos de ubicación 

en la membrana y los valores <0,5 son indicativos de ubicación citosólica.  

 

 

 



121 
 
 

Para corroborar los resultados cualitativos obtenidos para cada truncado se realizó un 

ensayo cuantitativo. Para ello, se determinó la actividad relativa normalizada (NAR: 

(PhoAmuestra/PhoAmáxima)/(βGalmuestra/βGalmáxima)) en base a la actividad enzimática 

fosfatasa alcalina y  β-galactosidasa de cada quimera de las suspensiones bacterianas 

transformadas con los diferentes truncados fusionados al reportero dual de cada 

quimera (Tabla 18 y Figura 55). Los truncados 141-mer, 164-mer, 279-mer y 335-mer 

tienen valores de NAR>2, lo cual nos indica una actividad fosfatasa alcalina prevalente 

de estas quimeras y que los aminoácidos E141, G164, D279 y Y335 se ubican en el 

periplasma. Por otro lado, los truncados 313-mer, 362-mer, 371-mer, 397-mer y 500-mer 

tienen valores NAR<0,5, lo cual indica una actividad β-galactosidasa prevalente de estas 

quimeras y que los aminoácidos H313, H362, P371 y Q500 de NSP4 están ubicados en 

el citosol. Sin embargo, el polipéptido 346-mer tiene valores de NAR ~2, lo que sugiere 

que el aminoácido Y346 podría estar ubicado en el periplasma y/o ligeramente asociado 

a la membrana. De esta manera, los ensayos en membranas de bacterias mediante el 

uso de este reportero dual nos indican como resultados preliminares que la proteína 

NSP4 tiene cuatro segmentos TM y ambos extremos N- y C-terminal se ubican hacia el 

citosol. Sin embargo, corresponde verificar dicha topología en membranas eucariotas. 

 

 

 

 

 

 

R.12. Inserción en membranas de la primera región hidrofóbica de NSP4 

Diseño experimental del ensayo  

Dado que NSP4 forma parte de la poliproteína 1a, para investigar si la primera región 

hidrofóbica de NSP4 es reconocida por el translocón del RE en células eucariotas, 

utilizamos un sistema reportero (CLTM) basado en la glicosilación cotraduccional de 

proteínas de membrana y de secreción similar al utilizado en el capítulo anterior, pero 

en este caso con sólo 2 dianas de glicosilación reporteras. De esta manera, la primera 

región hidrofóbica (del residuo 10 al 32) de NSP4 se fusionó en pauta tras el extremo 

C-terminal de la cadena ligera λ (CL) de la inmunoglobulina, que incluye una secuencia 

 

141-mer 164-mer 279-mer 313-mer 335-mer 346-mer 362-mer 371-mer 397-mer 500-mer

7,416 7,005 6,225 0,032 10,291 3,261 0,034 0,071 0,056 0,031

6,582 5,916 4,071 0,021 8,661 2,013 0,031 0,071 0,054 0,019

6,741 4,696 4,905 0,034 6,253 1,911 0,027 0,057 0,063 0,016

6,081 5,541 4,706 0,039 5,166 1,891 0,029 0,067 0,062 0,018

6,472 4,218 3,708 0,021 8,291 2,677 0,041 0,081 0,043 0,043

5,501 5,621 4,731 0,027 8,742 2,455 0,026 0,085 0,057 0,032

Tabla 18. Valores cuantitativos de la actividad relativa normalizada (NAR) de las diez proteínas 

truncadas de NSP4 fusionadas a PhoA-LacZα. Los valores de cada construcción corresponden a 

las seis réplicas del ensayo.  
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señal y sólo un sitio de glicosilación (G1) (Feige et al., 2013; Duart et al., 2022), seguida 

de dos secuencias flexibles (linkers) que flanquean la secuencia objeto de estudio 

(tested). En el extremo C-terminal se añadió otro sitio de glicosilación (G2) y un epítopo 

c-myc (Figura 56A). Tras la transfección de células eucariotas con la construcción 

obtenida (CL-2G+TM10-32), se analizan las glicosilaciones de los reporteros (G1 y G2) 

una vez que la proteína quimérica ha sido expresada. La diana de glicosilación G1 

siempre estará modificada debido a la translocación nativa del dominio CL de la 

inmunoglobulina. En cambio, la diana de glicosilación G2 sólo se modificará si la región 

hidrofóbica estudiada (residuos 10-32) no se inserta en la membrana del RE y acaba 

siendo translocada al lumen del RE (Figura 56B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudio de la inserción de la primera región hidrofóbica de NSP4. 

La construcción CLTM-2G+TM10-32, que contiene los residuos de la primera región 

hidrofóbica de NSP4, se transfectó en células Hek293T. Las proteínas expresadas se 

extrajeron y analizaron por electroforesis en presencia de SDS (SDS-PAGE), y se 

visualizaron por western blot utilizando un anticuerpo anti-c-myc y quimioluminiscencia. 

En estos experimentos, se observó predominantemente la forma monoglicosilada de la 

proteína, lo que indica que la región TM10-32 es reconocida e insertada por el translocón 

 

Figura 56. Ensayo CLTM-2G. (A) Esquema de la construcción diseñada. El sistema CLTM-2G incluye un 

dominio de la cadena ligera λ (CL) de la inmunoglobulina en el que diseñamos una diana de glicosilación (G1), 

una región repetitiva de glicinas y serinas (linker) a ambos lados del TM evaluado flanqueado por los 

tetrapéptidos GGPG y GPGG, un sitio de glicosilación (G2), y la etiqueta c-myc (amarilla). (B) Representación 

esquemática del sistema CLTM-2G. Los sitios de glicosilación diseñados permiten distinguir entre la inserción 

(una glicosilación, G1) y translocación (doble glicosilación, G1 y G2) de la secuencia evaluada. Las diferencias 

en el patrón de glicosilación se pueden detectar en la inmunotransferencia dado que cada glicosilación 

incrementa el peso molecular de la proteína en ~2.5 kDa. 
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en la membrana del RE (Figura 57, carril 6). Se confirmó que la variación en la movilidad 

electroforética se debe a la glicosilación mediante el tratamiento de las muestras con 

EndoH (Figura 57, carril 5). En paralelo, las células Hek293T se transfectaron con 

construcciones control que contenían una secuencia TM (Figura 57, carriles 1 y 2) o una 

secuencia soluble (Figura 57, carriles 3 y 4) que se usaron como control de inserción y 

translocación (Martínez-Gil et al., 2010), respectivamente. De estos resultados se puede 

deducir que la primera región hidrofóbica de NSP4 es reconocida por el translocón del 

RE como un segmento TM en células eucariotas. 
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Figura 57. Inserción en membrana del segmento TM10-32 de NSP4 de SARS-CoV-2. Las células 

Hek293T transfectadas con las construcciones indicadas (CLTM-2G+control inserción/translocación o 

CLTM-2G+TM10-32) fueron lisadas después de 24h de la transfección. Los extractos celulares en 

presencia (+) o ausencia (–) de EndoH, se analizaron por inmunotransferencia para detectar las 

proteínas etiquetadas con c-myc. Las secuencias control fueron KVLLVTGVLGLLLLIKWK (carriles 1 y 

2) y YNLYIYAFFASSLVHGFI (carriles 3 y 4). Las proteínas no glicosiladas se indican con círculos 

blancos, las proteínas mono y doblemente glicosiladas se indican con uno o dos círculos negros, 

respectivamente. 
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R.13. Estudio del procesamiento co-/post-traduccional de NSP4 

R13A. Glicosilación de NSP4 

La proteína NSP4 del SARS-CoV-2 y de otros coronavirus tiene un gran lazo hidrofílico 

comprendido entre las dos primeras regiones hidrofóbicas expuesto al lumen del RE 

durante su síntesis en células eucarióticas. En esta región se ha descrito la presencia 

de sitios glicosilables en otros coronavirus que podrían cumplir funciones relevantes. 

Así, se ha demostrado que la sustitución de las asparaginas N237A y N176A del sitio de 

glicosilación de la proteína NSP4 del virus de la hepatitis murina MHV provoca 

problemas en el crecimiento del virus y la síntesis del RNA viral (Clementz et al., 2008; 

Gadlage et al., 2010). En la misma línea se ha detectado que una proporción 

considerable de la proteína NSP4 de SARS-CoV, se encuentra modificada parcialmente 

en una diana de glicosilación no canónica (NIC). Dada la elevada similitud de secuencia 

entre las proteínas NSP4 de los dos SARS (Anexo 4D, Figura 81, Tabla 32), procedimos 

a comprobar si la diana no canónica (NIC, residuos 131-133) del SARS-CoV-2 es 

modificada en células eucariotas. 

El análisis comparativo de la secuencia de NSP4 del SARS-CoV-2 y los otros seis 

coronavirus humanos conocidos muestran que el motivo de glicosilación no canónico 

NIC sólo está presente en los coronavirus del SARS (Figura 58B). Para investigar su 

posible glicosilación, diseñamos dos mutantes, uno para impedir la N-glicosilación 

reemplazando la asparagina aceptora por una glutamina no aceptora (N131Q), y un 

segundo mutante (C133S) diseñado para convertir el sitio de glicosilación no canónico 

(NXC) en canónico (NXS/T). Como muestra la Figura 58C las proteínas NSP4 silvestre 

y mutante (N131Q) (carriles 1 al 4) presentan una doble banda, si bien el tratamiento 

con EndoH de estas muestras indicó que ninguna de las dos bandas corresponde a 

formas N-glicosiladas de NSP4. Por otra parte, sólo la proteína mutante C133S que 

contiene una diana canónica muestra una movilidad electroforética compatible con la 

glicosilación de la proteína (carril 5). La modificación por glicosilación de esta variante 

fue verificada por tratamiento con EndoH (carril 6). Estos resultados demuestran que en 

la proteína NSP4 del SARS-CoV-2 el sitio de glicosilación no canónico no es modificado 

en células eucariotas. Además, la glicosilación de la NSP4 mutante C133S corrobora 

que esta región ubicada entre los dos primeros segmentos TM de la proteína está 

orientada al lumen del RE. 
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R13B. Caracterización del procesamiento de NSP4 

La aparición del doble bandeado aún en presencia de EndoH en el apartado anterior 

sugiere el procesamiento de la proteína. Dado que las predicciones de algunos de los 

algoritmos utilizados (Figura 53B) sugieren la presencia de un sitio de corte tras la 

primera región hidrofóbica que se comportaría como péptido señal, decidimos estudiar 

el posible procesamiento de la NSP4 por el Complejo de la Peptidasa Señal (SPC). Para 

ello se mutó la región de corte predicha (T28-H31) reemplazando los residuos naturales 

(28TPHV31) por 4 alaninas NSP4-AAAA (TPHV28−31→ AAAA) o por 4 fenilalaninas NSP4-

FFFF (TPHV28−31→ FFFF). Cuando las células se transfectaron con estas variantes 

mutadas de NSP4 la banda de mayor movilidad electroforética desapareció 

parcialmente en el mutante NSP4-AAAA (Figura 59, carril 3 y 4) y completamente en la 

variante NSP4-FFFF (Figura 59, carril 5 y 6).  En ningún caso las muestras variaron su 

movilidad electroforética tras el tratamiento con EndoH (Figura 59, carriles 2, 4 y 6), 

Figura 58. La diana de glicosilación no canónica NIC no es modificada en células eucariotas. (A) 

Esquema de la secuencia de NSP4 (la numeración de residuos en la secuencia de poliproteína pp1a 

se muestra en cursiva). Se indica el sitio de glicosilación no canónico (N131IC) (círculo blanco). El epítopo 

c-myc se muestra en amarillo. (B) El sitio de glicosilación no canónico (N131IC) de SARS-CoV-2 sólo 

se conserva en el SARS-CoV entre los siete coronavirus humanos SARS-CoV-2, SARS-CoV (UniProt 

P59637), MERS-CoV (UniProt K9N5R3); HCoV-OC43 (UniProt Q4VID3), HCoV-HKU1 (UniProt 

Q0ZJ83), HCoV-229E (UniProt P19741) y HCoV-NL63 (UniProt Q5SBN7). Los residuos con más del 

50% de conservación entre los coronavirus humanos se resaltan en anaranjado. (C) Las células 

Hek293T transfectadas con las construcciones NSP4, NSP4 (N131Q) y NSP4 (C133S) fueron lisadas 

y tratadas con (+) o sin (-) EndoH. La presencia de las proteínas etiquetadas se detectó por 

inmunotransferencia. Las proteínas no glicosiladas y no procesadas se indican con círculos blancos y 

las glicosiladas con círculos negros. Los triángulos señalan formas de las proteínas de menor tamaño 

molecular. 
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descartando la posible glicosilación de las proteínas. Estos resultados demuestran que 

en este tipo celular la primera región hidrofóbica de la proteína es escindida de manera 

mayoritaria y además la proteína no es glicosilada en células eucarióticas a diferencia 

de lo observado anteriormente para la NSP4 de SARS-CoV (Oostra et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A continuación, decidimos identificar la proteasa celular responsable del procesamiento 

de NSP4. Estudios previos han demostrado, mediante la utilización de un inhibidor 

específico de SPC (cavinafungin), la participación de este complejo en la maduración 

de poliproteínas virales (Snapp et al., 2017; Zhang et al., 2016). Cavinafungin, un 

lipopéptido (Figura 60 A) de origen fúngico extraído de Colispora cavincola (Ortíz-López 

et al., 2015), ha demostrado ser un compuesto potente y selectivamente activo contra 

el virus Zika y el virus del dengue (Estoppey et al., 2017). Su acción consiste en inhibir 

el complejo SPC, el cual desempeña un papel crucial en la maduración de las pre-

proteínas y en el ciclo replicativo de estos flavivirus (Estoppey et al., 2017).  

Cuando las células transfectadas con la secuencia que codifica la proteína NSP4 se 

trataron con cavinafungin, desapareció la banda de menor tamaño molecular (mayor 

movilidad electroforética) (Figura 60 B, carriles 5 y 6), demostrando que la proteína 

NSP4 del SARS-CoV-2 es sustrato de la SPC, siendo parcialmente digerida en las 

células Hek293T. Una vez más, el tratamiento de las muestras con EndoH descarta la 

posible glicosilación de la proteína. 

 

 

48 - 

Figura 59. La primera región hidrofóbica de NSP4 es procesada como péptido señal. Los 

extractos celulares en presencia (+) o ausencia (–) de EndoH, se analizaron por inmunotransferencia 

para detectar las proteínas etiquetadas con c-myc. El círculo blanco indica proteínas no procesadas y 

no glicosiladas, el triángulo blanco indica proteínas digeridas y no glicosiladas.   
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Procesamiento de la proteína NSP4 en otras células 

Para investigar si el procesamiento de NSP4 por el complejo SPC observado en células 

Hek293T es generalizable y ocurre en otras líneas celulares, se transfectaron otros dos 

tipos celulares (Vero y A549) con el plásmido de expresión en eucariotas que contiene 

la secuencia de NSP4 completa y una etiqueta c-myc (Figura 61). El extracto celular 

analizado tras 36 horas de la transfección mostró la presencia de dos poblaciones de 

proteínas en los tres tipos de células. El tratamiento con EndoH de estas muestras 

confirmó de nuevo que ninguna de las dos bandas de proteínas corresponde a formas 

N-glicosiladas de NSP4 y, por lo tanto, que la proteína NSP4 es procesada parcialmente 

por los complejos SPC del RE en los tres tipos de células, incluyendo las células A549 

que son derivadas del epitelio basal alveolar, más directamente relacionadas con el ciclo 

vital del SARS-CoV-2. 

 

 

 

Figura 60. NSP4 es procesada por el complejo SPC. (A) Estructura química de Cavinafungin. (B) La 

proteína silvestre NSP4 fue transfectada en células Hek293T y los cultivos inoculados con cavinafungin 

y DMSO (+), medio de dilución del cavinafungin. El extracto celular fue tratado con EndoH (+) y las 

muestras proteicas se evaluaron por inmunotransferencia. El círculo blanco indica proteínas no 

procesadas y no glicosiladas, el triángulo blanco indica proteínas procesadas y no glicosiladas. 
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R.14. Topología de NSP4 en membranas celulares humanas 

Topología de NSP4 en células eucarióticas 

Para determinar experimentalmente la topología de NSP4 de SARS-CoV-2 en células 

eucariotas utilizamos la aproximación molecular basada en mapeo por glicosilación 

anteriormente descrita. Para ello, basándonos en las predicciones (Figura 53) y en los 

resultados obtenidos en células procariotas (Figura 55) diseñamos una serie de 

polipéptidos truncados de longitud creciente que contienen una etiqueta optimizada de 

glicosilación en C-terminal (NSTMGM) (Bañó-Polo et al., 2011; Tamborero et al., 2011), 

o, como control, una etiqueta equivalente pero no glicosilable (QSTMGM). Las células 

transfectadas con una construcción que contiene aproximadamente la mitad N-terminal 

de NSP4 (279 aminoácidos) con la etiqueta de glicosilación en C-terminal dio lugar a 

tres bandas en los análisis electroforéticos correspondientes a tres formas distintas de 

la proteína (Figura 62 A, carriles 1-3). Como se ha demostrado en apartado anterior, la 

proteína se procesa parcialmente por el SPC, por lo que la banda de mayor migración 

electroforética corresponderá a la proteína procesada; la banda de menor migración 

corresponderá al polipéptido sin procesar y con la diana reportera en C-terminal  

modificada, mientras que la banda intermedia procederá de una mezcla de proteína sin 

procesar y proteína procesada y glicosilada, dado que el incremento de peso molecular 

en los polipéptidos debido a la glicosilación (~2,5 kDa) coincide en buena medida con la 

pérdida estimada por la digestión de la proteína debida al procesamiento del complejo 

SPC. El tratamiento con EndoH elimina el resto glicano de la especie proteica de mayor 

peso molecular (sin procesar y glicosilada en la etiqueta C-terminal), y las moléculas de 

proteína de la banda intermedia que corresponde a la proteína procesada y glicosilada 

dando lugar a la aparición de las bandas de menor tamaño respectivamente. Estos 

resultados indican que el residuo D279 está ubicado en la zona luminal del RE. Para 

Figura 61. Procesamiento de la 

proteína NSP4 en diferentes líneas 

celulares. Las células Hek293T, Vero 

y A549 transfectadas con NSP4 fueron 

lisadas después de 36 horas para 

obtener el extracto proteico y detectar 

las proteínas expresadas por 

inmunotransferencia. Se comprobó el 

estado de glicosilación de las muestras 

mediante tratamiento con EndoH (+). 

Las proteínas no procesadas y no 

glicosiladas se indican con puntos 

blancos y las proteínas procesadas no 

glicosiladas con triángulos blancos. 
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demostrar que el resultado obtenido es debido a que la primera región hidrofóbica se 

inserta en la membrana y no es traslocada, se realizó el experimento con el truncado 

279-mer con dos dianas de glicosilación diseñadas en N- y C-terminal (Figura 62B). Los 

resultados muestran que sólo se modificó la diana situada en el extremo C-terminal 

indicando que la primera región hidrofóbica direcciona la proteína NSP4 hacia la 

membrana del RE, es insertada en membrana y procesada por SPC en algunos casos. 

Cuando las células se transfectaron con el truncado que contiene 313 aminoácidos (313-

mer), dio lugar a especies proteicas que no eran glicosiladas (Figura 62 A, carriles 4-6), 

lo que sugiere la presencia de un segmento TM entre los residuos 279 y 313, en 

concordancia con la topología de NSP4 observada en células bacterianas (Figura 55). 

Por el contrario, los polipéptidos truncados de 335 y 346 aminoácidos (335-mer y 346-

mer, respectivamente) fueron glicosilados eficientemente (Figura 62 C, carriles 10-12 y 

13-15, respectivamente), lo que demuestra la disposición luminal de residuos Y335 e 

Y346, y sugiere la presencia de un dominio TM entre los residuos 313 y 335. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 62. Topología de proteínas NSP4 truncadas 279-mer, 313-mer, 335-mer y 346-mer. Las células Hek293T 

transfectadas con las proteínas truncadas 279-mer y 313-mer (A) y 335-mer y 346-mer (C) con dianas indicadas en C-

terminal y 279-mer (B) con dianas en N-y C-terminal fueron lisadas y tratadas con (+) o sin (-) EndoH. La presencia de 

proteínas con etiqueta se detectó por inmunotransferencia. Las proteínas no glicosiladas y no procesadas se indican con 

círculos blancos y las glicosiladas con círculos negros. Los triángulos señalan proteínas de menor tamaño molecular 

procedentes del procesamiento del primer TM. Abajo de cada inmunodetección, se muestra un esquema de la disposición 

de los segmentos TM de cada truncado en la membrana del RE de acuerdo con la interpretación de los resultados 

obtenidos, el triángulo blanco indica el sitio de escisión de la SPC y en C-terminal la etiqueta c-myc (amarillo). 
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El procesamiento de NSP4 por la SPC también se comprobó en el truncado de 346 

aminoácidos. Para ello se transfectaron células Hek293T con un plásmido que contenía 

la secuencia de NSP4 truncada silvestre (346-mer 28TPVH31) y la variante mutante en la 

que estos residuos fueron reemplazados por fenilalaninas (346-mer TPVH28-31→ FFFF) 

(Figura 63 B). La Figura 63 muestra como la variante 346-mer FFFF en la que se altera 

el sitio de digestión de la SPC (TPVH28-31→ FFFF) aparece una única banda (carril 4), a 

diferencia de lo que ocurre con el polipéptido silvestre en el que se volvió a evidenciar 

C 
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la aparición de dos bandas. En conjunto, estos resultados indican que tanto la proteína 

NSP4 completa del SARS-CoV-2 como todos los truncados que de ella se derivan son 

parcialmente procesados por el SPC. De manera, que podemos concluir que NSP4 es 

sustrato del complejo SPC del RE, que actúa reconociendo la primera región hidrofóbica 

de la proteína como secuencia señal y procediendo parcialmente a su digestión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A continuación, se analizaron polipéptidos truncados de 362 aminoácidos (362-mer) que 

produjeron formas no glicosiladas (Figura 64 A, carriles 1-3), y por ende el C-terminal de 

este truncado se ubica hacia el citosol, sugiriendo la presencia de una región TM entre 

los residuos 335 y 362. Finalmente, los truncados de mayor tamaño (371-mer y 397-

mer) y la secuencia de NSP4 completa (500-mer) produjeron formas no glicosiladas 

(Figura 64, carriles 4-9 y Figura 64 B, carriles 1-3, respectivamente), ya que en todas 

ellas la presencia de dos bandas se debe al procesamiento parcial por peptidasas señal 

(SPC) del RE, como corroboran los tratamientos con EndoH. Estos últimos resultados 

sugieren que el extremo C-terminal de NSP4 es una región grande (alrededor de 140 

residuos) orientada al citoplasma. En base a los resultados obtenidos hasta ahora, se 

infiere que la proteína NSP4 consta de cuatro segmentos TM, el primero de ellos es 

                       

kDa 

 

35 - 

Figura 63. Procesamiento del truncado 346-mer por el SPC. (A) Las células Hek293T transfectadas con las 

proteínas truncadas 346-mer fueron lisadas y tratadas con (+) o sin (-) EndoH. La presencia de proteínas se 

detectó por inmunotransferencia. Las proteínas no glicosiladas y no procesadas se indican con círculos blancos 

y las glicosiladas con círculos negros. Los triángulos señalan proteínas de menor tamaño molecular 

procedentes del procesamiento del primer TM. (B) Esquema que ilustra los segmentos TM de cada truncado 

en la membrana del RE de acuerdo con la interpretación de los resultados obtenidos, el triángulo blanco indica 

sitio de escisión de la SPC y en amarillo se muestra la etiqueta c-myc en el C-terminal. 
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reconocido e integrado en la membrana del RE como segmento TM por el translocón 

con su extremo N-terminal hacia el citosol. A medida que se sintetiza el resto de la 

cadena polipeptídica, el translocón permite la inserción de los otros tres segmentos TM 

a través de su puerta lateral. En consecuencia, la proteína NSP4 adopta una topología 

con sus extremos N y C-terminales orientados hacia el citosol (proteína tipo II), 

presentando un gran lazo entre las dos primeras regiones hidrofóbicas (residuos 33-

279) traslocado al lumen del RE y una región extensa (entre los residuos 362-500) 

ubicada en el citosol. El tratamiento con el inhibidor de la SPC (cavinafugin) y el 

resultado de los mutantes del sitio putativo de corte del SPC sugieren que el primer TM 

de NSP4 es procesado parcialmente dando lugar a dos poblaciones de la proteína; una 

con tres segmentos TM y su extremo N-terminal orientado hacia el lumen del RE 

(proteína tipo I), y otra con cuatro segmentos TM y ambos extremos N- y C-terminales 

orientados hacia el citosol (proteína tipo II), como mencionamos anteriormente. 
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R.15. Purificación de los dominios Solubles de la proteína NSP4 del SARS-CoV-2 

Dominio soluble luminal de la proteína NSP4 

La región que comprende el dominio soluble luminal abarca desde el residuo S40 al 

P270 y está orientado hacia el lumen del RE según los resultados experimentales 

mostrados en esta tesis. Asimismo, regiones homólogas a este dominio luminal están 

presentes en otros coronavirus y están vinculadas con la interacción con la proteína 

NSP3 (Sakai et al., 2017), con la formación de DMVs (Sakai et al., 2017; Gadlage et al., 

2010; Clementz et al., 2008) y con la replicación viral (Gadlage et al., 2010; Clementz et 

al., 2008).  

Para la expresión de este dominio de 231 residuos (~25 kDa de peso molecular) se 

transformó la construcción 6xHis-NSP4(S40-P270) clonada en el plásmido pETNKI en 

la cepa de E. coli C43 (DE3). Los transformantes fueron sembrados en dos medios de 

cultivo (Hyper y LB) y la inducción se testó a dos temperaturas (37ºC y 20ºC) (Miguel-

Romero et al., 2020; Broedel et al., 2001). Como muestra la Figura 65, en medio Hyper, 

con una inducción a 37ºC durante 3h se obtuvo la mayor inducción del fragmento 6xHis-

NSP4(S40-P270), por lo que estas fueron las condiciones elegidas para la expresión a 

gran escala. 

 

Figura 64. Topología de los truncados 362-mer, 371-mer, 397-mer y de NSP4 completa (500-mer).  Las células 

Hek293T transfectadas con las proteínas truncadas 362-mer, 371-mer (A) 397-mer y 500-mer (B) fueron lisadas y 

tratadas con (+) o sin (-) EndoH. La presencia de las proteínas con etiqueta c-myc se detectó por 

inmunotransferencia. Las proteínas no glicosiladas y no procesadas se indican con círculos blancos y los triángulos 

señalan proteínas de menor tamaño molecular procedentes del procesamiento del primer TM. Adicionalmente, se 

muestra un esquema de la disposición de los segmentos TM de cada truncado en la membrana del RE de acuerdo 

con la interpretación de los resultados obtenidos, el triángulo blanco indica sitio de escisión de la SPC y en C-terminal 

la etiqueta c-myc (amarillo). 

 

 

 

 

 

Figura 65. Expresión a pequeña escala del domino luminal 

de NSP4 (S40-P270). Células de E. coli fueron transformadas 

con la construcción pETNKI+HisTag+NSP4(S40-P270), 

crecidas independientemente en dos medios de cultivo e 

inducidas a dos temperaturas de incubación.  Se muestra el 

análisis de los extractos crudos por SDS-PAGE al 16% de 

acrilamida. La flecha indica la migración esperada del dominio 

luminal NSP4(S40-P270). M (marcador de peso Prestained 

Protein Ladder - Mid-range molecular weight (10 - 180 kDa).  

(1) Cultivo sin inducir, (2) Inducción en LB a 37ºC 3h (3) 

Inducción en LB 20ºC toda la noche, (4) Inducción en medio 

Hyper a 37ºC 3h (5) Inducción en Hyper 20ºC toda la noche.  
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Tras la expresión a gran escala, el dominio luminal de NSP4 se intentó purificar por 

cromatografía de afinidad en columnas HisTrapTM, ya que la quimera contenía una 

etiqueta de 6 histidinas en N-terminal.  

Después del análisis de las muestras por electroforesis, encontramos que el fragmento 

del dominio luminal 6xHis-NSP4(S40-P270) no apareció en ninguna fracción de la 

cromatografía, es decir, ni en la fracción no retenida (Figura 66, carril 3) y ni en las 

fracciones eluidas con 7, 40, 70 ó 100% de solución B1 que contenía imidazol (500mM) 

(Figura 66, carriles 4, 5, 6 y 7 respectivamente). Sin embargo, se detectó en gran 

cantidad en el sedimento obtenido después de la sonicación (Figura 66, carril 2). Estos 

resultados indican que la sobreexpresión el dominio NSP4(S40-P270) genera 

agregados (posiblemente cuerpos de inclusión) que imposibilitaron su purificación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para la solubilización de estos agregados el sedimento se incubó con diferentes 

concentraciones de urea (2, 3, 4 y 6M) (Singh et al., 2015). Después de la incubación 

con urea, se volvió a centrifugar y se tomaron muestras de la fracción soluble y 

sedimento. Al analizar los sobrenadantes de todas las muestras tratadas con urea 

mediante electroforesis en SDS-PAGE, observamos que en todos los casos se 

consiguió solubilizar aproximadamente un 50% de la proteína 6xHis-NSP4(S40-P270) 

(Figura 67, carriles 1, 5, 7 y 9). Por ello, la fracción soluble de las muestras tratadas con 

urea 2M se cargó en una columna HisTrap, pero la mayor parte de la muestra salió en 

la fracción no retenida (Figura 67, carril 3). Ante la imposibilidad de poder solubilizar y 

purificar el fragmento soluble NSP4(S40-P270) se decidió abandonar su caracterización 

estructural. 

 

Figura 66. Cromatografía de afinidad 

HisTrapHP del dominio luminal de NSP4 

(HisTag+NSP4(S40-P270). Análisis de las 

muestras por electroforesis SDS-PAGE al 16% 

de acrilamida. La flecha indica la migración de 

la proteína sobreexpresada en la fracción no 

soluble. M (marcador de peso Prestained 

Protein Ladder - Mid-range molecular weight 

(10 - 180 kDa).  (1) Muestra antes de sonicar, 

(2) Fracción no soluble después de sonicar, (3) 

Fracción no retenida en columna His Trap. 

Elución con 7% (4); 40% (5); 70% (6) y 100% 

(7) de solución B1 con 500mM de imidazol.  
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Expresión y purificación del dominio soluble citosólico de la proteína NSP4 

El dominio C-terminal de la proteína NSP4 del SARS-CoV-2, altamente conservado 

entre todas las especies de coronavirus desempeña un papel crucial en el ensamblaje 

de las DMVs. De hecho, se ha descrito que este dominio citosólico de NSP4 es esencial 

para la formación eficiente del complejo de replicación del coronavirus SARS.CoV (van 

Hemert et al., 2008).  

En base a estudios previos de cristalización del domino C-terminal de NSP4 de SARS-

CoV (Xu et al., 2009) se eligió expresar y purificar el fragmento C-terminal desde el 

residuo T411 hasta el final de la proteína (residuo Q500), de unos ~10 kDa de peso 

molecular. Este dominio 6xHis-NSP4(T411-Q500) fue expresado en la cepa de E. coli 

C43(DE3) utilizando de nuevo dos medios de cultivo (Hyper y LB) y dos temperaturas 

de inducción (37ºC y 20ºC) (Miguel-Romero et al., 2020; Broedel et al., 2001). El 

fragmento se sobreexpresó en mayor cantidad a 37ºC, tanto en medio LB como en 

medio Hyper (Figura 68, carriles 2, 4), por lo que se eligió el LB e inducción durante 3h 

a 37ºC para su expresión a gran escala. 

 

 

 

 

Figura 67. Solubilización de los cuerpos de 

inclusión formados por el dominio S40-P270 

de NSP4. Se muestra el análisis por SDS-PAGE 

al 16% para evaluar el resultado tras el 

tratamiento de los cuerpos de inclusión 

formados por la proteína HisTag+NSP4(S40-

P270) con diferentes concentraciones de urea. 

M (marcador de peso Prestained Protein Ladder 

- Mid-range molecular weight (10 - 180 kDa). El 

recuadro rojo indica la proteina 

HisTag+NSP4(S40-P270). (1) Sobrenadante 2M 

urea, (2) Fracción no soluble tras tratamiento con 

2M urea, (3) Fracción no retenida (2M urea), (4) 

Elución con 40% de solución B1 (2M urea), (5) 

Sobrenadante 3M urea, (6) Fracción no soluble 

tras tratamiento con 3M urea, (7) Sobrenadante 

4M urea, (8) Fracción no soluble tras tratamiento 

con 4M urea, (9) Sobrenadante 6M urea, (10) 

Fracción no soluble tras tratamiento con 6M 

urea. 



136 
 
 

  

 

 

 

 

  

 

 

El extracto proteico obtenido después de la expresión a gran escala del dominio 

citosólico de NSP4 (T411-Q500) se cargó y purificó en una columna HisTrapTM, eluyendo 

con concentraciones crecientes de imidazol (tampón B2). El análisis electroforético de 

las fracciones permitió comprobar que el fragmento proteico 6xHis-NSP4(T411-Q500) 

eluyó principalmente a 40% de solución B2 junto con otras proteínas contaminantes 

(Figura 69, carril 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con el objetivo de eliminar las proteínas contaminantes e incrementar la probabilidad de 

cristalización, se eliminó la cola de Histidinas de la construcción 6xHis-NSP4(T411-

Q500) (Miguel-Romero et al., 2020). Para ello, la fracción eluida al 40% de B2 se dializó 

y se digirió con la proteasa GST-Prescission que corta en la secuencia LEVLFQ/GP 

ubicada entre la cola de histidinas y el fragmento NSP4(T411-Q500). El resultado de la 

digestión se pasó de nuevo por una columna HisTrapHP en las mismas condiciones que 

antes. El fragmento NSP4(T411-Q500) de ~10 kDa eluyó en la fracción no retenida junto 

 

Figura 68. Expresión de la proteína 

HisTag+NSP4(T411-Q500). Células de E. coli fueron 

transformadas con la construcción 

pETNKI+HisTag+NSP4(T411-Q500) y crecidas 

independientemente en dos medios de cultivo (Hyper y 

LB) e inducidas a dos temperaturas diferentes (20ºC y 

37ºC).  Se muestra el análisis de los extractos crudos 

por SDS-PAGE al 16% de acrilamida. La flecha indica la 

migración esperada del dominio luminal NSP4(T411-

Q500). M (marcador de peso Prestained Protein Ladder 

- Mid-range molecular weight (10 - 180 kDa).  (1) Cultivo 

sin inducir, (2) Inducción en LB a 37ºC 3h (3) Inducción 

en LB 20ºC toda la noche, (4) Inducción en Hyper a 37ºC 

3h, (5) Inducción en Hyper 20ºC toda la noche.  

 

Figura 69. Purificación por cromatografía 

de afinidad del dominio T411-Q500 de 

NSP4. Análisis de las muestras por 

electroforesis SDS-PAGE al 16% de 

acrilamida. La flecha indica la proteína 

HisTag+NSP4(T411-Q500). M (marcador de 

peso Prestained Protein Ladder - Mid-range 

molecular weight (10 - 180 kDa).  (1) Muestra 

antes de sonicar, (2) Fracción soluble 

después de sonicar, (3) Fracción no retenida 

en columna His Trap.  Elución con 7% (4); 

40%(5);  70%(6)  100% (7) de solución B2 con 

500 mM de imidazol.  
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la GST-Prescission de 44kDa (Figura 70, carril 2). El resto de las proteínas 

contaminantes eluyeron al 40% de solución B2 (Figura 70, carril 4). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

La separación del dominio citosólico NSP4(T411-Q500) de la GST-Prescission se realizó 

mediante cromatografía de exclusión molecular en una columna de Proteosec 16/60 6-

600 de Neo Biotech (Hong et al., 2012). Debido a su mayor tamaño (44 kDa) la proteasa 

no quedó retenida en la columna y eluyó primero (Figura 71, carriles 5 y 6). A diferencia 

del fragmento proteico NSP4(T411-Q500) (sin HisTag) que por su menor tamaño (~10 

kDa) quedó retenido en la columna y eluyó en un volumen de elución entre 100-130mL 

(Figura 71, carriles 7-11). A continuación, concentramos las fracciones en las que eluyó 

el dominio NSP4(T411-Q500) hasta una concentración final de 2,7 mg/mL. 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 70. Purificación por cromatografía 

en columna HisTrapHP del producto de la 

digestión de HisTag+NSP4(T411-Q500). 

Análisis en SDS-PAGE al 16% de las 

muestras y las fracciones colectadas tras la 

carga de la construcción HisTag+NSP4(T411-

Q500) digerida con la proteasa GST-

Prescission. M (marcador de peso Prestained 

Protein Ladder - Mid-range molecular weight 

(10 - 180 kDa). La flecha verde indica la 

proteasa GST-Prescission y la flecha roja la 

proteína NSP4(T411-Q500) sin la cola de 

histidinas. (1) Muestra no digerida, (2) 

Fracción no retenida en columna HisTrap de 

la muestra digerida.  Elución con 7% (3), 40% 

(4) y 100% (5) de solución B2 con 500 mM de 

imidazol. 
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Figura 71. Purificación por exclusión molecular del fragmento T411-Q500 de NSP4. Análisis por 

SDS-PAGE al 16% de las muestras y las fracciones colectadas en la purificación de la proteína 

recombinante NSP4(T411-Q500). Las fracciones del fragmento NSP4(T411-Q500) se muestra en rojo 

(carriles del 7-12) y la proteasa GST-Prescission usada en la digestión se muestra en verde (carriles 5 

y 6). M (marcador de peso Prestained Protein Ladder - Mid-range molecular weight (10 - 180 kDa).   
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Para intentar conseguir mayor cantidad de la proteína se diseñó un método alternativo 

de purificación del fragmento NSP4(T411-Q500). Después de eluir la muestra con 

200mM de imidazol (Figura 72, carril 1), se procedió a dializarla y digerirla utilizando 

GST-PresCission. Posteriormente, se pasó nuevamente a través de una columna 

HisTrapTM, recolectando la fracción no retenida como se hizo en el método anterior. En 

esta ocasión, la proteasa se separó de NSP4(T411-Q500) al pasar la mezcla por una 

columna GSTrapTM. El fragmento NSP4(T411-Q500) se recuperó en la fracción no 

retenida (Figura 72 carril 2) mientras que la proteasa eluyó con 20mM de GST (Figura 

72 carril 4). La fracción que contenía el fragmento NSP4(T411-Q500) se concentró hasta 

alcanzar una concentración de 3,96 mg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 72. Método alternativo de purificación 

del fragmento T411-Q500 de NSP4. Análisis por 

SDS-PAGE al 16% de las muestras y las 

fracciones obtenidas en la purificación de la 

proteína recombinante NSP4(T411-Q500) digerida 

con GST-PresCission. Tras la digestión se analizó: 

(1) Fracción eluida con 40% solución B2 en 

columna HisTrap, (2) Fracción no retenida de 

GSTrap, (3) Fracción eluida de HisTrap con 40% 

de solución B2, (4) fracción eluida con 20mM de 

GSH tras columna GSTrap.  La flecha roja muestra 

el fragmento NSP4(T411-Q500) y la flecha verde a 

la proteasa GST-PresCission. M (marcador de 

peso Prestained Protein Ladder - Mid-range 

molecular weight (10 - 180 kDa). 

 

 



139 
 
 

 

R.16. Cristalización del dominio citosólico de la proteína NSP4 

Con el objeto de obtener la estructura por difracción de rayos X, las muestras de 

NSP4(T411-Q500) se intentaron cristalizar. Para ello, se realizaron una serie de cribados 

JBScreen Classic HTS I y HTS II (Jena Bioscience) y PGA Screen (Molecular 

Dimensions) en los que se probaron distintas condiciones de cristalización, así como 

diferentes concentraciones de la proteína (2,7 y 3,96 mg/mL).  

La formación de cristales se monitoreó diariamente con una lupa. En la muestra 

concentrada a 2,7 mg/mL no se observó formación de cristales. Sin embargo, en la 

muestra concentrada a 3,6 mg/mL, con el tiempo se observó la formación de cristales 

putativos, aunque desgraciadamente comprobamos que eran cristales de sal 

provenientes de las condiciones de cristalización. 
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D.2. Discusión del capítulo II 

La proteína NSP4 del SARS-CoV-2 es una proteína de membrana que se sintetiza como 

parte de una poliproteína que es procesada por proteasas virales. Su función ha sido 

principalmente asociada a la formación de DMVs (Roingeard et al., 2022) mediante 

interacciones con NSP3 (Sakai et al., 2017) y con otras proteínas del reticulón 3 y 4 del 

RE (RTN3 y RTN4) (Williams et al., 2023). También se la ha relacionado con la 

regulación de la respuesta inmune innata del huésped (Kakavandi et al., 2023; Lu et al., 

2022). En este contexto, la disposición en la membrana puede ayudar a comprender y 

explicar a nivel molecular las interacciones de NSP4 con el resto de componentes virales 

y celulares con los que interactúa.  

Las predicciones in silico del número de segmentos TM y de la topología de NSP4 

mostraron mucha variabilidad, en línea con hallazgos previos (Thomas et al., 2021). Por 

ejemplo, mientras UniProt (P0DTC1) predice seis segmentos TM, otros algoritmos 

sugieren la presencia de 4 a 7 segmentos TM para (Figura 53A). Asimismo, también 

encontramos discrepancias en la predicción topológica:  algunos algoritmos predicen 

una orientación intracelular de ambos extremos de la proteína NSP4, mientras que 

Protter y HMMTOP sugieren una orientación extracelular de los extremos N- o C-

terminal, respectivamente (Figura 53B). Aunque el sistema de inteligencia artificial 

AlphaFold (Jumper et al., 2020) no predice topología ni segmentos TM, la estructura 3D 

de NSP4 predicha por este algoritmo muestra una hélice α en el extremo N-terminal 

(que abarca desde la isoleucina en posición 2 hasta la isoleucina en posición 27) y, por 

otro lado, muestra también una región de hélices α (desde la alanina 277 hasta la leucina 

398) agrupadas entre sí y que corresponderían a segmentos TM.   

Nuestro objetivo inicial fue determinar experimentalmente la topología de la proteína 

NSP4, teniendo en cuenta que estamos estudiándola aislada de contexto de la 

poliproteína. En primer lugar, analizamos si la secuencia de NSP4 aislada del contexto 

de la poliproteína es correctamente dirigida a las membranas del RE. Nuestros 

resultados utilizando el ensayo CLTM demuestran que la primera región hidrofóbica se 

inserta en membrana (Figura 57), lo cual coincide con el análisis in silico de los 

algoritmos TOPCONS, ΔG predictor, TMHMM, HMMTOP y Protter (Figura 53). Es más, 

los experimentos realizados con el truncado 279-mer de la proteína, con dos dianas de 

glicosilación diseñadas en N- y C-terminal, demuestran no sólo que la primera región 

hidrofóbica es, al menos inicialmente, un segmento TM sino también que esta región 

hidrofóbica direcciona la proteína NSP4 hacia la membrana del RE (Figura 62B). Como 

en el caso de otras proteínas de membrana virales (Saurí et al., 2005; Martínez-Gil et 
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al., 2010). Esta capacidad de direccionamiento a membranas de la primera región 

hidrofóbica de NSP4 está en la línea del análisis in silico de los algoritmos de predicción 

MEMSAT y SPOCTOPUS, que predicen esta región como secuencia señal escindible 

(Figura 53B), lo que también se ha sugerido previamente, si bien no demostrado para la 

NSP4 del SARS-CoV (Oostra et al., 2007).  

Es interesante mencionar que la primera región hidrofóbica de la proteína NS4B 

funciona como péptido señal en flavivirus (virus Zika, Dengue serotipo 4, Fiebre amarilla 

y virus del Nilo occidental) (Estoppey et al., 2017), y presenta una secuencia de 

aminoácidos conservados similares a la primera región hidrofóbica de la proteína NSP4 

(ver Anexo 4 C, Figura 79 y Tabla 31). Por otro lado, un análisis proteómico identificó 

sitios de escisión para SPC ubicados después de las hélices TM no iniciales en proteínas 

de membrana humanas (Zanotti et al., 2022). Ambas investigaciones citadas, nos 

permitieron identificar un posible sitio de corte en NSP4 (28TPVH31) y caracterizar su 

procesamiento por SPC. Este sitio de corte de NSP4 de SARS-CoV-2 está conservado 

en la proteína homóloga de SARS-CoV, si bien no está conservado en las proteínas 

homólogas de otros cinco coronavirus humanos (ver Anexo 4 D, Figura 80 y Tabla 32). 

Nuestros resultados demuestran que la proteína NSP4 del SARS-CoV-2 (y 

posiblemente también la del SARS-CoV) es sustrato del complejo SPC, por lo que 

probablemente esta peptidasa participa en la maduración de sus poliproteínas pp1a y 

pp1ab, como se ha comprobado en los casos de otros virus (Estoppey et al., 2017; 

Snapp et al., 2017; Suzuki et al., 2013; Zhang et al., 2016). Esto último, podría también 

asignarle a la proteína NSP4 un nuevo papel patológico en la evasión de la respuesta 

inmune innata descrita anteriormente para el procesamiento de la proteína NS4B de 

flavivirus (Chen et al., 2017), o que tal escisión podría estabilizar la interacción con NSP3 

para la formación de DMVs (Klatte et al., 2022). 

Otra modificación de la proteína NSP4 que investigamos en la presente tesis fue la 

glicosilación de la diana no canónica NIC presente en su secuencia, la cual se conserva 

en las proteínas NSP4 de SARS-CoV y SARS-CoV-2, pero no en el resto de coronavirus 

humanos (Figura 58B). La glicosilación parcial de esta diana no canónica fue reportada 

previamente en la proteína NSP4 de SARS-CoV (Oostra et al., 2007); sin embargo, en 

nuestros ensayos no observamos la glicosilación de esta diana en ninguna de las líneas 

celulares que evaluamos (Figura 61). Por otro lado, se ha observado la glicosilación de 

ciertos motivos no canónicos (NVC y NPC) en otros canales de calcio (Ficelova et al., 

2020). En cambio, en el caso de NSP4 los mutantes de la diana no canónica N131Q y 
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C133S confirman su no glicosilación y la localización luminal de esta región de la 

proteína. 

El estudio de la topología de la proteína NSP4 en membranas de células humanas 

mostró un doble bandeado en todas las proteínas truncadas evaluadas producto de la 

digestión por el complejo SPC. Este doble bandeado también se ha observado en otros 

estudios con NSP4, en los que los autores sugirieron que se debía a glicosilaciones 

(Davies et al., 2024 y 2020; Pahmeier et al., 2023). Los resultados obtenidos en la 

presente tesis demuestran que la banda de menor tamaño molecular se origina por el 

procesamiento parcial de la proteína NSP4 por el complejo SPC del RE (Figura 60). Por 

lo que respecta a la orientación del resto de la proteína, los resultados in silico coinciden 

con nuestros resultados experimentales, mostrando una ubicación lumen/periplásmica 

de los residuos E141, G164 y D279 y la ubicación citosólica de los residuos H313, Y397 

y Q500 (Figura 53). Sin embargo, la principal discrepancia en cuanto a número de 

segmentos TM y topología ocurre en la región comprendida entre los residuos Y335 y 

P371 de NSP4 (Figura 53 y 80). Las predicciones in silico para el residuo Y335 muestran 

discrepancias ubicándolo asociado a membrana (TMHMM, SPOCTOPUS), en la región 

extracelular (HMMTOP, TOPCONS) o en la región intracelular (MEMSAT). Por el 

contrario, los hallazgos in vivo son unánimes y ubican al residuo Y335 en el 

lumen/periplasma; lo cual coincide sólo con las predicciones de HMMTOP y TOPCONS. 

Para el residuo Y346 los resultados in vivo en membranas de células humanas sólo 

muestran concordancia con las predicciones de SPOCTOPUS y TMHMM, situándolo en 

el lumen y en la zona extracelular para cada tipo de ensayo respectivamente. Además, 

tanto los resultados cualitativos como cuantitativos en membranas de bacterias indican 

que este residuo está orientado hacia el periplasma, pero estrechamente asociado a la 

membrana. En el caso del residuo H362, la ausencia de formas glicosiladas en el 

truncado 362-mer (Figura 62) sugiere que dicho residuo está orientado hacia el citosol 

o asociado a membrana, en concordancia con la mayoría de las predicciones (Figura 

50). Finalmente, los ensayos de topología in vivo muestran que el residuo P371 se 

orienta hacia el citosol, lo cual está en línea con las predicciones de los algoritmos 

SPOCTOPUS y TMHMM. Globalmente los resultados experimentales obtenidos en 

membranas procarióticas y eucarióticas coinciden con la predicción del algoritmo 

TMHMM. El procesamiento parcial de NSP4 del SARS-CoV-2 genera dos formas de la 

proteína sin procesar, con 4 segmentos TM y extremos N- y C-terminal orientados hacia 

el citosol (politópica tipo II) y procesada con 3 segmentos TM, un dominio N-terminal 

voluminoso orientado al lumen del RE y su extremo C-terminal orientado hacia el citosol 

(politópica tipo I) (Figura 73). Los resultados obtenidos en el estudio de las 
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modificaciones co-/post-traduccionales de la proteína NSP4 pueden abrir nuevas vías 

tanto para reducir la capacidad infectiva del virus inhibiendo el procesamiento de la 

proteína como en la dilucidación de la red de interacciones de NSP4 con otras proteínas 

virales o del huésped, si bien debemos tener presente que las modificaciones 

observadas con la proteína asilada podrían ser diferentes a las tengan lugar en la 

proteína en el contexto de las poliproteínas pp1a y pp1ab (Pahmeier et al., 2023).  
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Figura 73. Disposición de la proteína NSP4 del SARS-CoV-2 en membrana. Se muestra gráficamente los 

resultados de topología obtenidos en membranas de bacterias y del RE. Los segmentos verdes indican los 
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Una vez definida experimentalmente la topología de NSP4 procedimos a caracterizar 

estructuralmente los dos dominios solubles de mayor tamaño de esta proteína. Uno de 

estos dominios es el bucle periplasmático/luminal (desde el residuo S40 hasta P270) y 

el otro es el dominio citosólico C-terminal de la proteína (desde el residuo T411 hasta 

Q500). El fragmento S40-P270 no se pudo purificar, pues formó cuerpos de inclusión en 

el proceso. En el caso del fragmento soluble T411-Q500 no formó cuerpos de inclusión 

y pudimos purificarlo, si bien no obtuvimos cristales. La imposibilidad de purificar y 

cristalizar los fragmentos S40-P270 y T411-Q500 podría deberse a muchos factores 

(temperatura, pH, concentración de sales) que les impidan formar las interacciones 

adecuadas para la formación de cristales (McPherson et al., 2014), dado que las 

proteínas necesitan encontrar un equilibrio y minimizar la exposición de sus regiones 

hidrofóbicas al agua, para formar contactos estables que conduzcan a la formación de 

cristales (Price et al., 2009). La presencia de regiones flexibles y dinámicas que permitan 

los reordenamientos necesarios para la formación de las DMVs también pueden afectar 

su cristalización, ya que estas regiones pueden interferir con la formación de contactos 

regulares y repetidos entre moléculas de proteínas que son necesarios para la formación 

de cristales (Price et al., 2009).  En este sentido, es interesante destacar que ambos 

dominios de NSP4 participan en la formación de DMVs mediante interacciones con otras 

proteínas (Sakai et al., 2017; van Hemert et al., 2008), cuya presencia puede ser 

necesaria para la cristalización de la proteína. 
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1. La proteína NALCN humana se integra en membranas co-traduccionalmente gracias 

al direccionamiento de la primera región hidrofóbica.  

2. Las interacciones inter-hélice y la hidrofobicidad de cada uno de los seis segmentos 

transmembrana tiene un efecto sobre la estabilidad y la topología correcta del Dominio 

I de NALCN. 

3. Las mutaciones CLIFAHDD reportadas en el segmento S6 del dominio DI no afectan 

su inserción, pero causan modificaciones estructurales que podrían generar 

alteraciones en la funcionalidad de la proteína NALCN. 

4. La proteína NSP4 del SARS-CoV-2 se integra en membrana co-traduccionalmente 

como una proteína politópica.  

5.  Al expresar individualmente la proteína NSP4 en células humanas, su primera región 

hidrofóbica es reconocida como secuencia señal “críptica” y procesada parcialmente por 

el complejo peptidasa SPC en diferentes líneas celulares. 

6. La diana de glicosilación no canónica de la NSP4 del SARS-CoV-2 no es modificada 

en células humanas. 
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ANEXO 1: Oligonucleótidos utilizados en la presente tesis 

               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

Oligo Secuencia (5’ –3’) 

Mutagenesis (ASS--->NSS) F-CAGGGTCAGGTAGCTGCTATTCATGTACTTGTTGTTGCTC 

 R-GAGCAACAACAAGTACATGAATAGCAGCTACCTGACCCTG 

Mutagenesis (QVT--->NVT) F-TGTGACCTTCATGAGTGACATTGCAGCTGTAACTGCTATGC 

 R-GCATAGCAGTTACAGCTGCAATGTCACTCATGAAGGTCACA 

Inserción del sitio SpeI F- GGCTCTGGGTCCACTAGTGGTACCGGCAGCGGCAGC 

 R- GCTGCCGCTGCCGGTACCACTAGTGGACCCAGAGCC 

Inserción del sitio SacI F- CACTAGTGGTACCTCTGAGCTCGGCAGCGGCAGCG 

 R- CGCTGCCGCTGCCGAGCTCAGAGGTACCACTAGTG 

Inserción de etiqueta c-myc F- CGATCCCTCGAGATGGCCTGG 

 R-GCGGGATCCTTACTACAGGTCCTCCTCTGAGATCAGCTTCTGCTCGCTGCTGGTCACGTT 

  

Oligo   Secuencia (5’ –3’) 

S1-DINALCN F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGAAGCCTGCTGAGAAT 

 R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGAAGGTCATAGGGG 

S2-DINALCN F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGACCACTGCAGTACGT 

 R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGGCGATCATCTCGG 

S3-DINALCN F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGACGTTGGTGCGTGTT 

 R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGAACACCTGGAGCA 

S4-DINALCN F-CGGACTAGTGGTGGTCCTGGATGGGGCATGCTGAG 

 R-CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGAATCTGAAGTAGA 

S5-DINALCN F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGAATTTGGAGCGTGTC 

 R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGAACATCTGCACGC 

S6-DINALCN F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGAAGATGGCGGAGCTA 

 R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGATGATCACGGCAA 
Oligonucleótidos de controles 

(Inserción y translocación) F- GAGACTAGTGGTGGTCCTGGA 

 R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCC 

  

Oligo Secuencia (5’ –3’) 

TM10-32 NSP4 F-CGGACTAGTGGTGGTCCTGGACTTATTAAAGTAACCCTG 

 R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCCACGTGGACCGGTGTTAT 

    

Tabla 19. Oligonucleótidos usados para la construcción del sistema CLTM en el vector pSVLd 

Tabla 20. Oligonucleótidos utilizados para clonar los 6 TM del DI de NALCN individualmente en el 

sistema CLTM-3G.   

 

Tabla 21. Oligonucleótidos usados para clonar el segmento TM10-32 de NSP4 en CLTM-2G 

 



164 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oligonucleótidos Secuencia (5’ –3’) 

FORWARD F-CGGTCTAGAGATGAAGATTGTAAACAAT 
REVERSE   

E141 (PKTOP-NSP41-141) R-CGGGAGCTCGGTTCAATCAGCTTGCTTGG 

G164 (PKTOP-NSP41-164) R-CGGGAGCTCGGTCCGCTCGCATCCTTAAA   

D279 (PKTOP-NSP41-279) R-CGGGAGCTCGGATCCAGTGCGCCAATGGG 

H313 (PKTOP-NSP41-313) R-CGGGAGCTCGGGTGGGAATATTCCCCGAA  

Y335 (PKTOP-NSP41-335) R-CGGGAGCTCGGGTAGACAGGAGTCAAACA 

Y346 (PKTOP-NSP41-346) R-CGGGAGCTCGGGTAAATAACTGAGTATAC  

H362 (PKTOP-NSP41-362) R-CGGGAGCTCGGGTAAATAACTGAGTATAC 

P371 (PKTOP-NSP41-371) R-CGGGAGCTCGGTGGCGTAAACATCACCAT 

Y397 (PKTOP-NSP41-397) R-CGGGAGCTCGGGTAGTTACTAAAGAACCA 

Q 500 (PKTOP-NSP41-500) R-CGGGAGCTCGGCTGGAGTACGGCTGAGGT 
 

Oligo Secuencia (5’ –3’) 

FORWARD F-CGGTCTAGAGATGCTGAAGAGAAA 

REVERSE   

F61 (PKTOP-DINALCN1-61) R-CGGGAGCTCGGGAAGGTCATAGGGG 

A88 (PKTOP-DINALCN1-88) R-CGGGAGCTCGGGGCGATCATCTCGG 

F127 (PKTOP-DINALCN1-127)  R-CGGGAGCTCGGGAACACCTGGAGCA 

F160 (PKTOP-DINALCN1-160) R-CGGGAGCTCGGGAATCTGAAGTAGA 

F200 (PKTOP-DINALCN1-200) R-CGGGAGCTCGGGAACATCTGCACGC 

M380 (PKTOP-DINALCN1-380) R-CGGGAGCTCGGCATCTTCTGCAGGCA 
 

Oligo Secuencia (5’ –3’) 

Mutagenesis NIC--->QIC F-GTTTTTAGCGCGGTAGGCCAGATCTGCTATACGCCAAGC 

  R-GCTTGGCGTATAGCAGATCTGGCCTACCGCGCTAAAAAC 

Mutagenesis NIC--->NIS F-CGCGGTAGGCAATATCTCCTATACGCCAAGCA 

  R-TGCTTGGCGTATAGGAGATATTGCCTACCGCG 

 

Tabla 22. Oligonucleótidos utilizados para clonar los polipéptidos truncados del DI 

de NALCN en el vector de bacterias pKTop 

 

Tabla 23. Oligonucleótidos utilizados para clonar los polipéptidos truncados de NSP4 en el vector de 

bacterias pKTop. 

 

Tabla 24. Oligonucleótidos usados para modificar la diana de glicosilación no canónica 

de NSP4 
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Oligo Secuencia (5’ –3’) 

FORWARD   

NSTNt  DINALCN gctcatcgatgcatgccaccatgggcagcggcaacagcaccctgaagagaaagCAGAGC 

QSTNt  DINALCN gctcatcgatgcatgccaccatgggcagcggcCAAagcaccctgaagagaaagCAGAGC 

REVERSE   

T1DINALCN-cmyc-NSTCt ctcgagcatgcccggttatcacatgcccatggtgctgttcaggtcctcctcgctgatcagcttctgctcagggtagtgctcgaaggt  

T1DINALCN-cmyc-QSTCt ctcgagcatgcccggttatcacatgcccatggtgctctgcaggtcctcctcgctgatcagcttctgctcagggtagtgctcgaaggt  

T2DINALCN-cmyc-NSTCt ctcgagcatgcccggttatcacatgcccatggtgctgttcaggtcctcctcgctgatcagcttctgctccttcacgattccccggat 

T2DINALCN-cmyc-QSTCt  ctcgagcatgcccggttatcacatgcccatggtgctctgcaggtcctcctcgctgatcagcttctgctccttcacgattccccggat  

T3DINALCN-cmyc-NSTCt  ctcgagcatgcccggttatcacatgcccatggtgctgttcaggtcctcctcgctgatcagcttctgctccatctggtccacgatgtc 

T3DINALCN-cmyc-QSTCt ctcgagcatgcccggttatcacatgcccatggtgctctgcaggtcctcctcgctgatcagcttctgctccatctggtccacgatgtc 

T4DINALCN-cmyc-NSTCt ctcgagcatgcccggttatcacatgcccatggtgctgttcaggtcctcctcgctgatcagcttctgctcgggcagctcgaatctgaa 

T4DINALCN-cmyc-QSTCt  ctcgagcatgcccggttatcacatgcccatggtgctctgcaggtcctcctcgctgatcagcttctgctcgggcagctcgaatctgaa 

T5DINALCN-cmyc-NSTCt  ctcgagcatgcccggtcacaggtcctcctcgctgatcagcttctgctccatgcccatggtgctgttcagttcagggctgca 

T5DINALCN-cmyc-QSTCt ctcgagcatgcccggtcacaggtcctcctcgctgatcagcttctgctccatgcccatggtgctCTGcagttcagggctgca 

T6DINALCN-cmyc-NSTCt  ctcgagcatgcccggttatcacatgcccatggtgctgttcaggtcctcctcgctgatcagcttctgctccatcatcttctgcaggcaggctgg 

T6DINALCN-cmyc-QSTCt ctcgagcatgcccggttatcacatgcccatggtgctctgcaggtcctcctcgctgatcagcttctgctccatcatcttctgcaggcaggctgg 

 
Oligo Secuencia (5’ –3’) 

FORWARD   

NSP4-Nt GCTCATCGATGCATGCCACCATGGGCAGCGGCAAGATTGTAAACAATTGG 

REVERSE   

NSP4-cmyc-NST-Ct CTCGAGCATGCCCGGTTATCACATGCCCATGGTGCTGTTCAGGTCCTCCTCGCTGATCAGCTTCTGCTCTGTCCGGGCCGAGCTCGG 

NSP4-cmyc-QST-Ct CTCGAGCATGCCCGGTTATCACATGCCCATGGTGCTCTGCAGGTCCTCCTCGCTGATCAGCTTCTGCTCTGTCCGGGCCGAGCTCGG 

  

Tabla 25. Oligonucleótidos usados para clonar los polipéptidos truncados del dominio DI de NALCN y de NSP4 en el vector de eucariotas pCAGGS 
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Oligo Secuencia (5’ –3’) 
Mutagenesis  

TPVH--->AAAA F-TCTTGTTTGTCGCCGCAATCTTTTACTTGATAGCAGCCGCCGCCGTGATGTCTAAACACACAG 

  R-CTGTGTGTTTAGACATCACGGCGGCGGCTGCTATCAAGTAAAAGATTGCGGCGACAAACAAGA 

Mutagenesis  
TPVH--->FFFF F-TCTTGTTTGTCGCCGCAATCTTTTACTTGATATTCTTCTTCTTCGTGATGTCTAAACACACAG 

  R- CTGTGTGTTTAGACATCACGAAGAAGAAGAATATCAAGTAAAAGATTGCGGCGACAAACAAGA 

 

Oligo Secuencia (5’ –3’) 

S6 DINALCN EN LEP F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGACGTTGGCGTTCCTAC 

  R- CGGGGTACCCCCACCAGGTCCAATGATAACAGCAAT 

MUTAGÉNESIS L312I EN S6 F-GATCTTCTTCCTGGCCTGGATCGTCAAGAACGTGTTCATTG 

  R-CAATGAACACGTTCTTGACGATCCAGGCCAGGAAGAAGATC 

MUTAGÉNESIS L312V EN S6 F-TCTTCCTGGCCTGGGTGGTCAAGAACGTG 

  R-CACGTTCTTGACCACCCAGGCCAGGAAGA 

MUTAGÉNESIS V313G EN S6 F-CCTGGCCTGGCTGGGCAAGAACGTGTTCA 

  R-TGAACACGTTCTTGCCCAGCCAGGCCAGG 

MUTAGÉNESIS A319V EN S6 F-CAAGAACGTGTTCATTGTCGTGATCATCGGACCTG 

  R-CAGGTCCGATGATCACGACAATGAACACGTTCTTG 

MUTAGÉNESIS I322T EN S6 F-ACGTGTTCATTGCCGTGATCACCGGACCTGGTG 

  R-CACCAGGTCCGGTGATCACGGCAATGAACACGT 

MUTAGÉNESIS D75R EN S4 F-GTACGTGACCTTCACACTGCGGACCCTGCTGATGTTCCTGT 

  R-GTACGTGACCTTCACACTGCGGACCCTGCTGATGTTCCTGT 

MUTAGÉNESIS N216Q EN WT F-GATACCAAGCCTGGCCAGGTGACCTGGAACAGC 

  R-GCTGTTCCAGGTCACCTGGCCAGGCTTGGTATC 

MUTACIÓN N210 EN WT F- CTACCACTGCGTGGTCCAAGATACCAAGCCTGGCC 

  R- GGCCAGGCTTGGTATCTTGGACCACGCAGTGGTAG 

 

Oligo Secuencia (5’ –3’) 

NSP4 (S40-P270) F-CAGGGACCCGGTATGAGTAGTGAGATAATCGGATAT 

  R-CGAGGAGAAGCCCGGTTAAGGCGTAAACATATTCGTCAA 

NSP4 (T411-Q500) F-CAGGGACCCGGTATGACGTTTGAAGAGGCAGCACTG 

  R-CGAGGAGAAGCCCGGTTACTGGAGTACGGCTGAGGTTAT 

 

 

 

 

  

 

Tabla 26. Oligonucleótidos usados para modificar el sitio de corte de la peptidasa SPC de NSP4 

Tabla 27. Oligonucleótidos usados para clonar el segmento S6 del DI de NALCN en sistema Lep, 

diseñar las mutaciones CLIFAHDD en S6 y reemplazar residuos específicos en S4 del DI de NALCN 

Tabla 28. Oligonucleótidos para clonar las regiones solubles de NSP4 en el vector pETNKI 1.1 
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ANEXO 2: Construcciones realizadas en la Tesis 

A. Construcciones en el sistema CLTM: La cadena ligera (CL) de CLTM (subrayado), 

sitios de restricción XhoI y BamHI (en gris), el sitio de corte del péptido señal de CLTM 

(en fucsia), las dianas de glicosilación (en rojo), el sito de clonación de segmentos TM 

SpeI y SacI (en verde azulado), los tetrapéptidos flanqueantes de segmentos TM (en 

turquesa), los segmentos TM (en amarillo) y la etiqueta c-myc (en verde)  

Sistema CLTM-3G 

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISQA/GQPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDFYPG

VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMNSSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSL

SRADSRGSGSGSGSGS TSGTSELGSGSGSGSGSNVTSSEQKLISEEDL—GSRHDK  

Sistema CLTM-2G 

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISQA/GQPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDFYPG

VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMASSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSL

SRADSRGSGSGSGSGS TSGTSELGSGSGSGSGSNVTSSEQKLISEEDL—GSRHDK  

Segmentos TM de controles clonados en el sistema CLTM-2G 

CLTM-2G+1022 (Control de inserción en membrana) 

METTQPSKQSNNKYMASSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSLSRADSRGSGSGSGSGS

TSGGPGKVLLVTGVLGLLLLIKWKGPGGELGSGSGSGSGSNVTSSEQKLISEEDL—GSRHDK 

 

CLTM-2G+753 (Control de translocación (no inserción) en membrana) 

METTQPSKQSNNKYMASSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSLSRADSRGSGSGSGSGS

TSGGPGYNLYIYAFFASSLVHGFIGPGGELGSGSGSGSGSNVTSSEQKLISEEDL—GSRHDK 

   

CLTM-2G+TM10-32 de NSP4  

METTQPSKQSNNKYMASSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSLSRADSRGSGSGSGSGS

TSGGPGLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVGPGGELGSGSGSGSGSNVTSSEQKLISEEDL—GSR 

Segmentos TM del dominio DI de NALCN clonados en CLTM-3G 

S1 de DI de NALCN clonado en CLTM-3G 

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISQA/GQPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDFYPG

VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMNSSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSL

SRADSRGSGSGSGSGSTSGGPGSLLRICAIISVISVCMNTPMTGPGGELGSGSGSGSGSNVTSS

EQKLISEEDL—GSRHDK  
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S2 de DI de NALCN clonado en CLTM-3G 

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISQA/GQPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDFYPG

VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMNSSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSL

SRADSRGSGSGSGSGSTSGGPGPLQYVTFTLDTLLMFLYTAEMIAGPGGELGSGSGSGSGSNVT

SSEQKLISEEDL—GSRHDK  

S3 de DI de NALCN clonado en CLTM-3G 

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISQA/GQPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDFYPG

VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMNSSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSL

SRADSRGSGSGSGSGSTSGGPGRWCVFDGFMVFCLWVSLVLQVFGPGGELGSGSGSGSGSNVTS

SEQKLISEEDL—GSRHDK  

S4 de DI de NALCN clonado en CLTM-3G 

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISQA/GQPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDFYPG

VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMNSSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSL

SRADSRGSGSGSGSGSTSGGPGWGMLRIPRPLIMIRAFRIYFRFGPGGELGSGSGSGSGSNVTS

SEQKLISEEDL—GSRHDK  

S5 de DI de NALCN clonado en CLTM-3G 

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISQA/GQPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDFYPG

VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMNSSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSL

SRADSRGSGSGSGSGSTSGGPGIWSVSIFLLFFLLLYGILGVQMFGPGGELGSGSGSGSGSNVT

SSEQKLISEEDL—GSRHDK  

S6 de DI de NALCN clonado en CLTM-3G 

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISQA/GQPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDFYPG

VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMNSSYLTLTARAWERHSSYSCNVTHEGHTVEKSL

SRADSRGSGSGSGSGSTSGGPGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGGELGSGSGSGS

GSNVTSSEQKLISEEDL—GSRHDK  

B. Proteínas clonadas en el vector pKTop: Segmento del vector pKTop (en gris), 

dianas naturales de glicosilación (en rojo), proteína PhoA (letras azules) y subunidad α 

de LacZ (en letras rojas), primer y último aminoácido de la proteína (en oliva). 

Polipéptidos truncados del DI de NALCN clonadas en el vector pKTop 

61-mer (1-61) 

MTMITPSLHACRSTLE MLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS 

LLRICAIISVISVCMNTPMTFPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLS

DKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDS

AASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSR

KCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQ

ARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRND

SVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKK

EGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAY
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GPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSE

EARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

88-mer (1-88) 

MTMITPSLHACRSTLE MLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS 

LLRICAIISVISVCMNTPMTFEHYPPLQYVTFTLDTLLMFLYTAEMIAPSSARTPEMPVLENRA

AQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGI

DALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAA

GLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVT

LGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVR

WLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDH

AANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDG

AVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQR

RDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

127-mer (1-127) 

MTMITPSLHACRSTLE MLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS 

LLRICAIISV ISVCMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS 

SYVKDRWCVFDGFMVFCLWVSLVLQVFPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAA

LRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKP

DYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALV

AHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKT

LREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTP

NPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRA

LEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQ

LRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFA

SWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

160-mer (1-160) 

MTMITPSLHACRSTLE MLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS 

LLRICAIISV ISVCMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS 

SYVKDRWCVF DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF 

PSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEIT

AARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVD

IHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGG

KGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQ

QKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEK

GFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAP

DTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMK

AALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

200-mer (1-200) 

MTMITPSLHACRSTLE MLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS 

LLRICAIISV ISVCMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS 

SYVKDRWCVF DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF 

ELPRTRITNILKRSGEQIWSVSIFLLFFLLLYGILGVQMFPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAP

GGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQ

YTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVS

TAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTF

AETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATY
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HGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQI

GETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYG

NSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGV

TQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

Dominio DI completo 380-mer (1-380) 

MTMITPSLHACRSTLE MLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS 

LLRICAIISV ISVCMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS 

SYVKDRWCVF DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF 

ELPRTRITNI LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN 

SLAIPDTHCS PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE 

GWVFLMYRAI DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQQMWGSRS 

STTSTATTQMFHEDAAGGWQLVAVDVNKPQGRAPACLQKMPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAP

GGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQ

YTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVS

TAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTF

AETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATY

HGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQI

GETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYG

NSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGV

TQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

Polipéptidos truncados de NSP4 clonados en el vector pKTop 

141-mer (1-141)  

MTMITPSLHACRSTLEMKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK

AIDGGVTRDIASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTIL

RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQ

TAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKT

GKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPA

ALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQ

GKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVT

CTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAV

QRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHT

GSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHP

PFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

164-mer (1-164)  

MTMITPSLHACRSTLEMKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK

AIDGGVTRDIASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTIL

RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGPSSARTPEMPV

LENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGG

FFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILE

MAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNA

RADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADG

NMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASI

DKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQAL

NTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLA

VVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 
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279-mer (1-279)  

MTMITPSLHACRSTLEMKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK

AIDGGVTRDIASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTIL

RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV

LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG

RWVLNNDYYRNLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAP

GGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQ

YTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVS

TAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTF

AETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATY

HGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQI

GETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYG

NSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGV

TQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

313-mer (1-313)  

MTMITPSLHACRSTLEMKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK

AIDGGVTRDIASTDTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTIL

RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV

LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG

RWVLNNDYYRSLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMR

FRRAFGEYSHPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLI

GDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGV

KTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEK

CPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAA

SLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDK

AIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTAD

HAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLT

DQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQL

RSLNGEWR- 

335–mer (1-335)  

MTMITPSLHACRSTLEMKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK

AIDGGVTRDIASTDTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTIL

RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDAGGKPVPYCYDTNV

LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG

RWVLNNDYYRSLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMR

FRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTG

DQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNK

KTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDAT

PAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGE

WQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPA

VTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDE

AVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQE

HTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAA

HPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 
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346–mer (1-346)  

MTMITPSLHACRSTLEMKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYR

AIDGGVTRDIASTDTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNGKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTIL

RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV

LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG

RWVLNNDYYRSLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMR

FRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYPSSARTPEMPVLENRAAQGDI

TAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPL

TGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATG

NVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGA

KTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPK

ATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPC

GQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVM

SYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWEN

PGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

362–mer (1-362)  

MTMITPSLHACRSTLEMKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK

AIDGGVTRDIASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTIL

RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV

LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG

RWVLNNDYYRNLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMR

FRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHPSSAR

TPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNY

AEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKD

HPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSIT

EQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLL

GLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQ

VEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAP

GLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGL

KTDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

371-mer (1-371) 

MTMITPSLHACRSTLEMKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK

AIDGGVTRDIASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTIL

RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV

LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG

RWVLNNDYYRNLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMR

FRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMV

MFTPPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGD

SEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGA

LGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNAL

EKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVT

EANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLS

KNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQ

IVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLF

YTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGE

WR- 
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397–mer (1-397) 

MTMITPSLHACRSTLEMKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK

AIDGGVTRDIASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTIL

RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV

LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG

RWVLNNDYYRNLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMR

FRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMV

MFTPLVPFWITIAYIICISTKHFYWFFSNYPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQ

TAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKT

GKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPA

ALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQ

GKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVT

CTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAV

QRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHT

GSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHP

PFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR- 

500-mer (1-500) 

MTMITPSLHACRSTLEMKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK

AIDGGVTRDIASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTIL

RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV

LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG

RWVLNNDYYRNLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMR

FRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMV

MFTPLVPFWITIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLR

SDVLLPLTQYNRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSIT

SAVLQPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMG

DSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNG

ALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNA

LEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSV

TEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELL

SKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHAS

QIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDL

FYTMKAALGLKTDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNG

EWR- 

C. Proteínas clonadas en el vector pCAGGS: Metionina añadida (en fucsia), dianas 

naturales de glicosilación (en rojo), dianas no glicosilables (en gris), primer y último 

aminoácido de la proteína truncada clonada (en oliva), etiqueta c-myc (en verde) y las 

mutaciones D75R, N216Q, N210Q-N216Q, NIS, QIC, AAAA y FFFF (en turquesa).  

Polipéptidos truncados del DI de NALCN clonados en el vector pCAGGS 

65-mer (2-65) NN 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYP EQKLISEEDLNSTMGM— 
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65-mer (2-65) NQ 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYP EQKLISEEDLQSTMGM— 

65-mer (2-65) QN 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYP EQKLISEEDLNSTMGM— 

65-mer (2-65) QQ 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYP EQKLISEEDLQSTMGM— 

97-mer (2-97) NN 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVK 

EQKLISEEDLNSTMGM— 

97-mer (2-97) NQ 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVK 

EQKLISEEDLQSTMGM— 

97-mer (2-97) QN 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVK 

EQKLISEEDLNSTMGM— 

97-mer (2-97) QQ 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVK 

EQKLISEEDLQSTMGM— 

136-mer (2-136) NN 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQM EQKLISEEDLNSTMGM--   

136-mer (2-136) NQ 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQM EQKLISEEDLQSTMGM--   

136-mer (2-136) QN 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQM EQKLISEEDLNSTMGM--   
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136-mer (2-136) QQ 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQM EQKLISEEDLQSTMGM--   

163-mer (2-163) NN 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELP 

EQKLISEEDLNSTMGM— 

163-mer (2-163) NQ 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELP 

EQKLISEEDLQSTMGM--  

163-mer (2-163) QN 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELP 

EQKLISEEDLNSTMGM--  

163-mer (2-163) QQ 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELP 

EQKLISEEDLQSTMGM--  

233-mer (2-233) NN 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI 

LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS 

PEL EQKLISEEDLNSTMGM –  

233-mer (2-233) NQ 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI 

LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS 

PEL EQKLISEEDLQSTMGM --  

233-mer (2-233) QN 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI 

LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS 

PEL EQKLISEEDLNSTMGM --  
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233-mer (2-233) QQ 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI 

LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS 

PEL EQKLISEEDLQSTMGM –  

Dominio DI completo 380-mer (2-380) NN 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI 

LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS 

PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE GWVFLMYRAI 

DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQQMWGSRS STTSTATTQM 

FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLQKMEQKLISEEDLNSTMGM--   

DI 380-mer (2-380) NQ 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI 

LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS 

PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE GWVFLMYRAI 

DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQQMWGSRS STTSTATTQM 

FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLQKMEQKLISEEDLQSTMGM--   

DI 380-mer (2-380) QN 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI 

LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS 

PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE GWVFLMYRAI 

DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQQMWGSRS STTSTATTQM 

FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLQKMEQKLISEEDLNSTMGM--   

DI 380-mer (2-380) QQ 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI 

LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS 

PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE GWVFLMYRAI 

DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQQMWGSRS STTSTATTQM 

FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLQKMEQKLISEEDLQSTMGM--   
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Polipéptido truncado 163-mer modificado (D75R) 

163-mer (2-163) NN 

MGSGNSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLRTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELP 

EQKLISEEDLNSTMGM— 

163-mer (2-163) QN 

MGSGLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLRTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELP 

EQKLISEEDLNSTMGM— 

DI 380-mer (2-380) modificada (N216Q) 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI 

LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGQVTWN SLAIPDTHCS 

PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE GWVFLMYRAI 

DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQQMWGSRS STTSTATTQM 

FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLQKMEQKLISEEDLQSTMGM--   

DI 380-mer modificada (N210Q, N216Q) 

MGSGQSTLKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV 

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF 

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI 

LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVQ DTKPGQVTWN SLAIPDTHCS 

PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE GWVFLMYRAI 

DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQQMWGSRS STTSTATTQM 

FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLQKMEQKLISEEDLQSTMGM--   

 

Polipéptidos truncados de NSP4 clonadas en el vector pCAGGS 

279-mer (1-279) NST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVITFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDPSSARTEQKLISEEDLNSTMGM— 

279-mer (1-279) QST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVITFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDPSSARTEQKLISEEDLQSTMGM— 
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313-mer (1-313) NST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHPSS

ARTEQKLISEEDLNSTMGM-- 

313-mer (1-313) QST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHPSS

ARTEQKLISEEDLQSTMGM-- 

335–mer (1-335) NST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDAGGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYPSSARTEQKLISEEDLNSTMGM— 

335–mer (1-335) QST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDAGGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYPSSARTEQKLISEEDLQSTMGM— 

346–mer (1-346) NST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYRAIDGGVTRDIAST

DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNGKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYPSSARTEQKLISEEDLNSTMGM— 

346–mer (1-346) QST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYRAIDGGVTRDIAST

DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNGKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYPSSARTEQKLISEEDLQSTMGM— 



179 
 
 

362–mer (1-362) NST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHPSSARTEQKLISEEDLNS

TMGM— 

362–mer (1-362) QST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHPSSARTEQKLISEEDLQS

TMGM— 

371-mer (1-371) NST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPPSSARTEQK

LISEEDLNSTMGM— 

371-mer (1-371) QST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPPSSARTEQK

LISEEDLQSTMGM— 

397–mer (1-397) NST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWITIA

YIICISTKHFYWFFSNYPSSARTEQKLISEEDLNSTMGM— 
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397–mer (1-397) QST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWITIA

YIICISTKHFYWFFSNYPSSARTEQKLISEEDLQSTMGM— 

500-mer (1-500) NST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWITIA

YIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQYNRY

LALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLQPSSARTEQ

KLISEEDLNSTMGM— 

500-mer (1-500) QST 

MGSGKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST

DTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR

VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD

TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWITIA

YIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQYNRY

LALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLQPSSARTEQ

KLISEEDLQSTMGM— 

500-mer (1-500) NST - NST 

MGSGNSTKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDI

ASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHF

LPRVFSAVGNISYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL

RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYR

NLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSH

VVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWI

TIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQY

NRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLQPSSAR

TEQKLISEEDLNSTMGM— 
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Proteína NSP4 con su diana de glicosilación no canónica modificada (NIC→NIS) 

MGSGNSTKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDI

ASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHF

LPRVFSAVGNISYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL

RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYR

NLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSH

VVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWI

TIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQY

NRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLQPSSAR

TEQKLISEEDLNSTMGM— 

Proteína NSP4 con su diana de glicosilación no canónica modificada (NIC→QIC) 

MGSGNSTKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDI

ASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHF

LPRVFSAVGQICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL

RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYR

NLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSH

VVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWI

TIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQY

NRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLQPSSAR

TEQKLISEEDLNSTMGM— 

Proteína NSP4 con su diana de procesamiento modificada (TPVH→AAAA) 

MGSGNSTKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLIAAAAVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDI

ASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHF

LPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL

RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYR

NLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSH

VVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWI

TIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQY

NRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLQPSSAR

TEQKLISEEDLNSTMGM— 

Proteína NSP4 con su diana de procesamiento modificada (TPVH→FFFF) 

MGSGNSTKIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLIFFFFVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDI

ASTDTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHF

LPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL

RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYR

NLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSH

VVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWI

TIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQY

NRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLQPSSAR

TEQKLISEEDLNSTMGM— 
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D. Fragmentos solubles de la proteína NSP4 clonados en vector pETNKI 1.1: 

Fragmentos solubles de la proteína NSP4 (en turquesa), etiqueta HisTag (en letras rojas) 

y diana de escisión de la proteasa PreScission (en subrayado). 

Fragmento soluble NSP4 (S40-P270) 

 

FCLTLRRRYTMAHHHHHHSAALEVLFQGPGMSSEIIGYKAIDGGVTRDIASTDTCFANKHADFD

TWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTP

SKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQ

FPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLPGVFCGVDAVNLL

TNMFTP-PGFSSSTTTTTTEIRLLTKPERKLSWLLPPLSNN 

 

Fragmento soluble NSP4 (T411-Q500) 

 
FCLTLRRRYTMAHHHHHHSAALEVLFQGPGMTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQYNR

YLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLQ-

PGFSSSTTTTTTEIRLLTKPERKLSWLLPPLSNN 

E. El S6 del dominio DI de NALCN clonado en sistema Lep con dianas N9, N11, 

N13 y N15: Segmentos TM H1 y H2 del sistema Lep (en gris), dianas de glicosilación 

del sistema Lep (en rojo), dianas añadidas en posiciones 9, 11, 13 y 15 de S6 (en fucsia), 

S6 (en amarillo), tetrapéptido flanqueante de S6 (en turquesa) y mutaciones CLIFAHDD 

(en verde). 

Control de inserción en membrana (#1022) clonado en el sistema Lep 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG

PGKVLLVTGVLGLLLLIKWKGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADSRYWGFVPEAN

LVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN  

Control de translocación o no inserción en membrana (#753) clonado en el 

sistema Lep  

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG

PGYNLYIYAFFASSLVHGFIGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADSRYWGFVPEAN

LVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN   

S6 clonado en el sistema Lep 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG
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PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADS

RYWGFVPEANLVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN 

S6 clonado en el sistema Lep con sitio de glicosilación a 9 aminoácidos (N9) de 

su Nt 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRNTSTSGG

PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADS

RYWGFVPEANLVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN 

S6 clonado en el sistema Lep con sitio de glicosilación a 11 aminoácidos (N11) de 

su Nt 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGNTSSETSGG

PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADS

RYWGFVPEANLVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN 

S6 clonado en el sistema Lep con sitio de glicosilación a 13 aminoácidos (N13) de 

su Nt 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENTSRLSETSGG

PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADS

RYWGFVPEANLVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN 

S6 clonado en el sistema Lep con sitio de glicosilación a 15 aminoácidos (N15) de 

su Nt 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETNTSGIRLSETSGG

PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADS

RYWGFVPEANLVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN 

S6 del DI de NALCN con mutaciones CLIFAHDD clonado en sistema Lep 

S6 con mutación L312I 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG
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PGRWRSYFYFITLIFFLAWIVKNVFIAVIIGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADS

RYWGFVPEANLVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN 

S6 con mutación L312V 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG

PGRWRSYFYFITLIFFLAWVVKNVFIAVIIGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADS

RYWGFVPEANLVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN 

S6 con mutación V313G 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG

PGRWRSYFYFITLIFFLAWLGKNVFIAVIIGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADS

RYWGFVPEANLVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN 

S6 con mutación A319V 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG

PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIVVIIGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADS

RYWGFVPEANLVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN 

S6 con mutación I322T 

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA

QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQIPSGSMMPTLNSTDFI

LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT

IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDFVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG

PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVITGPGGGVPGQQNATWIVPPGQYFMMGDNRDNSADS

RYWGFVPEANLVGRATAIWMSFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN 
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ANEXO 3: Metodología para determinar la topología del DI NALCN y NSP4 

                Figura 74. Gráfico resumido del ensayo cualitativo del reportero dual PhoA-LacZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               Figura 75. Gráfico resumido del ensayo cuantitativo del reportero dual PhoA-LacZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensayo de actividad fosfatasa 
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    Figura 76. Gráfico resumido del ensayo de mapeo de glicosilaciones en líneas celulares humanas 
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Ensayo de actividad β galactosidasa 
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ANEXO 4: Comparación de secuencias  

A.  Alineamiento de las secuencias del dominio DI la proteína NALCN humana y 
los dominios DI de los canales de sodio Nav1.2 y calcio Cav1.1 humanos 
 
 
 

 

 

 

 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      10         20         30         40         50              

hNALCN       ---------- ---------- ---MLKRKQS SRVEAQPVTD FGP-------  

hNav1.2      MAQSVLVPPG PDSFRFFTRE SLAAIEQRIA EEKAKRPKQE RKDEDDENGP  

hCav1.1      ---------- ---------- ----MEPSSP QDEGLRKKQP KKP-------  

Clustal Co                             ::   . .    :                 

 

              

hNALCN       ---------- ---------- DESLSDNAD- ---------- ----------  

hNav1.2      KPNSDLEAGK SLPFIYGDIP PEMVSVPLED LDPYYINKKT FIVLNKGKAI  

hCav1.1      ---------- ---------V PEILPRPPR- ---------- ----------  

Clustal Co                          * :.                             

 

 

              

                                                52               65 

hNALCN       ---------- ILWINKPWVH SLLRICAIIS VISVCMNTPM T----FEHYP  

hNav1.2      SRFSATPALY ILTPFNPIRK LAIKILVHSL FNMLIMCTIL TNCVFMTMSN  

hCav1.1      -------ALF CLTLENPLRK ACISIVEWKP FETIILLTIF ANCVALAVYL  

Clustal Co               *   :*  :   : *      .  : : * : :    :      

 

 

              

                               75                      97 

hNALCN       PLQYVTFT-- ------LDTL LMFLYTAEMI AKMHIRGIVK GDSSYVKDRW  

hNav1.2      PPDWTKN--- ------VEYT FTGIYTFESL IKILARGFCL EDFTFLRDPW  

hCav1.1      PMPEDDNNSL NLGLEKLEYF FLIVFSIEAA MKIIAYGFLF HQDAYLRSGW  

Clustal Co   *                ::   :  ::: *    *:   *:    : ::::. *  

 

 

                           121            136             146    

hNALCN       CVFDGFMVFC LWVSLVLQVF EIADIVDQMS PWG----MLR IPRPLIMIRA  

hNav1.2      NWLDFTVITF AYVTEFVDLG ---------- -------NVS ALRTFRVLRA  

hCav1.1      NVLDFTIVFL GVFTVILEQV NVIQSHTAPM SSKGAGLDVK ALRAFRVLRP  

Clustal Co     :*  ::     .: .::                      :    *.: ::*.  

 

 

             155     163                 

hNALCN       FRIYFRFELP RTRITNILKR SGEQIWSVSI FLLFFLLLYG ILGVQMFG-T  

hNav1.2      LKTISVIPGL KTIVGALIQ- SVKKLSDVMI LTVFCLSVFA LIGLQLFMGN  

hCav1.1      LRLVSGVPSL QVVLNSIFK- AMLPLFHIAL LVLFMVIIYA IIGLELFKGK  

Clustal Co   ::    .    :. :  :::  :   :  : : : :* : ::. ::*:::*  .  

 

S1 

S2 

S3 S4 

S5 

Proteína 
Código 
UniProt 

Nº de residuos 
Dominio I 

(%) 
Identidad Nº TM 

hNALCN Q8IZF0 1-380 100 6 

hNav1.2 Q99250 1-451 20.92 6 

hCav1.1 Q13698 1-380 20.61 6 

 

Tabla 29. Datos de las proteínas humanas NALCN, Nav1.2 y Cav1.1. Los datos 

de la tabla se obtuvieron de UniProtKB y el (%) de identidad de las secuencias se 

calculó con Blastp del NCBI. 
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                   210    216 

              

hNALCN       FTYHCVVNDT KPGNVTWNSL AIPDT----- ---------- ----------  

hNav1.2      LRNKCLQWPP DNSSFEINIT SFFNNSLDGN GTTFNRTVSI FNWDEYIEDK  

hCav1.1      MHKTCYFIG- ------TDIV ATVEN----- ---------- ----------  

Clustal Co   :   *             :   :  :.                             

 

 

                              233 

hNALCN       ---------- --HCSPELEE GYQCP-PGFK CMDLEDLGLS RQELGYSGFN  

hNav1.2      SHFYFLEGQN DALLCGNSSD AGQCP-EGYI CVK----AGR NPNYGYTSFD  

hCav1.1      ---------E EPSPCARTGS GRRCTINGSE CRG----GWP GPNHGITHFD  

Clustal Co                  . .  . . :*.  *   *      .     : * : *:  

 

 

 

 

              

hNALCN       EIGTSIFTVY EAASQEGWVF LMYRAIDSFP RWRSYFYFIT LIFFLAWLVK  

hNav1.2      TFSWAFLSLF RLMTQDFWEN LYQLTLRAAG KTY-MIFFVL VIFLGSFYLI  

hCav1.1      NFGFSMLTVY QCITMEGWTD VLYWVNDAIG NEWPWIYFVT LILLGSFFIL  

Clustal Co    :. :::::: .  : : *   :   .  :   .    ::*:  :*:: :: :   

 

 

              

hNALCN       NVFIAVIIET FAEIRVQFQQ MWGSRSSTTS TATTQMFHED AAGGWQLVAV  

hNav1.2      NLILAVVAMA YEEQNQ---- ----ATLEEA EQKEAEFQQM L---------  

hCav1.1      NLVLGVLSGE FTKEREKAKS RGTFQKLREK QQLDEDLRGY MSWITQGEVM  

Clustal Co   *:.:.*:    : : .           .           ::               

 

 

              

                            380 

hNALCN       DVNKPQGRAP ACLQKM 

hNav1.2      ---------- ------ 

hCav1.1      DVED------ ------ 

Clustal Co   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S6 

Figura 77. Alineamiento de las proteínas NALCN, Nav1.2 y Cav1.1. Arriba se indica los segmentos 

TM del DI de NALCN (cilindros verdes), la región citoplásmica (línea roja), la región extracelular (línea 

azul) y las dianas glicosilables del DI de NALCN en 210 y 216 (esferas negras). Abajo, se muestra el 

alineamiento mediante ClustalW de las proteínas NALCN, Nav1.2 y Cav1.1. En las secuencias 

alineadas observamos las regiones TM predichas (amarillo), los residuos de NALCN P65, M136 y 

L233 en azul (por su ubicación periplásmica/luminal) y K97, P163 y M380 en rojo (por su ubicación 

citosólica). Las dianas glicosilables del DI de NALCN N210 y N216 (en negrita). Los principales 

residuos del DI de NALCN implicados en la interacción de los segmentos S1-S4 (S52, D75, R146 y 

S121) en turquesa, la región de NALCN involucrada en el cambio conformacional de α a π hélice 

(FLAWLVK). (*) coincidencia en gris, (:) conservación fuerte, (.) conservación débil.  
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B. Alineamiento de los segmentos S6I-IV de NALCN con S6 de la proteína TRPV6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteína TM Posición  Secuencia del TM ΔGapp 

  S1 37-57 WVHSLLRICAIISVISVCMNT 1.488 

  S2 66-90 PLQYVTFTLDTLLMFLYTAEMIAKM 2.382 

hNALCN S3 106-127 RWCVFDGFMVFCLWVSLVLQVF -0.289 

  S4 138-158 PWGMLRIPRPLIMIRAFRIYF 2.329 

  S5 174-199 SGEQIWSVSIFLLFFLLLYGILGVQM -1,093 

  S6 295-322 RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVII -2,234 

  S1 130-148 LFNMLIMCTILTNCVFMTM 0.845 

  S2 156-176 KNVEYTFTGIYTFESLIKILA 5.135 

hNav1.2 S3 191-208 WNWLDFTVITFAYVTEFV 2.900 

  S4 215-231 ALRTFRVLRALKTISVI 4.74 

  S5 251-270 VMILTVFCLSVFALIGLQLF -1,539 

  S6 402-422 MIFFVLVIFLGSFYLINLILA -1,938 

  S1 52-70 PFETIILLTIFANCVALAV 0.933 

  S2 86-106 LEKLEYFFLIVFSIEAAMKII 1.951 

hCav1.1 S3 116-136 AYLRSGWNVLDFTIVFLGVFT 2.598 

  S4 161-179 VKALRAFRVLRPLRLVSGV 5.024 

  S5 197-218 FHIALLVLFMVIIYAIIGLELF -2.711 

  S6 310-330 PWIYFVTLILLGSFFILNLVL -2.204 

 

Tabla 30. Segmentos TM de las proteínas NALCN, Nav1.2 y Cav1.1. El número, la posición y la 

secuencia de los segmentos TM de la tabla se obtuvieron de UniProtKB. Los valores ΔGapp de cada 

segmento TM fueron calculados utilizando ΔG predictor. 

Figura 78. Alineación de segmentos S6 de NALCN y TRPV6. Los residuos conservados están 

coloreados de azul. Los siete residuos en cada S6 que forman la hélice π están sombreados en amarillo. 

Dentro de la hélice π, los enlaces de hidrógeno formados por el grupo carbonilo de los residuos (i) y el 

grupo amino de los residuos (i+5) se indican con líneas rojas. La línea verde indica el enlace de 

hidrógeno formado por el grupo carbonilo de los residuos (i) delineados en un cuadro negro con los 

residuos (i+4). La línea gris indica interacciones inter-hélice entre los residuos delineados en el cuadro 

negro con residuos de otro S6 adyacente. Los residuos estabilizadores de la hélice π del S6 del DI de 

NALCN son F308, L309 y W311. 

 

 

              

                                     

hNALCN_S6    RWRSYFYFIT LIFFLAWLVK NVFIAVIIET FAEIR  329(S6I) 

hNALCN_S6    APVVAIYFIL YHLFATLILL SLFVAVILDN LELDE  606(S6II)  

hNALCN_S6    -PIHGIYIHV FVFLGCMIGL TLFVGVVIAN FNENK 1163(S6III) 

hNALCN_S6    YAGALMYFCS FYVIIAYIML NLLVAIIVEN FSLFY 1454(S6IV) 

hTRPV6_S6    -FMYSITYAA FAIIATLLML NLLIAMMGDT H----  582 

       

 

308 
309 

313 

314 

311 315 
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C. Alineamiento de la secuencia Nt de NSP4 de SARS-CoV-2 y 2k-NS4B de 

flavivirus 

 

 

 

 

 

 

              
 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      10         20         30         40         50              

nsp4-SARS2   KIVNNWLKQL IKVTLVFLFV AAIFYLITPV HVMSKHTDFS SEIIGYKAID  

ns4B-ZIKV    SPQD---NQM AIIIMVAVGL LGLI-TANEL GWLERTKNDI AHLMGRREEG  

ns4B-DENV4   TPQD---NQL IYVILTILTI IGLI-AANEM GLIEKTKTD- ---FGFYQVK  

ns4B-YFV     SIQD---NQV AYLIIGILTL VSAV-AANEL GMLEKTKED- --LFGKKNLI  

ns4B-WNV     SQTD---NQL AVFLICVLTL VGAV-AANEM GWLDKTKNDI GSLLGHRPEA  

Clustal Co   .  :   :*:   . :  : :  . .   . :   :.: .       :*       

 

 

 

 

 

 

 

D. Alineamiento de las secuencias de la proteína NSP4 de 5 coronavirus humanos 

 

 

 

 

 

 

 

2K NS4B 

S1 

Virus 
Código 
UniProt 

Ubicación de la 
proteína nsp4 Nº de residuos 

(%) 
Identidad 

SARS-CoV-2 P0DTD1 2764-3263 500 100 

SARS-CoV P0C6U8 2741-3240 500 80 

MERS-CoV K9N638 2741-3247 507 39.96 

HCoV-OC43 P0C6U7 2751-3246 496 42.83 

HCoV-HKU1 P0C6X4 2789-3284 496 43.7 

 

Figura 79. Alineamiento de la región N-terminal de las proteínas NSP4 y 2K-NS4B. El esquema 

de arriba nos indica el segmento TM S1 (cilindro verde) de ambas proteínas, la región citoplásmica de 

la proteína (línea roja) y la región orientada hacia el lumen (línea azul). Abajo, se muestra el 

alineamiento utilizando ClustalW de las proteínas nsp4 y NS4B. La región TM predicha manualmente 

usando ΔG predictor (amarillo) y el sitio de procesamiento (residuos en rojo). (*) coincidencia, (:) 

conservación fuerte de residuos, (.) conservación débil. 2K, es la región escindida que funciona como 

péptido señal de la proteína NS4B del virus Zika (ZIKV), Dengue serotipo 4 (DENV4), Fiebre amarilla 

(YFV) y virus del Nilo occidental (WNV). 

Virus 
Código 
UniProt 

Posición de la 
proteína (aa) 

Posición del 
primer TM ΔGapp 

nsp4 SARS-CoV-2 P0DTD1 2764-3263 2772-2790 -1.409 

2K-ns4B ZIKV Q32ZE1 2243-2516 2248-2265 -0.414  

2K-ns4B DENV-4 P09866 2220-2487 2225-2242  -0.745 

2K-ns4B YFV P03314 2234-2506 2239-2256  0.508 

2K-ns4B WNV P06935 2247-2525 2252-2269  -0.233 

 

Tabla 31. Información de las proteínas NSP4 y 2K-NS4B. Los datos de la tabla se obtuvieron de 

UniProtKB con los respectivos códigos de entrada, la posición de la proteína NSP4 y 2k-ns4B se indica con 

respecto a su primer ORF; y los valores ΔGapp de cada primer TM fueron calculados utilizando ΔG 

Predictor. 

Tabla 32. Datos de la proteína NSP4 de 5 coronavirus. Los datos de la tabla se obtuvieron de 

UniProtKB, la ubicación de la proteína nsp4 está indicada según su posición aminoacídica con 

respecto al ORF1a. El (%) de identidad de las secuencias de la proteína nsp4 de cada coronavirus 

fue calculado con Blastp del NCBI. 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

 

                      10         20         30         40         50              

SARS-CoV-2   KIVNNWLKQL IKVTLVFLFV AAIFYLITPV HVMSKHTDFS SEIIGYKAID  

SARS-CoV     KIVSTCFKLM LKATLLCVLA ALVCYIVMPV HTLSIHDGYT NEIIGYKAIQ  

MERS-CoV     ALRDFTLKGY VLATIIVFLC AVLMYLCLPT FSMVPVEFYE DRILDFKVLD  

HCoV-OC43    VFSYFVYVCF VLS----LVC FIGLWCLMPT YTVHKSDFQL PVYASYKVLD  

HCoV-HKU1    VLSNLLYILF FIS----LIC FILLWALLPT YSVYKSDIHL PAYASFKVID  

Clustal Co    :         .      ..      :   *. . :            .:*.::  

  
 

                                            

SARS-CoV-2   GGVTRDIAST DTCFANKHAD FDTWFSQRGG --SYTNDKAC PLIAAVITRE  

SARS-CoV     DGVTRDIIST DDCFANKHAG FDAWFSQRGG --SYKNDKSC PVVAAIITRE  

MERS-CoV     NGIIRDVNPD DKCFANKHRS FTQWYHEHVG -GVYDNSITC PLTVAVIAGV  

HCoV-OC43    NGVIRDVSVE DVCFANKFEQ FDQWYESTFG LSYYSNSMAC PIVVAVIDQD  

HCoV-HKU1    NGVVRDISVN DLCFANKFFQ FDQWYESTFG SVYYHNSMDC PIVVAVMDED  

Clustal Co   .*: **:    * *****.   *  *: .  *    * *.  * *: .*::     

 

 

                                                          141 

SARS-CoV-2   VGFVVPGLPG TILRTTNGDF LHFLPRVFSA VGNICYTPSK LIEYTDFATS  

SARS-CoV     IGFIVPGLPG TVLRAINGDF LHFLPRVFSA VGNICYTPSK LIEYSDFATS  

MERS-CoV     AGARIPDVPT TLAWVNN-QI IFFVSRVFAN TGSVCYTPID EIPYKSFSDS  

HCoV-OC43    FGSTVFNVPT KVLRYGY-HV LHFITHALSA DGVQCYTPHS QISYSNFYAS  

HCoV-HKU1    IGSTMFNVPT KVLRYGF-HV LHFLTYAFAS DSVQCYTPHI QISYNDFYAS  

Clustal Co    *  : .:*  .:      .. :.*:. .::   .  ****    * *..*  *  

 

 

                            164               

SARS-CoV-2   ACVLAAECTI FKDASGKPVP YCYDTNVLEG SVAYESLRPD TRYVLMDG-S  

SARS-CoV     ACVLAAECTI FKDAMGKPVP YCYDTNLLEG SISYSELRPD TRYVLMDG-S  

MERS-CoV     GCILPSECTM FRDAEGRMTP YCHDPTVLPG AFAYSQMRPH VRYDLYDGNM  

HCoV-OC43    GCVLSSACTM FTMADGSPQP YCYTDGLMQN ASLYSSLVPH VRYNLANAKG  

HCoV-HKU1    GCVLSSLCTM FKRGDGTPHP YCYTDGVMKN ASLYTSLVPH TRYSLANSNG  

Clustal Co   .*:*.: **: *  . *   * **:   :: . :  * .: *. .** * :.    

 

 

                                            

SARS-CoV-2   IIQFPNTYLE GSVRVVTTFD SEYCRHGTCE RSEAGVCVST SGRWVLNNDY  

SARS-CoV     IIQFPNTYLE GSVRVVTTFD AEYCRHGTCE RSEVGICLST SGRWVLNNEH  

MERS-CoV     FIKFPEVVFE STLRITRTLS TQYCRFGSCE YAQEGVCITT NGSWAIFNDH  

HCoV-OC43    FIRFPEVLRE GLVRVVRTRS MSYCRVGLCE EADEGICFNF NGSWVLNNDY  

HCoV-HKU1    FIRFPDVISE GIVRIVRTRS MTYCRVGACE YAEEGICFNF NSSWVLNNDY  

Clustal Co   :*:**:.  * . :*:. * .   *** * **  :: *:*..  .. *.: *::  

 

 

                                              279 

SARS-CoV-2   YRSLPGVFCG VDAVNLLTNM FTPLIQPIGA LDISASIVAG GIVAIVVTCL  

SARS-CoV     YRALSGVFCG VDAMNLIANI FTPLVQPVGA LDVSASVVAG GIIAILVTCA  

MERS-CoV     HLNRPGVYCG SDFIDIVRRL AVSLFQPITY FQLTTSLVLG IGLCAFLTLL  

HCoV-OC43    YRSLPGTFCG RDVFDLIYQL FKGLAQPVDF LALTASSIAG AILAVIVVLV  

HCoV-HKU1    YRSMPGTFCG RDFFDLFYQF FSSLIRPIDF FSLTASSIFG AILAIVVVLV  

Clustal Co   :   .*.:**  * .::. .:    * :*:   : :::* : *   :. .:.    
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                            313                     335         346                      

SARS-CoV-2   AYYFMRFRRA FGEYSHVVAF NTLLFLMSFT VLCLTPVYSF LPGVYSVIYL  

SARS-CoV     AYYFMKFRRV FGEYNHVVAA NALLFLMSFT ILCLVPAYSF LPGVYSVFYL  

MERS-CoV     FYYINKVKRA FADYTQCAVI AVVAAVLNSL CICFVASIPL CIVPYTALYY  

HCoV-OC43    FYYLIKLKRA FGDYTSVVFV NVIVWCVNFM MLFVFQVYPT LSCVYAICYF  

HCoV-HKU1    FYYLIKLKRA FGDYTSVVVI NVIVWCINFL MLFVFQVYPI CACVYACFYF  

Clustal Co    **: :.:*. *.:*.  .    .:   :.    : .    .      *:  *   

 

 

                           362       371                        397     

SARS-CoV-2   YLTFYLTNDV SFLAHIQWMV MFTPLVPFWI TIAYIICIST KHFYWFFSNY  

SARS-CoV     YLTFYFTNDV SFLAHLQWFA MFSPIVPFWI TAIYVFCISL KHCHWFFNNY  

MERS-CoV     YATFYFTNEP AFIMHVSWYI MFGPIVPIWM TCVYTVAMCF RHFFWVLAYF  

HCoV-OC43    YATLYFPSEI SVIMHLQWLV MYGTIMPLWF CLLYIAVVVS NHAFWVFSYC  

HCoV-HKU1    YVTLYFPSEI SVIMHLQWIV MYGAIMPFWF CVTYVAMVIA NHVLWLFSYC  

Clustal Co   * *:*:..:  :.: *:.*   *: .::*:*:    *   :   .*  *.:     

 

 

                                            

SARS-CoV-2   LKR--RVVFN GVSFSTFEEA ALCTFLLNKE MYLKLRSDVL LPLTQYNRYL  

SARS-CoV     LRK--RVMFN GVTFSTFEEA ALCTFLLNKE MYLKLRSETL LPLTQYNRYL  

MERS-CoV     SKKHVEVFTD GKLNCSFQDA ASNIFVINKD TYAALRNS-- LTNDAYSRFL  

HCoV-OC43    RKLGTSVRSD G----TFEEM ALTTFMITKD SYCKLKNS-- LSDVAFNRYL  

HCoV-HKU1    RKIGVNVCSD S----TFEET SLTTFMITKD SYCRLKNS-- VSDVAYNRYL  

Clustal Co    :    *  : .    :*::  :   *::.*:  *  *:..   :.   :.*:*  

 

 

                                           

SARS-CoV-2   ALYNKYKYFS GAMDTTSYRE AACCHLAKAL NDFS-NSGSD VLYQPPQTSI  

SARS-CoV     ALYNKYKYFS GALDTTSYRE AACCHLAKAL NDFS-NSGAD VLYQPPQTSI  

MERS-CoV     GLFNKYKYFS GAMETAAYRE AAACHLAKAL QTYS-ETGSD LLYQPPNCSI  

HCoV-OC43    SLYNKYRYYS GKMDTAAYRE AACSQLAKAM DTFTNNNGSD VLYQPPTASV  

HCoV-HKU1    SLYNKYRYYS GKMDTAAYRE AACSQLAKAM ETFNHNNGND VLYQPPTASV  

Clustal Co   .*:***:*:* * ::*::*** **..:****: : :. :.* * :*****  *:  

 

 

                 500                

SARS-CoV-2   TSAVLQ 

SARS-CoV     TSAVLQ 

MERS-CoV     TSGVLQ 

HCoV-OC43    STSFLQ 

HCoV-HKU1    STSFLQ 

Clustal Co   ::..** 
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S4 

S4 

Ct 

Figura 80. Alineamiento de las proteínas nsp4 de cinco coronavirus. El esquema de arriba nos 

muestra los segmentos TM (cilindros verdes), la región citoplásmica de la proteína NSP4 (línea roja) 

y la región luminal (línea azul). Abajo, se muestra el alineamiento mediante ClustalW de las proteínas 

NSP4 de 5 coronavirus (SARS-CoV-2, SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-OC43 y HCoV-HKU1). En las 

secuencias observamos las regiones TM predichas (amarillo), el segmento TM313-335 (fucsia) el sitio 

de procesamiento de NSP4 del SARS-CoV-2 (residuos en negrita-cursiva) y sus residuos V32, E141, 

G164, D279, Y335 en azul (por su ubicación periplásmica/luminal), H313, P371, Y397 y Q500 en rojo 

(por su ubicación citosólica) y diana no canónica NIC (en turquesa). El residuo Y362 tiene ubicación 

TM. (*) coincidencia en gris, (:) conservación fuerte de residuos, (.) conservación débil.  
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Virus  TMs 
Posición del 

TM Secuencia del TM ΔGapp 

nsp4 SARS-CoV-2 TM1 2776-2796 VTLVFLFV AAIFYLITPV HVM -0,308 

  TM2 3045-3065 ASIVAGGIVAIVVTCLAYYFM -0,768 

  TM3 3100-3120 FLPGVYSVIYLYLTFYLTNDV 2,21 

  TM4 3128-3148 WMVMFTPLVPFWITIAYIICI 0,526 

nsp4 SARS-CoV TM1 2755-2775 LLCVLA ALVCYIVMPV HTLSI 0,313 

  TM2 3022-3046 ASVVAGGIIAILVTCAAYYFMKFR -0,309 

  TM3 3077-3097 FLPGVYSVFYLYLTFYFTNDV 2,464 

  TM4 3105-3125 WFAMFSPIVPFWITAIYVFCI 0,976 

nsp4 MERS-CoV TM1 2757-2777 VLATIIVFLC AVLMYLCLPT F -2,252 

  TM2 3028-3048 TTSLVLGIGLCAFLTLLFYYI -2,458 

  TM3 3062-3082 AVIAVVAAVLNSLCICFVASI 0,678 

  TM4 3104-3124 PAFIMHVSWYIMFGPIVPIWM 2,583 

  TM5 3125-3145 TCVYTVAMCFRHFFWVLAYFS 1,677 

nsp4 HCoV-OC43 TM1 2752-2772 VFSYFVYVCFVLSLVCFIGLW -2,111 

  TM2 2824-2844 TFGLSYYSNSMACPIVVAVI 4,22 

  TM3 3009-3029 VFDLIYQLFKGLAQPVDFLAL 5,747 

  TM4 3031-3051 ASSIAGAILAVIVVLVFYYLI -2,046 

  TM5 3063-3083 VVFVNVIVWCVNFMMLFVFQV 0,967 

  TM6 3090-3110 VYAICYFYATLYFPSEISVIM 3,1 

  TM7 3115-3135 LVMYGTIMPLWFCLLYIAVVV -0,557 

nsp4 HCoV-HKU1 TM1 2794-2814 LLYILFFISLICFILLWALLP -5,237 

  TM2 3069-3089 ASSIFGAILAIVVVLVFYYLI -2,344 

  TM3 3101-3121 VVVINVIVWCINFLMLFVFQV 0,5 

  TM4 3128-3148 VYACFYFYVTLYFPSEISVIM 2,799 

  TM5 3153-3173 IVMYGAIMPFWFCVTYVAMVI 0,751 

 

Tabla 33. Segmentos TM de NSP4 de cinco coronavirus. El número, la posición y la secuencia 

de los segmentos TM de la tabla se obtuvieron de UniProtKB. Los valores ΔGapp de cada 

segmento TM fueron calculados utilizando ΔG predictor. 


