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“En Biología, nos enfrentamos a un único grupo de 

átomos, del que existe una sola copia, y produce acontecimientos 

ordenadamente, armonizados entre sí de modo maravilloso y con 

el ambiente siguiendo las leyes más sutiles. (…) En los grados de 

organización superiores, las copias se multiplican, es cierto. Pero 

¿hasta qué punto? Tengo entendido que hasta algo así como 1014 

en un mamífero adulto. ¡Qué es esto! Sólo una millonésima parte 

del número de moléculas en una pulgada cúbica de aire. Aunque 

son voluminosas, esas copias no formarían, por coalescencia, más 

que una minúscula gota de líquido. Y obsérvese la forma en que 

están distribuidas en la realidad. Cada célula alberga sólo una de 

ellas (o dos, si pensamos en un organismo diploide). Puesto que 

conocemos el que esta minúscula oficina central posee en una 

célula aislado, ¿no se parecen a estaciones de gobierno local 

dispersas por todo el cuerpo, que se comunican entre sí con suma 

facilidad gracias a una clave común para todas ellas?” 

(Erwin Schrödinger, “¿Qué es la vida?”, Dublín, 1944) 
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CAPíTULO 1. Introducción 

1.1. Reconocimiento molecular y diseño molecular en la era post-genómica 

El correcto funcionamiento celular requiere el establecimiento de 

interacciones transitorias entre moléculas biológicas, así como una correcta 

regulación espacial y temporal. En conjunto, las interacciones de las proteínas en 

el interior celular constituyen enormes redes que son la base del metabolismo y del 

funcionamiento de los seres vivos. Algunos ejemplos de las interacciones 

transitorias fundamentales mediadas por proteínas son la unión de sustratos e 

inhibidores a enzimas, la identificación de antígenos por sus correspondientes 

anticuerpos, la interacción entre hormonas y sus receptores celulares, el 

establecimiento de redes de transducción de señales, etc. 

Una alteración de cualquiera de estos procesos de reconocimiento 

molecular puede afectar al desarrollo del ciclo de vida celular y ser el origen de 

determinadas enfermedades humanas, como son el cáncer, el SIDA, la leucemia, 

la distrofia muscular, etc. Por este motivo, una profunda y detallada comprensión 

de estos procesos permitiría predecir y modular la respuesta fisiológica, o incluso 

patológica, de la célula a un estímulo específico. Además, facilitaría el desarrollo 

de estrategias racionales de diseño molecular que conduzcan a la obtención de 

nuevas moléculas de interés biomédico o biotecnológico. 

En la última década hemos sido testigos de una gran revolución en los 

campos de la genómica y de la proteómica que ha hecho aún más patente la 

necesidad de profundizar en el estudio del reconocimiento molecular. La 

secuenciación del genoma humano, junto con el de varios organismos modelo y de 

agentes patógenos, ha generado un nuevo y excitante panorama científico que 

requiere la revisión y actualización de las metodologías tradicionales de diseño 

molecular. Muchas de las proteínas identificadas en estos genomas constituyen 

dianas potenciales para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos cuyas 

interacciones hay que caracterizar y validar. Para cada nueva diana es necesario 

identificar o diseñar nuevos compuestos que modulen su actividad de la forma 

deseada y, para ello, se requiere una racionalización del proceso de unión. Es 
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importante profundizar en la interrelación existente entre la estructura, la 

estabilidad de una proteína y sus características funcionales e incorporar al 

proceso de diseño no sólo aspectos estructurales, sino también consideraciones 

termodinámicas y dinámicas (estabilidad y cooperatividad), genéticas y 

funcionales, las cuales son frecuentemente ignoradas en las estrategias de diseño 

tradicionales (Velazquez Campoy & Freire 2005; Lafont et al. 2007; Freire 2008).  

1.2. Interacciones de secuencias ricas en prolina con módulos de 

reconocimiento molecular. 

Normalmente, las interacciones transitorias entre proteínas están mediadas 

por pequeños dominios modulares altamente conservados. Estos dominios están 

presentes en distintas proteínas en número variable y en distintas combinaciones 

reconociendo secuencias específicas en sus dianas naturales (Pawson 1995; 

Pawson & Scott 1997; Pawson et al. 2002). Los dominios modulares proporcionan 

un mecanismo muy eficiente para el control de la actividad celular, contribuyendo a 

la localización celular de enzimas y sustratos dentro de cascadas de señalización 

específicas, así como reconociendo modificaciones post-transduccionales e 

incluso propiciando la intercomunicación entre distintas rutas de señalización. En 

general, los dominios modulares de reconocimiento de proteínas presentan entre 

30 y 150 aminoácidos y se encuentran plegados en estructuras compactas y 

estables, caracterizadas por uno o más sitios de unión.  

Cada familia de dominios estructuralmente diferente reconoce en sus 

proteínas diana ciertas secuencias específicas de 3 a 6 aminoácidos. Por ejemplo, 

los dominios SH3 (en inglés, “Src-homology region 3”) reconocen secuencias ricas 

en prolina, los dominios SH2 (“Src-homology region 2”) y los dominios PTB 

(“Phospho-tyrosine binding domain”) se unen a secuencias peptídicas con restos 

de tirosina fosforilados y los dominios PDZ (acrónimo de le nombre en inglés de la 

proteína en que fueron descubiertos, “Post Synaptic Density protein 95”) 

interaccionan con secuencias correspondientes a extremos carboxilo terminales 

(Kuriyan & Cowburn 1997; Yan et al. 2002; Jelen et al. 2003; Ball et al. 2005). En 

ocasiones, estas secuencias diana están flaqueadas por restos que interaccionan 

con elementos variables en el sitio de unión. Dichas interacciones confieren 
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especificidad de unión dentro de cada familia de dominios; es decir, son 

responsables de la selección de las proteínas naturales funcionalmente 

complementarias.  

Las interacciones mediadas por dominios modulares presentan dos 

características especialmente interesantes. Por un lado, reconocen epítopos 

continuos, lo que simplifica la identificación a nivel de proteoma de sus dianas 

fisiológicamente relevantes (Brannetti & Helmer-Citterich 2003; Reiss & 

Schwikowski 2004; Neduva et al. 2005). Por otra parte, presentan sitios de unión 

cóncavos con superficies de interacción pequeñas (de unos 1000 Å2), más 

similares a las observadas en las interacciones de enzimas con pequeños 

sustratos que a las de interacciones proteína-proteína. Estas propiedades hacen 

de estos módulos de reconocimiento atractivas dianas para el desarrollo de nuevos 

agentes terapéuticos. Una profunda y detallada comprensión de las reglas que 

gobiernan la especificidad de unión de los distintos dominios de reconocimiento 

posibilita el diseño de pequeños compuestos que bloqueen con alta especificidad 

estas interacciones (Kardinal et al. 2000; Lee et al. 2002; Porter et al. 2007; 

Sudarman et al. 2008; Wang et al. 2008).  

Dentro del conjunto de dominios modulares existen cinco familias de 

reconocimiento de secuencias ricas en prolina: dominios SH3, dominios WW (que 

toman su nombre de dos restos triptófano altamente conservados), dominios EVH1 

(“Enabled Vasodilator-stimulated-protein Homology”), dominios GYF (denominados 

así debido a la presencia de la triada de restos glicina-tirosina-fenilalanina que los 

caracteriza) y dominios UEV (“Ubiquitin E2 Variant”) (Zarrinpar & Lim 2000; Macias 

et al. 2002; Ball et al. 2005; Li & Lazaridis 2005). Estas familias de dominios de 

reconocimiento de secuencias ricas en prolina interaccionan con epítopos o 

secuencias consenso muy similares. Varias familias, como los dominios SH3 y 

WW, comparten un mecanismo de reconocimiento común basado en la inserción 

de las prolinas principales del ligando en bolsillos hidrofóbicos de los dominios. 

Incluso, se ha llegado sugerir que puedan interaccionar con los mismos epítopos o 

secuencias consenso (Bedford et al. 1997). 

A día de hoy, se sabe que las interacciones de estos dominios con las 

secuencias ricas en prolina presentan afinidades moderadas o bajas, cuyas 
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constantes de disociación varían entre 1 y 500 µM. Además, se postula que las 

divergencias entre los dominios de una misma familia son suficientes para 

establecer redes de interacciones de alta especificidad (Zarrinpar et al. 2003a). Sin 

embargo, con frecuencia se ha detectado un elevado grado de promiscuidad para 

alguno de estos dominios puesto que reconocen un número considerable de 

dianas con afinidades comparables. A la vista de esta aparente paradoja se ha 

propuesto la existencia de dos tipos de especificidad: una especificidad intrínseca 

encriptada en cada pareja dominio-ligando y una especificidad contextual en la que 

factores como la localización subcelular o el efecto cooperativo de interacciones 

múltiples desempeñan un papel importante (Ladbury & Arold 2000; Mayer 2001). 

Dentro de los dominios de reconocimiento de secuencias ricas en prolina, 

los dominios SH3 han sido ampliamente estudiados mientras que se sabe 

relativamente poco de las demás familias. Los dominios SH3 son, con diferencia, 

los más abundantes en vertebrados, con un número estimado de 409 dominios en  

el proteoma humano (Zarrinpar & Lim 2000; Mayer 2001; Macias et al. 2002). 

Estos dominios forman parte de proteínas muy diversas (Stein 1998; McPherson 

1999) y frecuentemente actúan como sitios de anclaje para el reconocimiento de 

sustratos conduciendo a la modificación enzimática y la regulación de las proteínas 

que los contienen (Barila & Superti-Furga 1998; Arold et al. 2001; Brasher et al. 

2001; Brabek et al. 2002). En ocasiones, se han asociado a patologías tales como 

procesos cancerígenos (c-Src y c-Yes), el SIDA (Lyn, Hck, Lck), la leucemia (Abl), 

la osteoporosis (Src), o procesos inflamatorios, alérgicos y asmáticos (Dalgarno et 

al. 1997; Skorski et al. 1998).  

Actualmente se dispone de una gran cantidad de información estructural 

sobre los dominios SH3, ya que existen más de 100 estructuras resueltas, tanto 

por RMN como por difracción de rayos X. Los dominios SH3 presentan un 

plegamiento característico que consiste en una estructura constituida por 5 hebras 

β antiparalelas conectadas por 3 lazos de longitud variable (RT, n-Src y distal) y 

una hélice 310, como se observa en el Panel A de la Figura 1.3. Por otro lado, 

además, se ha caracterizado exhaustivamente su equilibrio conformacional desde 

un punto de vista termodinámico (Viguera et al. 1994; Martinez et al. 1999; Sadqi 

et al. 2002; Martin-Sierra et al. 2003) y cinético (Martinez et al. 1998; Martinez & 
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Serrano 1999; Korzhnev et al. 2004; Candel et al. 2009). Los dominios SH3 

reconocen ligandos que contienen la secuencia xPxxP (donde la x suele ser un 

resto hidrofóbico, y la P, un resto prolina) y adoptan una conformación de hélice 

poliprolina tipo II (PPII). Las superficies de unión de los dominios SH3 están 

formadas por varios aminoácidos aromáticos muy conservados (Panel A, Figura 

1.1) dispuestos tridimensionalmente  en tres bolsillos: dos bolsillos hidrofóbicos y 

un bolsillo de especificidad (Panel B, Figura 1.1). Los dos bolsillos hidrofóbicos 

acomodan dipéptidos del ligando tipo xP. En cambio, el bolsillo de especificidad 

está acotado por los lazos RT y n-Src, los cuales son flexibles y variables en 

secuencia (Zarrinpar et al. 2003b; Ball et al. 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las interacciones de los dominios SH3 se basan fundamentalmente en la 

intercalación de los restos prolina del ligando entre aminoácidos hidrofóbicos del 

sitio de unión del dominio, con muy pocas interacciones polares, por lo que cabe 

esperar un patrón termodinámico dirigido por el efecto hidrofóbico (con una 

entropía de unión favorable). Sin embargo, los estudios termodinámicos sobre las 
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Figura 1.1. Reconocimiento de ligandos ricos en prolina por dominios SH3. A) Representación de la 
estructura tridimensional del dominio SH3 de c-Yes determinada por rayos X (código PDB: 2HDA). Las 
cinco hebras beta se representan como β1, β2, β3, β4 y β5 en amarillo y la hélice 310 que conecta las 
hebras β4 y β5 aparece en rojo. El lazo n-Src que conecta las hebras β2 y β3, el lazo RT que conecta las 
hebras β1 y β2 y el lazo distal que conecta las hebras β3 y β4 se indican en color verde. Los restos 
aromáticos más conservados que son importantes para la unión de los ligandos se indican en 
representación de varillas. B) Representación esquemática del sitio de unión del domino SH3, modelado 
con un ligando tipo PXXP en orientación tipo I. El sitio de unión contiene dos bolsillos hidrofóbicos xP 
formados por restos aromáticos conservados (amarillo) y un bolsillo de especificidad adyacente que es 
más variable (verde). Las letras P en el ligando indican las posiciones en su secuencia consenso, 
P0X1X2P3. 



Capítulo 1 

 

 

 

 

 

36 

interacciones mediadas por los dominios SH3 con secuencias ricas en prolina 

presentan un patrón termodinámico dominado por una entalpía de unión favorable 

a la que se opone una contribución entrópica desfavorable (Renzoni et al. 1996; 

Arold et al. 1998; Wang et al. 2001b; Ferreon & Hilser 2004; Palencia et al. 2004). 

Este comportamiento termodinámico no se puede racionalizar fácilmente 

considerando exclusivamente las interacciones hidrofóbicas. Algunos trabajos 

proponen que este comportamiento termodinámico está asociado a efectos 

dinámicos que implican una redistribución conformacional en los lazos de los 

dominios SH3 (Wang et al. 2001a) o en el ligando (Ferreon & Hilser 2004); 

mientras que otros trabajos realizados en nuestro laboratorio sugieren la presencia 

de moléculas de agua enterradas, mediando una compleja red de puentes de 

hidrógeno, en la interfase de unión entre el ligando y el dominio SH3 (Palencia et 

al. 2004; Palencia et al. 2010). 

1.3. Los dominios WW 

Los dominios WW son dominios modulares presentes en numerosas 

proteínas (más de 125 en el genoma humano) tanto en el citoplasma como en el 

núcleo celular  (Hu et al. 2004). La unión de los dominios WW a sus dianas 

naturales está relacionada con funciones muy variadas. Entre otras funciones, se 

hallan involucrados en la transcripción de ADN, en el procesamiento de ARN, en el 

reconocimiento de ubiquitina, en el tráfico de proteínas y de receptores de 

señalización y en el control del citoesqueleto (Kay et al. 2000; Sudol & Hunter 

2000; Sudol et al. 2001; Macias et al. 2002). Por tanto, como ocurre con los 

dominios SH3, algunas alteraciones de las funciones de los dominios WW se han 

relacionado con varias enfermedades humanas como el síndrome de hipertensión 

de Lyddle, la distrofia muscular, procesos cancerígenos y las enfermedades de 

Alzheimer y de Huntington (Pereboev et al. 2001; Sze et al. 2004; Rotin & Schild 

2008; Bellomaria et al. 2010). Además, algunos dominios WW están implicados en 

el desarrollo de infecciones víricas, como el Ébola o la leucemia humana (Bouamr 

et al. 2003; Timmins et al. 2003). Por todo ello, estos dominios también han 

despertado gran interés como potenciales dianas para el desarrollo de nuevos 

agentes terapéuticos. 
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1.3.1. Estructura y clasificación de dominios WW 

Al igual que los dominios SH3, los dominios WW están caracterizados por 

una estructura común y relativamente compacta. En este caso, la estructura es 

una sola lámina β formada por tres hebras antiparalelas retorcidas, unidas por dos 

lazos cuya extensión es variable. Estos dominios contienen aproximadamente 40 

aminoácidos y son considerados los dominios modulares de proteínas naturales 

más pequeños que existen con un plegamiento simple en lámina β. Sin embargo, 

la información estructural disponible para los dominios WW es mucho más limitada 

que para los dominios SH3. Actualmente, existen unas 25 estructuras 

determinadas por RMN de complejos y de dominios WW libres y muy pocas 

estructuras cristalográficas. 

Todos los dominios WW contienen dos cavidades en el sitio de unión: un 

bolsillo xP y un bolsillo de especificidad. En el Panel A de la Figura 1.2 se muestra, 

a modo de ejemplo, un complejo formado por un dominio WW y su 

correspondiente diana natural. En el Panel B de la misma figura se representa un 

esquema del sitio de unión de dicho complejo y se puede observar claramente que 

el bolsillo xP tiene algunas similitudes con el de los dominios SH3 (visto 

anteriormente en la Figura 1.1B). La principal similitud es la presencia de restos 

aromáticos conservados y muy parecidos en la segunda y tercera hebras del 

dominio WW (como son la tirosina Y28 y el triptófano W39, en la Figura 1.2A) 

conformando el bolsillo de interacción hidrofóbico donde se intercalan dipéptidos 

del tipo xP del ligando (en el ejemplo de la Figura 1.2A, las prolinas P4´ y P5´). El 

bolsillo de especificidad se localiza en el lazo que conecta la segunda y tercera 

hebras, y varía de un dominio WW a otro dependiendo del tipo de ligandos que 

reconozca (Sudol et al. 1995; Zarrinpar & Lim 2000; Zarrinpar et al. 2003a). 

En la Figura 1.3 se muestra un alineamiento de las secuencias de 

diferentes dominios WW donde se pueden reconocer algunas de las 

características más importantes a nivel de estructura primaria. La numeración 

utilizada en el alineamiento de esta figura constituye la base de las futuras 

referencias para las secuencias de dominios WW en este trabajo. El nombre de 

estos dominios, “WW”, deriva de dos restos triptófano muy conservados (W17 y 

W39) que aparecen espaciados entre 20 y 23 restos en sus secuencias. Estos dos 
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triptófanos junto a la prolina P42, configuran la principal seña de identidad de los 

dominios WW y se encuentran muy conservados en todos ellos. El W17, la P42 y 

el resto aromático en la posición 29 (en la figura en azul), están involucrados en la 

formación de un broche o hebilla de tipo hidrofóbico responsable de mantener la 

integridad del plegamiento de los dominios (Macias et al. 1996; Koepf et al. 1999a). 

Las siguientes posiciones más conservadas en los dominios WW, 28 y 39, están 

ocupadas por los restos aromáticos que conforman el bolsillo xP (en la figura, en 

granate). De hecho, el resto ubicado en la posición 39 suele ser el segundo 

triptófano que les da nombre a estos dominios, aunque en algunos casos puede 

ser otro residuo aromático como una fenilalanina o una tirosina (Sudol et al. 1995; 

Zarrinpar & Lim 2000; Zarrinpar et al. 2003a).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los dominios WW se agrupan en cuatro subfamilias o clases atendiendo a 

criterios relacionados con su secuencia (Figura 1.3) y con la especificidad de unión 

por los ligandos ricos en prolina que reconocen (Macias et al. 2000; Schleinkofer et 

al. 2004). Los dominios WW de clase I presentan un claro patrón de secuencia 

PWWP que hace referencia a los restos P14, W17, W39 y P42, y además 

reconocen la secuencia consenso PPxY. En la clase II, los dominios pierden la P14  
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Figura 1.2. Reconocimiento de ligandos ricos en prolina por dominios WW. A) Representación 
esquemática de cintas de las estructura determinadas por RMN del dominio hYap-WW1 (L30K) formando 
complejo con el péptido GPPPPYTVG (PDB: 1JMQ). El dominio WW esta representado en color verde y 
las cadenas laterales de los restos que forman bolsillos en el sitio de unión Y28, L30, H32, Q35, T37 y 
W39 se han representado como varillas en verde. El péptido se ha representado como varillas de color 
gris. B) Representación esquemática del sitio de unión típico de un dominio WW con un ligando PPxY con 
la estructura de hélice PPII que caracteriza a estos ligandos. En ambos paneles, la región 
correspondiente al bolsillo xP se ha resaltado como círculos amarillos y la región correspondiente al 
bolsillo de especificidad como un círculo de color rojo. 
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respecto del patrón de la clase I (patrón de secuencia WWP), interaccionan con 

secuencias consenso PPLP muy parecidas a las características de dominios SH3 y 

en este caso, el bolsillo de especificidad también es un bolsillo hidrofóbico de tipo 

xP (denominado bolsillo xP2). La clase III se caracteriza por el patrón PWWP más 

una inserción en su secuencia al final de la primera hebra β1 mientras que la 

secuencia consenso que reconocen contiene una prolina precedida por fosfoserina 

o fosfotreonina, del tipo p(S/T)P. Por último, la clase IV es la subfamilia más 

heterogénea donde, independientemente de los ligandos que puedan reconocer, 

se agrupan los dominios que tienen las secuencias más diferentes incluyendo 

aquellos que no conservan el W39 que forma el bolsillo xP. Aparte de los criterios 

de clasificación que acabamos de exponer, hay otros, relacionados 

fundamentalmente con la especificidad de unión, que hacen que actualmente la 

Figura 1.3. Clasificación de los dominios WW en los diferentes grupos de especificidad según el 
tipo principal de las secuencias ricas en prolinas que reconocen. Alineamiento de secuencias de una 
selección de dominios WW en la que se pueden observar, resaltados con un fondo azul celeste, los 
residuos conservados en cada tipo de dominio. Las posiciones implicadas en la formación del broche 
hidrofóbico de estabilidad se muestran en azul, las posiciones implicadas en la formación del bolsillo xP 
en granate y las posiciones implicadas en la formación del bolsillo de especificidad xY de los dominios 
WW de tipo 1 se muestran en gris. Los colores de los residuos son los que utiliza por defecto ClustalX e 
indican propiedades similares (aromático, positivo, apolar, etc.). 
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clasificación de los dominios WW siga siendo motivo de controversia. Algunos 

autores proponen que el motivo de unión de la clase II debe ser definido como 

PPxPP (Macias et al. 2002), otros han sugerido un quinto posible grupo para 

algunos dominios que reconocen secuencias flanqueadas o interrumpidas por los 

aminoácidos arginina o lisina, del tipo R/LPPP(R) (Bedford et al. 1998; Bedford et 

al. 2000), o incluso para aquellos que puedan unir a tirosinas fosforiladas en la 

secuencia consenso (Otte et al. 2003). 

Los dominios de la clase I son los dominios WW más abundantes, y a este 

grupo pertenecen todos los dominios empleados en los estudios de interacción 

presentados en este trabajo. El bolsillo de especificidad para los dominios WW de 

la clase I se ha denominado bolsillo xY por ser donde se acomoda la tirosina del 

motivo PPxY. Esta cavidad esta formada por restos situados al final de la segunda 

hebra y en la mitad de la tercera hebra. Estos son un aminoácido alifático en 

posición 30 (leucina, valina o isoleucina), un resto histidina en posición 32, un 

residuo hidrofílico en la posición 35 (glutámico, lisina o arginina) y por una treonina  

en posición 37. Análisis mutacionales de los residuos semiconservados en las 

posiciones 30 y 35 demuestran que la sustitución de éstos no afecta 

significativamente a la interacción (Toepert et al. 2001). En cambio, los 

aminoácidos estrictamente conservados H32 y T37, resultan fundamentales para 

la unión de dianas PPxY (Kasanov et al. 2001; Toepert et al. 2001). En la 

estructura del complejo mostrada en la Figura 1.2A se ilustra cómo la H32 

interacciona con la tirosina del ligando, mientras que el hidroxilo de la cadena 

lateral de T37 establece un puente de hidrógeno con una de las prolinas del motivo 

de unión (Pires et al. 2001; Ball et al. 2005).  

1.3.2. Plegamiento y estabilidad de dominios WW 

Teniendo en cuenta el pequeño tamaño de los dominios WW (40 

aminoácidos) y que constituyen una de las estructuras con secundaria en lámina 

β más extendidas y más sencillas de la naturaleza, los dominios WW son 

candidatos idóneos para abordar el análisis experimental y computacional de las 

distintas fuerzas que gobiernan el plegamiento y la estabilidad de este tipo de 

estructura secundaria (Ibragimova & Wade 1999; Koepf et al. 1999a; Koepf et al. 



Introducción 

 

 

 

 

 

41 

1999b; Crane et al. 2000; Jager et al. 2001; Nguyen et al. 2003; Deechongkit et al. 

2004; Petrovich et al. 2006; Liu et al. 2009). Además, hay que sumar otras 

características que facilitan este tipo de estudios, como son su elevada solubilidad 

en disoluciones acuosas, la definición de un estado nativo monomérico, la 

ausencia de cofactores, grupos prostéticos, puentes disulfuro, prolinas en 

conformación cis o la elevada tolerancia a mutaciones sin que se desestabilice su 

estructura.  

Actualmente, los estudios de plegamiento de dominios WW son escasos y, 

en general, se limitan a experimentos puntuales realizados mediante técnicas 

espectroscópicas, que proporcionan una información muy limitada. La primera 

caracterización termodinámica del equilibrio conformacional de un dominio WW fue 

realizada con el primer dominio WW de la proteína humana hYap. El estudio se 

llevó a cabo mediante el análisis de las desnaturalizaciones térmica y química y 

mostró el carácter monomérico y la elevada reversibilidad del estado nativo en la 

mayoría de las condiciones experimentales estudiadas (Koepf et al. 1999a; Koepf 

et al. 1999b). Los autores sugirieron posibles roles tanto estructurales como 

funcionales de los dos triptófanos altamente conservados que dan nombre a estos 

dominios. Tanto en este trabajo como en estudios posteriores sobre los dominios 

WW de las proteínas hPin1 (Karanicolas & Brooks 2004; Sharpe et al. 2007; Jager 

et al. 2008) y Fbp28 (Karanicolas & Brooks 2003; Petrovich et al. 2006; Sharpe et 

al. 2007), el equilibrio conformacional de los dominios WW se ha descrito de 

acuerdo al modelo de equilibrio de dos estados. No obstante, como ya hemos 

indicado, se trata de experimentos puntuales seguidos por técnicas 

espectroscópicas, en general poco informativas en cuanto a la cooperatividad del 

equilibrio de plegamiento.  

A diferencia de los estudios termodinámicos, las caracterizaciones cinéticas 

del plegamiento llevadas a cabo con distintos dominios WW son más numerosas y 

completas, aunque describen diferentes comportamientos para los dominios WW 

(Crane et al. 2000; Ferguson et al. 2001a; Ferguson et al. 2001b; Jager et al. 2001; 

Petrovich et al. 2006; Sharpe et al. 2007). En general, estos estudios indican que el 

plegamiento es un proceso rápido que corresponde a una transición entre dos 

estados a través de un estado de transición compacto con la presencia de un 
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núcleo de plegamiento localizado en el lazo que conecta las hebras β1 y β2 (Jager 

et al. 2001; Petrovich et al. 2006). Otros trabajos sugieren que el núcleo de 

plegamiento es difuso y dependiente de la temperatura, y proponen que el estado 

de transición se estabiliza por interacciones hidrofóbicas asociadas a la formación 

de las zonas centrales de las hebras β (Ibragimova & Wade 1999; Karanicolas & 

Brooks 2004; Sharpe et al. 2007; Jager et al. 2008). Por ejemplo, la cinética de 

plegamiento del dominio WW de la proteína Fbp28, indica un complejo  

comportamiento que varía de un mecanismo de dos estados a un mecanismo de 

tres estados dependiendo de la temperatura (Karanicolas & Brooks 2003; Nguyen 

et al. 2003).   

En vista del enorme interés que ha suscitado el plegamiento de pequeños 

dominios modulares y debido a la escasa información disponible sobre la 

termodinámica del plegamiento de dominios WW, uno de los objetivos que se 

plantean en esta Tesis es abordar por primera vez la caracterización 

termodinámica detallada y completa del equilibrio conformacional de algunos 

dominios WW utilizando diversas técnicas y metodologías de análisis. 

1.4. Los dominios WW como objeto del diseño racional de inhibidores 

Con el objetivo de profundizar en la comprensión de los procesos de 

reconocimiento de secuencias ricas en prolinas por los dominios WW, a 

continuación se proponen dos situaciones en las que el estudio de estas 

interacciones es especialmente interesante, como son: el desarrollo de 

enfermedades de origen vírico y la regulación de la expresión de genes mediada 

por la proteína humana asociada a Yes (hYap). 

1.4.1. Dominios L víricos como dianas para el diseño de antivirales de amplio 

espectro 

La etapa final en el ciclo de vida de los virus encapsulados consiste en un 

proceso de fusión de la membrana de la célula huésped que tiene como resultado 

la liberación del virus (Figura 1.4). En la última década se han identificado 

pequeñas secuencias ricas en prolina que desempeñan un papel crítico en el 
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proceso de liberación del virus. Estas secuencias se denominan dominios L (“Late 

assembly domains”) y se hallan en diversas proteínas víricas como las 

poliproteínas Gag de los retrovirus o las proteínas de matriz de rhabdovirus y 

filovirus. Se ha demostrado que la eliminación de estos dominios o la alteración de 

sus secuencias bloquea la liberación del virus, impidiendo la propagación de las 

partículas infecciosas (Gottlinger et al. 1991; Yasuda & Hunter 1998; Yuan et al. 

2000; Freed 2002; Yasuda et al. 2003). En la Figura 1.5 se muestran algunos 

ejemplos de los tres tipos de dominios L identificados como tres motivos muy 

 

A)

B) C)

Interacciones mediadas por 
dominios L víricosA)

Ensamblaje
Viral

Gemación

Figura 1.4. Ejemplo de las etapas del ciclo de vida de los virus. A) Representación simplificada del 
ciclo de vida del retrovirus VIH donde se representan las etapas más importantes, como la unión del virus 
a la membrana celular, la inyección de su ARN en la célula, la transcripción reversa del ARN en ADN, la 
integración de éste en el núcleo celular, su transcripción y translación, y, finalmente el ensamblaje en la 
pared celular y gemación necesarios para escapar de la célula infectada. Con letras rojas se han resaltado 
los procesos en los que participan los dominios L víricos. B) Proceso de formación de vesículas 
conteniendo las partículas virales y transporte de éstas hasta la pared de la membrana celular de la célula 
infectada. C) Proceso de formación de invaginaciones en la pared de la membrana celular y escape de las 
partículas virales de la célula. Imágenes tomadas de Freed 2002; Demirov & Freed 2004. 
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conservados: PPxY, P(T/S)AP e YPDL. La amplia distribución de estas secuencias 

entre distintos tipos de virus, junto con el hecho de que estos motivos en ocasiones 

son intercambiables, ha llevado a plantear una estrategia común de los virus para 

su liberación de la célula huésped (Parent et al. 1995; Puffer et al. 1998; Chen et 

al. 2001; Martin-Serrano et al. 2001). Es importante mencionar que los tres motivos 

característicos de dominios L se han relacionado con las secuencias consenso 

propias de módulos de reconocimiento proteína-proteína: dominios SH3 (PxxP) 

(Mayer & Eck 1995; Dalgarno et al. 1997), dominios WW (PxxP ó PPxY) (Sudol 

1996b; Sudol 1996a) y proteínas adaptadoras AP1 y AP2 (YxxL) (Ohno et al. 1995; 

Puffer et al. 1998). 

Actualmente, hay muchas evidencias experimentales que indican que los 

dominios L no actúan directamente en la morfogénesis del virión, sino que su 

principal función es reclutar la maquinaria celular necesaria para el ensamblaje del 

virus y para su liberación. De hecho, está bien establecido que este proceso tiene 

lugar mediante la interacción directa de los dominios L víricos con proteínas 

celulares implicadas en los mecanismos de creación y gestión de vesículas (Figura 

1.4). Los dominios de tipo PTAP, presentes en virus como VIH-1 o Ébola (Figura 

1.5), interaccionan con el dominio UEV de la proteína Tsg101 (“Tumor 

Figura 1.5. Dominios L víricos. Alineamiento múltiple de secuencias procedentes de distintas familias de 
virus que contienen una o varias secuencias denominas dominios L. Las secuencias corresponden a los 
siguientes virus: leucemia humana tipo I (HTLV1), leucemia humana tipo II (HTLV2), leucemia bovina 
(BLV), leucemia de chimpancé (GALV), sarcoma murino de molones (MLV), sarcoma de Rous (RSV), 
Manson-Pfeifer de mono (MPMV), inmunodeficiencia humana tipo I (HIV1), estomatitis vesicular (VSIV), 
rabia (RABV), ébola del Zaire (ZEBOV), marburgovirus del Lago Victoria (MARV), herpes humano ó 
Epstein Barr (HHV4) o Lassavirus (LASV). El alineamiento se ha realizado centrando las distintas 
secuencias en el motivo PPxY que además se ha recuadrado. En cuadros rojos se han señalado algunos 
residuos parcialmente conservados. Los demás motivos típicos de dominios L, con secuencias PT/SAP o 
YxxL, aparecen subrayados. 
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Susceptibility Gene 101”) (VerPlank et al. 2001; Bouamr et al. 2003); mientras que 

los dominios de tipo PPxY, presentes en los virus del Ébola, de Mason-Pfizer, del 

sarcoma Rous y otros onco-retrovirus como el virus de la leucemia humana en 

linfocitos T de tipo I (HTLV1), interaccionan con la ligasa de ubiquitina Nedd4 

(“Neural precursor cell Expressed Developmentally Down-regulated”), y más 

concretamente con su tercer dominio WW (Harty et al. 2000; Harty et al. 2001; 

Freed 2002; Yasuda et al. 2003; Demirov & Freed 2004; Sakurai et al. 2004). 

La ligasa de ubiquitina Nedd4 pertenece a la familia de ligasas tipo E3-

HECT (“Homologous E6-AP C-terminus”), que se caracterizan por ser proteínas 

modulares compuestas por un dominio C2 en el extremo amino-terminal, entre uno 

y cuatro dominios WW en la región central y un dominio HECT en el extremo 

carboxilo-terminal (Harvey & Kumar 1999; Ingham et al. 2004). El dominio C2 es 

un dominio de unión a lípidos que media la localización de proteínas en 

membrana. Este dominio sugiere que la ligasa Nedd4 se encarga de marcar 

proteínas de membrana con ubiquitina, aunque se ha observado que también 

realiza el etiquetado de proteínas citoplasmáticas y nucleares. Nedd4 está 

implicada en procesos de degradación proteosómica, transporte de proteínas 

desde la región trans-Golgi a la membrana celular o en la internalización de 

proteínas de membrana para su posterior reciclaje o degradación lisosómica. Sin 

embargo, aunque se ha puesto de manifiesto que la presencia de algunas ligasas 

es imprescindible para la correcta salida de las partículas virales maduras de la 

célula huésped (Huang et al. 1995; Yasuda & Hunter 1998; Yuan et al. 2000; 

Martin-Serrano et al. 2004), no está del todo claro su papel en el final del ciclo viral 

(Garrus et al. 2001; Polo & Dubensky 2002). En este sentido, recientemente se ha 

demostrado que el virus HTLV1, que presenta dos dominios L consecutivos 

(PPPY+PTAP) en su poliproteína Gag, se une inicialmente, a través del motivo 

PPPY, a uno de los dominios WW de Nedd4 en la membrana plasmática 

Posteriormente Nedd4 cataliza el etiquetado de Gag con ubiquitina y, finalmente, la 

proteína Gag ubiquitinada interacciona por medio del otro dominio L, PTAP con el 

dominio UEV de Tsg101, induciendo la gemación de la membrana celular (Blot et 

al. 2004).  
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Es particularmente interesante que organismos sencillos como los virus se 

hayan basado en la especificidad intrínseca de estos pequeños epítopos para 

reconocer y secuestrar la maquinaria celular necesaria para completar su ciclo 

vital. Por este motivo, el diseño de moléculas con capacidad para bloquear o 

modular las interacciones entre los dominios L y sus dianas se ha consolidado 

como una estrategia viable en el desarrollo de nuevos fármacos específicos para el 

tratamiento de numerosas enfermedades y antivirales de amplio espectro (Stauffer 

et al. 1997; Kardinal et al. 2000; Lee et al. 2002; Oneyama et al. 2002; Okumura et 

al. 2008). Así, otras moléculas de pequeño tamaño diseñadas para que bloqueen 

las interacciones víricas, podrían actuar como efectivos agentes terapéuticos 

contra patógenos tan letales como el VIH o el Ébola. Dado que el diseño eficaz de 

estos inhibidores requiere de la profunda comprensión de las fuerzas que dirigen 

las interacciones entre los dominios L y sus dianas, nos hemos propuesto, dentro 

de los objetivos de esta Tesis, caracterizar termodinámica y estructuralmente la 

interacción entre el tercer dominio WW de la proteína humana Nedd4 y un conjunto 

de dominios L. Este estudio constituye, además, uno de los primeros análisis 

termodinámicos exhaustivos de la interacción de dominios WW con sus ligandos. 

1.4.2. Las funciones celulares de la proteína hYap, su regulación y el tándem 

de dominios WW 

El entramado de rutas de señalización celular se presenta como una red 

tridimensional de ramificaciones interconectada con otras vías de señalización en 

un proceso global más complejo como es el correcto funcionamiento del 

organismo. Algunos autores han descrito el panorama actual de la señalización 

celular como una gran tela de araña, en la que existen algunos nudos que son 

ocupados por proteínas responsables de la regulación de distintos procesos 

celulares (Bertini et al. 2009). La Proteína Humana Asociada a Yes (hYap) se 

encuentra en uno de los nudos de esta tela de araña y se ha descrito como pieza 

clave en diferentes vías de señalización que conducen a los más extremos y 

diferentes resultados para la célula, desde la proliferación o la transformación, 

hasta procesos opuestos, como son la muerte celular o la supresión de tumores. 
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Inicialmente la proteína hYap se descubrió como una proteína modular de 

65 KDa (de ahí, su denominación original Yap65) que se asociaba por medio de 

una secuencia rica en prolinas al dominio SH3 de la quinasa de tirosina Yes. Fue 

en estos primeros trabajos con hYap donde se identificó y caracterizó por primera 

vez un dominio WW (Bork & Sudol 1994; Sudol 1994). Actualmente, se conocen 

varias isoformas de la proteína humana hYap y las dos más abundantes 

únicamente difieren entre si en la cantidad de dominios WW que contienen 

(Komuro et al. 2003). En la Figura 1.6 se muestra una representación esquemática 

de la arquitectura modular de las dos isoformas de la proteína hYap. La isoforma 

hYap1 corresponde a la forma originariamente descrita como Yap65 y contiene un 

sólo dominio WW, mientras que la otra, hYap2, contiene dos dominios WW. (Yagi 

et al. 1999). Además de las diferencias estructurales, también se ha comprobado 

que hYap2 es la forma mayoritaria en humanos y posee una mayor actividad 

transcriptora de genes (Komuro et al. 2003).  
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motivo rico 
en prolinas
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14-3-3

motivo unión
SH3 motivo unión

E3 ubiquitina ligasa
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PDZ

hYap2
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E3 ubiquitina ligasa
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PDZ
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Figura 1.6. Isoformas de la Proteína humana Asociada a Yes (hYap). Representación esquemática de 
los dominios modulares en los que se organiza la proteína hYap. Arriba se muestra el esquema de la 
isoforma denominada hYap1 (454 aminoácidos), y abajo la de hYap2 (488 aminoácidos). Los módulos 
comunes a ambas isoformas son: una secuencia rica en prolinas, un dominio de unión a factores de 
transcripción (TB), un motivo de unión a la proteína 14-3-3, uno o dos dominios WW, un motivo de unión a 
un dominio SH3, un dominio transactivador de genes (TA), una secuencia de reconocimiento a una 
ubiquitina ligasa de la clase E3 y un motivo de unión a un dominio PDZ. Los óvalos con una P dentro 
indican las posiciones fosforilables correspondientes a los restos serina, con dianas del tipo HxRxxp(S/T), 
en la secuencia de la proteína hYap. 
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En la Figura 1.6 se observa que ambas isoformas de hYap presentan otros 

dominios o regiones: en el extremo N-terminal hay un sitio de unión a la proteína 

14-3-3 (RxxpSxP) y un dominio potenciador de factores de transcripción 

denominado dominio TB (“Transcrisption factor Binding domain”); en la zona 

central, ambas isoformas también presentan un motivo de unión a dominios SH3; 

en el extremo C-terminal, se encuentran un dominio transactivador de genes (TA) y 

un sitio de unión a dominios PDZ. Cada uno de estos dominios o sitios de unión 

presenta una función concreta. Así, el sitio de unión a 14-3-3 está relacionado con 

la regulación de la función de hYap (Kanai et al. 2000; Basu et al. 2003). El 

dominio TB reconoce factores de transcripción de la familia (TEF)/TEAD (Vassilev 

et al. 2001; Mahoney et al. 2005). En el caso del dominio TA, se ha sugerido que 

éste interacciona con algunas proteínas de membrana como las de la familia 

NHERF (“Na/H Exchanger Regulatory Factor”) (Kanai et al. 2000; Mohler et al. 

2000) o como el receptor de la tirosina quinasa ErbB4 (Komuro et al. 2003; 

Omerovic et al. 2004). El sitio de unión a dominios PDZ interviene en la formación 

de un complejo con la proteína Zona Ocludens 2, por lo que es responsable de la 

localización de hYap en el núcleo celular (Oka et al. 2010). 

Hoy en día no se tiene una comprensión total de todas las interacciones en 

las que interviene hYap. No obstante, se ha descrito su participación en diversas 

rutas de señalización y, como hemos mencionado, se puede intuir que muchas de 

ellas se hallan interconectadas por hYap. Además, esta proteína parece tener la 

habilidad de viajar del citosol al núcleo actuando sobre diferentes proteínas o 

expresando distintos genes dependiendo de su localización y de los factores que la 

regulan (Oka et al. 2008; Fernandez et al. 2009; Zhang et al. 2009). Este ir y venir 

de hYap entre el núcleo y el citoplasma se ha propuesto como un mecanismo 

importante para la regulación de su actividad. Normalmente, la forma inactiva de 

hYap se encuentra retenida en el citosol mediante la unión a la proteína 14-3-3. A 

su vez, esta interacción es debida a una modificación post-transduccional que 

consiste en la fosforilación de la serina en la posición 127 (S127) de hYap (Strano 

et al. 2001; Basu et al. 2003; Strano et al. 2005). Recientemente, se ha establecido 

que dicha S127 de hYap es una diana del tipo HxRxxS/T para las serina/treonina 

quinasas que pertenecen al subgrupo de la quinasas Ndr (“nuclear Dbf2-related”) 



Introducción 

 

 

 

 

 

49 

(Mah et al. 2005). En humanos se ha comprobado que dos de estas quinasas, 

Last1 (“Large tumor suppressor homolog 1”) y Lats2 (“Large tumor suppressor 

homolog 2”), son capaces de fosforilar S127 in vivo y se ha demostrado que son 

responsables de la unión de hYap a la proteína 14-3-3 (Zhao et al. 2007; Hao et al. 

2008; Oka et al. 2008). Además de la diana de fosforilación de serinas, se han 

encontrado evidencias de que Lats1 interacciona por medio de una secuencia 

PPxY con los dominios WW de hYap2 (Tao et al. 1999).  

En otros intentos por comprender la regulación de hYap, sin embargo, se ha 

sugerido un efecto en sentido opuesto a partir de la fosforilación con Lats1 o Lats2. 

Es decir, se ha propuesto que la fosforilación en una posición diferente de la S127 

provoca la liberación de hYap del anclaje a 14-3-3 (Matallanas et al. 2007). En la 

Figura 1.6, además de la S127 se ilustran otras 4 posiciones dentro de la 

secuencia de hYap que son posibles dianas de fosforilación para estas quinasas. 

En el caso de las serinas S61 y S109, ubicadas dentro del dominio de unión a 

factores de transcripción (TB), se ha planteado la posibilidad de que su 

fosforilación afecte negativamente a la unión de los factores de transcripción 

(TEF/TEAD), aunque esta hipótesis todavía no se ha validado (Wang et al. 2009). 

Otra posibilidad es que la fosforilación del dominio de co-activación transcripcional 

(TA) esté relacionada con el incremento de la afinidad por alguna ligasa de 

ubiquitina tipo E3, tal como se ha documentado entre la ligasa β-TRCP y el 

parálogo de hYap, TAZ (Tian et al. 2007). 

Por otra parte, una cuestión importante y, aún no resuelta, es esclarecer las 

posibles implicaciones de la presencia de dos dominios WW en tándem en las 

características funcionales de la isoforma hYap2 con respecto a las hYap1 (con un 

solo dominio WW). A la vista de la mayor capacidad en la transcripción de genes 

en el núcleo de la forma hYap2 frente a hYap1, y sabiendo que la única diferencia 

entre ellas es la presencia del segundo dominio WW en hYap2, es razonable 

pensar que esta mayor actividad debe estar relacionada con la presencia del 

segundo dominio WW de la isoforma hYap2. En este sentido, es importante 

establecer cuál es el impacto de la presencia del segundo dominio WW en las 

propiedades de hYap. Concretamente, es nuestro objetivo investigar si la función 

del nuevo dominio es modular las interacciones con las dianas de la proteína, bien 
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modificando la afinidad de unión del primer dominio WW mediante interacciones 

cooperativas, o bien proporcionando nuevos sitios de anclaje para ligandos 

diferentes, afectando, por tanto, la especificidad de unión.  

Es importante también establecer los posibles efectos que la configuración 

en tándem de los dos dominios WW pudiera tener sobre la estabilidad y 

cooperatividad estructural de la proteína. Como hemos señalado, el análisis del 

plegamiento y de las propiedades cooperativas es muy relevante para la 

comprensión de la especificidad de unión de los módulos de reconocimiento 

molecular y, por tanto, para el diseño racional de ligandos. En este sentido, en los 

últimos años se han descubierto múltiples proteínas cuyos dominios modulares de 

reconocimiento están ubicados consecutivamente. Esta configuración modular de 

las proteínas plantea la existencia de posibles efectos sinérgicos entre los 

diferentes dominios consecutivos que podrían dar lugar a efectos contextuales en 

la afinidad y especificidad de unión a sus ligandos. Por ejemplo, estudios recientes 

han evidenciado la importancia de la secuencia de conexión entre dominios SH3 y 

SH2 en la regulación de quinasas de la familia Src. Estas quinasas parecen haber 

evolucionado para restringir adecuadamente el espacio conformacional en 

disolución del tándem SH3-SH2 y de esta manera, regular la actividad de la 

enzima (Faraldo-Gomez & Roux 2007b; Faraldo-Gomez & Roux 2007a). 

Asimismo, estudios estructurales de distintas proteínas con dominios WW en 

tándem, revelan que la secuencia que los conecta tiene propiedades y funciones 

muy diferentes en cada caso. Esta secuencia puede estar estructurada y orientar a 

los dominios en caras opuestas, como sucede para la pareja de dominios WW1-2 

de la proteína Prp40 (Figura 1.7A). En este caso, los dominios WW requieren de 

esta precisa orientación para unir proteínas específicas en los intrones de los 

precursores del ARNm en el espliceosoma (Wiesner et al. 2002). La secuencia que 

conecta los dominios también puede ser una secuencia más larga, flexible y 

desestructurada como la secuencia ubicada entre los dominios WW3-4 de la 

proteína Suppressor de Deltex Su(dx) (Figura 1.7B). Dicha secuencia estabiliza al 

dominio Su(dx)-WW4 que está parcialmente desestructurado antes de que se 

produzca la unión de un ligando al otro dominio Su(dx)-WW3 (Fedoroff et al. 2004; 

Jennings et al. 2007). En ocasiones, la secuencia de conexión puede ser 
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relativamente corta y flexible permitiendo que los dominios tengan cierta libertad 

conformacional pero obligando a que estén suficientemente próximos el uno del 

otro para aumentar la superficie de unión y reconocer ligandos con dos motivos de 

unión (Figura 1.7C), como se ha descrito para los dominios de WW1-2 de la 

proteína Fbp21 (Huang et al. 2009). Recientemente, se ha descrito otra forma de 

unión cooperativa para el primer y segundo dominios WW del tándem de Smurf1 

(Smurf1-WW1-2) similar a la del tándem Fbp21-WW1-2, aunque en este caso el 

segundo dominio individual Smurf1-WW2 por si sólo no tiene capacidad de unir 

ligandos ricos en prolina. Sólo cuando se encuentra formando un tándem con el 

otro dominio interaccionan entre ellos expandiendo la superficie de unión con el 

péptido. En este complejo, el dominio Smurf1-WW2 proporciona contactos 

auxiliares con los restos contiguos al único motivo PPxY del ligando (que une al 

otro dominio) con el consiguiente aumento de afinidad de unión (Chong et al. 

2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En este contexto, dentro de los objetivos propuesto en este trabajo se 

encuentran, por un lado, investigar la afinidad y la especificidad de unión de los 

dos dominios WW individuales de hYap con varias dianas naturales ricas en 

Figura 1.7. Representación de los sitios de unión: A) dentro del tándem WW1-2 de la proteína factor de 
“splicing” de levadura Prp40, B) dentro del tándem WW3-4 de la proteína “Suppressor Deltex” Su(dex) y, C) 
dentro del tándem WW1-2 de Fbp21 (homólogo humano de Prp40). Los dominios WW se muestran como 
cintas de color rojo, el conector con estructura de hélice α de Prp40 en color verde, las cadenas laterales de 
los residuos más importantes para el reconocimiento de secuencias ricas en prolina se muestran como 
varillas rojas y el resto, como cintas de color gris. Las estructuras de Prp40, de Su(dx) y Fbp21 
corresponden a los ficheros depositados en el PDB con los códigos 1O6W, 1TK7 y 2JXW, respectivamente. 
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prolina (entre ellas, las identificadas en las quinasas de serina Lats1 y Lats2) y, por 

otro lado, describir posibles efectos sinérgicos del tándem de dominios WW hYap2, 

tanto en su equilibrio conformacional, como en el reconocimiento de estos 

ligandos. 

1.5. Objetivos de la Tesis 

El objetivo general de esta Tesis es comprender los determinantes del 

reconocimiento de ligandos ricos en prolina por los dominios WW para una 

posterior incorporación al desarrollo de estrategias racionales de diseño de 

inhibidores eficaces y específicos de dichas interacciones. Más concretamente, los 

objetivos específicos son: 

I. Analizar la interrelación entre los procesos de unión y de plegamiento de los 

dominios mediante la caracterización de la estabilidad y de las propiedades 

conformacionales y dinámicas de los dominios WW. 

II. Realizar un análisis detallado de la energética de unión de varios dominios WW 

con ligandos ricos en prolina derivados de algunas de sus dianas naturales. 

III. Analizar los factores contextuales asociados a posibles interacciones 

cooperativas entre el tándem de dominios WW de la isoforma hYap2. 
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CAPíTULO 2. Estudio termodinámico de la estabilidad de dominios WW 

2.1. Introducción 

A pesar del interés que despierta el estudio de la estabilidad de los 

dominios WW como sistemas modelo, actualmente hay relativamente pocos 

trabajos dedicados al estudio sistemático del equilibrio conformacional y 

estabilidad de estos dominios en la bibliografía. Únicamente se han publicado 

estudios puntuales de la estabilidad de algunos dominios, como pueden ser el 

primer dominio de la proteína humana Yap (Koepf et al. 1999a; Koepf et al. 1999b; 

Crane et al. 2000; Ferguson et al. 2001a; Karanicolas & Brooks 2004), el dominio 

WW de la proteína humana Pin1 (Karanicolas & Brooks 2004; Bruscolini et al. 

2007; Liu et al. 2008) y el dominio WW de la proteína humana Fbp28 (Ferguson et 

al. 2001a; Karanicolas & Brooks 2004; Petrovich et al. 2006; Sharpe et al. 2007). 

En la mayoría de casos, el plegamiento de los dominios WW se ha descrito en 

términos de equilibrio de dos estados, a pesar del hecho de que estos estudios 

emplean únicamente técnicas espectroscópicas que no permiten establecer de 

forma inequívoca la naturaleza del equilibrio conformacional (Koepf et al. 1999b; 

Ferguson et al. 2001a; Jager et al. 2001). En este sentido, está bien establecido en 

la bibliografía que cualquier estrategia destinada a distinguir un equilibrio de dos 

estados de otros equilibrios más complejos debe investigar el desplegamiento de 

proteínas mediante diferentes técnicas que proporcionen información sobre 

diferentes características estructurales, a medida que se aumenta la temperatura o 

a medida que se incrementa la presencia de agentes desnaturalizantes (Freire 

1995; Sanchez-Ruiz 1995; Martinez et al. 2011). 

En este capítulo, hemos abordado la caracterización termodinámica del 

equilibrio conformacional de un conjunto de dominios WW clasificados en distintos 

grupos de especificidad de unión y procedentes de distintas proteínas, como se 

ilustra en el Panel A de la Figura 2.1. Para ello, hemos combinado técnicas 

calorimétricas y espectroscópicas en un amplio intervalo de condiciones, 

incluyendo cambios de temperatura, pH y concentración de agente 
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desnaturalizante, con el objetivo de caracterizar con detalle el equilibrio 

conformacional de estos dominios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En primer lugar se ha llevado a cabo la caracterización termodinámica 

completa y exhaustiva del cuarto dominio WW de la ligasa de ubiquitina humana 

Nedd4, hNedd4-WW4. Este análisis nos ha permitido establecer las pautas 

 

10 20 30 40
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . .

hFbp11-WW1 G AM G V A A G T A S GA K S MWT E H K S P D GR T Y Y Y N T E T K Q S T W E K P D D L K T P A
hFbp11-WW2 G AM G K T P A E Q L L S K C P WK E Y K S D S GK P Y Y Y N S Q T K E S RWA K P K E L E D L E

hYap-WW1(L30K) GAM G F E I P D D V P L P A GW EM A K T S S G Q R Y F K N H I D Q T T T WQ D P R - - - K AM L S Q -
hNedd4-WW3 GAM G P S E I E QG F L P K GW E V R H A P N G R P F F I D H N T K T T T W E D P R - - - L K I P A H -
hNedd4-WW4 GAM G D T S N D L G P L P P GW E E R T H T D G R I F Y I N H N I K R T QW E D P R - - - L E N V A I T

hYap-WW1(L30K)
hNedd4-WW3
hNedd4-WW4

hFbp11-WW1
hFbp11-WW2

10 15 20 25 30 35 40

B) C)

A)

Figura 2.1. Dominios WW de clases I y II. A) Alineamiento de secuencias de todos los dominios WW 
utilizados. Se han dividido en dos grupos en función de su similitud de secuencia y su especificidad de 
unión: hYap-WW1, hNedd4-WW3 y hNedd4-WW4 del grupo I, y hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2 del grupo 
II. Con diferentes colores se resaltan aquellos restos conservados entre las secuencias, en negro aquellos 
que son diferentes y con flechas se indican las posiciones de los restos que conforman un broche 
hidrofóbico responsable de la integridad de los dominios WW. Representación esquemática de cintas de 
las estructuras determinadas por RMN del dominio hYap-WW1 (L30K) formando complejo con el péptido 
GPPPPYTVG (PDB: 1JMQ) B) y del dominio hFbp1-WW1 (PDB: 1ZR7) C). El esqueleto polipeptídico 
esta representado en color turquesa, las cadenas laterales de P14, W17 y P32 formando un 
empaquetamiento hidrofóbico con varillas, se han representado en rojo y las cadenas laterales del resto 
W39, que interacciona con la prolina del péptido se han representado como varillas verdes. Sobre la 
representación esquemática de cada dominio se han mostrado en color azul las diferencias entre los 
dominios WW3 y WW4 de Nedd4 y hYAP-WW1(L30K) en B), y entre el dominio hFbp11-WW1 y el 
dominio hFbp11-WW2 en C). 
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generales para la caracterización rigurosa de este tipo de dominios. Así, utilizando 

como referencia la caracterización termodinámica de hNedd4-WW4, se ha 

abordado el estudio de otros cuatro dominios WW: el tercer dominio WW de la 

misma proteína Nedd4, hNedd4-WW3; el mutante L30K del dominio WW1 de la 

proteína humana Yap, hYap-WW1(L30K), cuya estructura en complejo con el 

péptido GTPPPPYTVG se ha representado en el Panel B de la Figura 2.1; y los 

dos dominios WW presentes en la proteína humana Fbp11, hFbp11-WW1, cuya 

estructura se muestra en el Panel C de la Figura 2.1, y hFbp11-WW2. 

2.2. Caracterización del equilibrio conformacional del dominio hNedd4-WW4  

2.2.1. Espectros de dicroísmo circular 

Con el fin de obtener información sobre las propiedades conformacionales 

del dominio hNedd4-WW4 e identificar las mejores condiciones para realizar una 

caracterización termodinámica completa de este dominio, se registraron diferentes  

espectros de dicroísmo circular (CD).  

El espectro de CD del estado nativo de hNedd4-WW4 en la región del UV-

lejano se caracteriza por un pequeño pico positivo centrado en 230 nm y un 

intenso pico negativo a 203 nm, como se aprecia en el Panel A de la Figura 2.2. 

Este comportamiento es similar al descrito en la bibliografía para otros dominios 

WW (Koepf et al. 1999a; Koepf et al. 1999b; Ferguson et al. 2001a; Jager et al. 

2001; Jager et al. 2007), y para otros dominios o proteínas cuya estructura 

secundaria es fundamentalmente lamina β (Viguera et al. 1994; Knapp et al. 1998; 

Reid et al. 1998). El máximo a 230 nm parece estar relacionado con interacciones 

locales que implican cadenas laterales aromáticas, principalmente las de restos 

triptófano en un microambiente hidrofóbico (Woody 1994), lo que en nuestro caso, 

está probablemente asociado al empaquetamiento aromático entre el primer 

triptófano W17, la prolina en la posición 42, P42, y otros residuos como la prolina 

en la posición 14, P14 (Figura 2.1), formando lo que se ha denominado un broche 

ó “core” hidrofóbico (Koepf et al. 1999a).  
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La intensa banda negativa en torno a 200nm no es propia de un espectro 

de CD en el UV-lejano típico de una lamina β caracterizado por una banda 

negativa a 217 nm y una positiva a 195 nm como se muestra en el ejemplo de la 

Figura 6.3B de Materiales y Métodos sino que más bien corresponde a una 

conformación de ovillo-desordenado (“random-coil”), con una banda negativa a 

unos 200 nm y otra positiva hacia los 185-190 nm (Manavalan & Johnson 1987). 

Los espectros de este tipo se han descrito para proteínas que contienen láminas β 

distorsionadas o hebras cortas e irregulares, conocidas como proteínas β-II. Estas 

Figura 2.2. Espectros de CD del dominio hNedd4-WW4 en fosfato sódico 20 mM pH 7.0. A) 
Espectros de dicroísmo circular en UV-lejano cada diez grados durante el calentamiento de 2º a 90 ºC. B) 
Espectros de CD en el UV-cercano a diferentes temperaturas: a 2 ºC, en negro; a 10 ºC, en azul; y a 98 
ºC, en rojo. En el recuadro se representa la dependencia de la señal de CD seguida a 203 nm (UV-lejano) 
con la temperatura para el dominio hNedd4-WW4. Para una mejor ilustración de la forma sigmoidal, en 
línea roja, se ha representado el mejor ajuste de acuerdo con el modelo de dos estados (Apéndice II). C) 
Espectros de dicroísmo circular en UV-lejano a 2 ºC en diferentes condiciones de fuerza iónica. El 
espectro representado como una línea continua azul fue tomado antes de calentar a baja fuerza iónica 
(cloruro sódico 0 mM), aquel en línea discontinua magenta se registró después de calentar a baja fuerza 
iónica, y el que esta representado como una línea de puntos de color violeta se tomó después de calentar 
a elevada fuerza iónica (cloruro sódico 100 mM pH 7.0). 
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proteínas tienen una menor proporción de lámina β con respecto a la estructura de 

ovillo-desordenado que las proteínas β normales (β-clase I), que presentan los 

espectros típicos de CD en UV-lejano descritos anteriormente (Sreerama & Woody 

2003). La estructura de los dominios WW puede presentar largos extremos que 

parecen estar desordenados, como se observa en la Figura 2.1B para el mutante 

hYap-WW1(L30K), cuyos espectros suelen ser del tipo “random coil”. A la vista de 

estos resultados, el espectro del dominio hNedd4-WW4 nos indica que este 

dominio podría clasificarse como una proteína de tipo β-II. En general, para 

distinguir la lámina tipo β-II de conformaciones desordenadas se han propuesto 

principalmente dos criterios: I) la presencia de bandas de absorción en el UV-

cercano, y II) una dependencia sigmoidal de la elipticidad con la temperatura a la 

longitud de onda del mínimo a unos 200 nm (Wu et al. 1992). En el Panel B de la 

Figura 2.2 se muestran varios espectros de CD en el UV-cercano a distintas  

temperaturas para el dominio hNedd4-WW4, así como la dependencia de la 

temperatura para este dominio seguida a 203 nm (en el recuadro de la Figura 

2.2B). En ellos se observan varias bandas de absorción correspondientes a la 

región del UV-cercano a 2 ºC y 10 ºC que desaparecen con la desnaturalización 

del dominio a alta temperatura. Además, se obtuvieron transiciones sigmoidales 

para la dependencia de la señal de CD con la temperatura a las distintas 

longitudes de onda. Estos resultados indican que el dominio hNedd4-WW4 

claramente cumple estos criterios y que, en general, los dominios WW se pueden 

clasificar como proteínas β-II. 

En el Panel C de la Figura 2.2 se muestran los espectros de CD en el UV-

lejano para el dominio hNedd4-WW4 bajo diferentes condiciones de fuerza iónica. 

En principio no se observan diferencias en la forma de los espectros a baja fuerza 

iónica (tampón fosfato sódico 40 mM, pH 7.0) o a elevada fuerza iónica (tampón 

fosfato sódico 40 mM cloruro sódico 100mM, pH 7.0). Sin embargo, hay 

importantes diferencias en la reversibilidad del desplegamiento al variar la 

concentración de sal. Cuando la fuerza iónica es baja, el espectro a 2 ºC después 

de calentar hasta 98 ºC es muy similar al de la proteína nativa a 2 ºC antes de 

calentar. Por el contrario, si la fuerza iónica es mayor, el espectro nativo no se 

recupera. Para mantener las condiciones de equilibrio, todos los experimentos de 
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desnaturalización térmica de hNedd4-WW4 se han realizado en condiciones de 

baja fuerza iónica. 

2.2.2. Caracterización del desplegamiento térmico del dominio hNedd4-WW4 

2.2.2.1. Desplegamiento térmico mediante técnicas espectroscópicas 

Una estrategia particularmente útil a la hora de identificar si el proceso de 

desplegamiento de una proteína se describe adecuadamente mediante el modelo 

de dos estados es la obtención de idénticos parámetros termodinámicos a partir de 

diferentes observables, como serían señales espectroscópicas que describan 

distintos aspectos estructurales de la proteína (Ginsburg & Carroll 1965; Sanchez-

Ruiz 1995). A la vista de los espectros de CD del domino hNedd4-WW4 que se 

muestran en la Figura 2.2, hemos seleccionado varias longitudes de onda de 

distintas regiones del espectro que parecen adecuadas para seguir el 

desplegamiento térmico del dominio WW, aquellas en las que la variación de 

intensidad con la temperatura es más acusada. Para la región del UV-lejano 

(Figura 2.2A) hemos escogido dos longitudes de onda, el mínimo a 203 nm y el 

máximo a 230 nm. En la región del UV-cercano, las diferencias de intensidad son 

muy pequeñas en todo el intervalo de longitud de onda (Figura 2.2B), por lo que se 

ha elegido la longitud del máximo relativo a 260 nm. Por otro lado, para completar 

la información acerca de la desnaturalización térmica de este dominio WW se ha 

seguido la variación de la fluorescencia de los restos triptófano del dominio, es 

decir, se ha seguido un observable espectroscópico local que proporciona 

información relativa a la estructura terciaria del dominio WW. En la Figura 2.3 se 

muestra que los perfiles de desnaturalización térmica seguidos mediante los cuatro 

observables espectroscópicos (fluorescencia a 344 nm y dicroísmo circular a 203, 

230 y 260 nm) en tampón fosfato sódico 20 mM pH 7.0 presentan una forma 

sigmoidal con un punto medio de transición en torno a los 55 ºC. 

Sobre los datos experimentales en la Figura 2.3 se ha representado el 

mejor ajuste global de las cuatro curvas de acuerdo con el modelo de dos estados 

(Sección 6.4.4 de Materiales y Métodos y Apéndice II). En este análisis, los 

parámetros termodinámicos Tm y ∆Hm son comunes a las cuatro curvas, 
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mientras que las correspondientes líneas base se obtuvieron considerándolas 

como líneas rectas independientes para cada curva. Los parámetros 

termodinámicos de este ajuste se recogen en la Tabla 2.1. En esta figura se puede 

observar que los datos experimentales pueden ser descritos adecuadamente por el 

modelo de dos estados, que proporciona un conjunto común de parámetros 

termodinámicos para los cuatro perfiles de desnaturalización térmica, así como 

líneas base muy similares, casi paralelas, con una pequeña dependencia de la 

temperatura, como cabe esperar de un equilibrio de dos estados (Viguera et al. 

1994; Nicholson & Scholtz 1996; Reid et al. 1998; Padmanabhan et al. 1999; 

Crane et al. 2000; Schuler et al. 2002; Felitsky & Record 2003; Streicher & 

Makhatadze 2007). Sin embargo, aunque se están utilizando distintas técnicas y 
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Figura 2.3. Desnaturalización térmica del dominio hNedd4-WW4 seguida mediante diferentes 
técnicas espectroscópicas. Los círculos representan los datos experimentales recogidos en tampón 
fosfato sódico 20 mM pH 7.0. El experimento de CD en el UV-cercano seguido a 260 nm en rojo se ha 
realizado con 220 µM de proteína. Los experimentos de CD en el UV-lejano seguidos a 230 y 203 nm en 
turquesa y azul, respectivamente, se han registrado con muestras de concentración 50 µM. El 
experimento de fluorescencia seguido a 344 nm en negro se ha realizado a una concentración de 20 µM 
de proteína. Las líneas continuas que acompañan los datos experimentales corresponden al mejor ajuste 
global según el modelo de dos estados (Apéndice II) compartiendo los parámetros ∆Hm y Tm. Las líneas 
rectas discontinuas representan las líneas base obtenidas a partir de la estrategia de ajuste global para 
los estados nativo y desplegado en cada curva de desnaturalización. 
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diferentes longitudes de onda, es importante mencionar que realmente los 

observables estructurales seguidos son muy similares en todas las curvas. Tanto 

la fluorescencia de triptófano como la señal de CD en UV-cercano o la banda a 

230 nm en UV-lejano, proporcionan una información que es resultado de la 

variación de las interacciones entre aromáticos durante el desplegamiento. Por 

tanto, este tipo de análisis meramente espectroscópico no nos permite tener una 

visión multidimensional del equilibrio conformacional o de la cooperatividad durante 

la desnaturalización térmica que confirme el desplegamiento según el modelo de 

dos estados del dominio hNedd4-WW4.  

Un equilibrio de dos estados se asocia a la existencia de un punto 

isosbéstico (longitud de onda a la que dos especies químicas, por lo general 

relacionadas linealmente, tienen la misma capacidad de absorción molar, ε). 

Aunque en los espectros de CD del dominio hNedd4-WW4 recogidos a distintas 

temperaturas no se observó ningún punto isodicroíco (Figura 2.2A), parece que 

estos espectros tienden a cruzarse alrededor de los 195 nm. Es posible que este 

punto no quede bien definido ya que se encuentra en una región del espectro con 

poca resolución, en el que la relación señal/ruido es elevada. En cualquier caso, la 

ausencia de este punto isodicroíco también ha sido descrita previamente para 

otras proteínas dos-estados con un espectro similar de hebra β-II, como son los 

dominios SH3 (Knapp et al. 1998) o las proteínas “cold-shock” (Reid et al. 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2.1. Parámetros termodinámicos de plegamiento del domino hNedd4-WW4 obtenidos 
mediante el ajuste global de experimentos de desnaturalización térmica seguida por DSC y CDa

. 

Método de pH Tm ∆∆∆∆Hm ∆∆∆∆Hm,exp ∆∆∆∆Cp ∆∆∆∆G(25ºC) TS ∆∆∆∆Gmáx(TS) 
ajuste global  (ºC) (kJ�mol-1) (kJ�mol-1) (kJ�K-1�mol-1) (kJ�mol-1) (ºC) (kJ�mol-1) 

CD+DSC (varios 
pH)c 

7 58.0 133 120  11.6 -25 19.5 

 6 46.5 100 85  5.9 -16 11.0 
 5 37.4 73 65  2.6 -9 6.0 
 4b 22.6 41   -0.3 -3 1.8 

CD + fluorescencia 7b 54.2 120  2.5 10.4   
Doble perturbación CD 7b 55.1 150  2.6 9.2   
aLos errores se han estimado en 5% para la Tm, 10% para ∆Hm, 30% para ∆Hm,exp y 20% para el resto de 
parámetros. bEn estas condiciones de pH, los experimentos de desnaturalización térmica únicamente se 
obtuvieron mediante CD. cValores para los coeficientes que definen las líneas base compartidas entre los 
diferentes conjuntos de experimentos de acuerdo con la estrategia de ajuste según el modelo de dos 
estados, donde Tr, temperatura de referencia, es 25 ºC y los valores subrayados fueron estimados a partir 
de la contribución individual de cada aminoácido (Privalov & Makhatadze 1990): Θ230,N = 15.4 - 0.04�(T-
Tr); Θ230,D = 1.21-0.0112�(T-Tr); Cp,N = 10.11-0.038�(T-Tr); y Cp,N = 10.52-0.0238�(T-Tr)–0.1163�10-3�(T-Tr)

2. 
 



Estabilidad de dominios WW 

 

 

 

 

 

63 

2.2.2.2. Desplegamiento térmico mediante calorimetría (DSC) 

En la Figura 2.4 se muestran las trazas de DSC correspondientes al 

proceso de desnaturalización térmica del dominio hNedd4-WW4 en el intervalo de 

pH entre 7.0 y 3.0. La desnaturalización térmica se ha registrado a baja fuerza 

iónica, de modo que la reversibilidad del proceso de desnaturalización ha sido 

superior al 80% en todos los casos. Tampoco se han apreciado efectos debidos a 

la velocidad de barrido o a la concentración de la muestra ni en las trazas de DSC 

ni en las curvas de CD. Por tanto, el dominio puede ser considerado como una 

proteína monomérica que se despliega en equilibrio bajo estas condiciones 

experimentales. Esto ha sido confirmado mediante experimentos de dispersión 

dinámica de luz (realizados como se describe en Cobos et al. 2004), en los que se 

comprobó que el 99.8% de la muestra se encontraba en forma monomérica, con 

un radio estimado de 1.8 nm.  
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Figura 2.4. Dependencia de la capacidad calorífica del dominio hNedd4-WW4 con la temperatura 
medida en diferentes condiciones experimentales. Los datos se han representado como círculos 
vacíos con diferente color según la condición de pH que representan: rojo para 20 mM fosfato sódico pH 
7.0, amarillo para 20 mM MES pH 6.0, naranja para 20 mM acetato sódico pH 5.0 y azul para 20 mM 
glicina pH 3.0. El mejor ajuste individual, considerando funciones Cp,N(T) y Cp,D(T) para cada curva según 
el modelo de dos estados, se ha mostrado como una línea continua acompañando a los datos 
experimentales en el mismo código de colores. Las líneas discontinuas en los mismos colores 
corresponden a las funciones Cp,N(T) obtenidas a partir del ajuste para cada curva. Las líneas continuas 
en negro corresponden a la función Cp,D(T) calculada mediante la adición de las contribuciones de cada 
aminoácido (Privalov & Makhatadze 1990) (arriba) y a la función teórica Cp,N(T) estimada a partir del peso 
molecular del dominio (Freire 1995) (abajo).  
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Las curvas de DSC en la Figura 2.4 presentan una transición muy amplia 

que abarca gran parte del intervalo experimental de temperatura. A bajas 

temperaturas, además se observa una importante desviación de los valores de Cp 

en cada curva, mientras que a elevadas temperaturas presentan valores muy 

similares. Los cuatro perfiles de DSC se han analizado (como se detalla en el 

Apartado 6.3 de Materiales y Métodos) mediante un ajuste individual al modelo de 

dos estados (Apéndice I). Para cada curva se han considerado como parámetros 

ajustables los valores de Tm y ∆Hm. Además se han definido para cada una de 

ellas dos funciones de capacidad calorífica, una para el estado nativo, Cp,N(T), y 

otra para el estado desnaturalizado, Cp,D(T). Como se ilustra en la Figura 2.4, este 

análisis proporciona una descripción razonable de los datos experimentales, con 

valores de R y R2 superiores a 0,999. Los coeficientes dependientes de la 

temperatura de la función Cp,D(T) se han estimado a partir de las contribuciones 

tabuladas de cada uno de los aminoácidos (Privalov & Makhatadze 1990), con el 

fin de disminuir parámetros en el ajuste. Esta función teórica (también 

representada en la Figura 2.4) coincide con la capacidad calorífica de los datos 

experimentales después de la transición principal, como se ha descrito para otras 

proteínas pequeñas (Martinez et al. 1994; Viguera et al. 1994; Cobos et al. 2004).  

El análisis del comportamiento de las líneas base en el contexto del modelo 

de plegamiento de dos estados constituye una cuestión importante, ya que unas 

líneas base mal definidas podrían enmascarar evidencias de la existencia de 

estados intermedios poblados o de otras contribuciones como las producidas 

cuando el desplegamiento implica pasar por múltiples estados conformacionales 

(Zhou et al. 1999; Privalov & Dragan 2007). Es importante señalar que la 

intersección de las funciones Cp,N(T) y Cp,D(T) obtenidas mediante el ajuste 

individual se produce cerca de los valores de Tm (Figura 2.4). Estas temperaturas 

distan bastante de la temperatura considerada tradicionalmente como la 

temperatura de convergencia universal de las proteínas globulares, 140 ºC. Estos 

valores sugieren que ambas funciones Cp,N(T) y Cp,D(T) no están correctamente 

definidas a partir del ajuste individual de las curvas de DSC, ya que a elevada 

temperatura se obtienen valores positivos para el cambio de capacidad calorífica 

durante el desplegamiento, ∆Cp,N-D, lo cual no tiene ningún sentido físico. 
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En la Figura 2.5 se han representado las mismas curvas de desplegamiento 

térmico seguidas por DSC mostradas en la Figura 2.4, junto con otras curvas de 

desnaturalización térmica seguidas mediante CD a 230 nm en diferentes 

condiciones de pH. Al igual que sucede con los perfiles de DSC, las 

desnaturalizaciones térmicas seguidas por CD también presentan importantes 

desviaciones de la señal a bajas temperaturas mientras que los valores de las 

distintas curvas coinciden a elevadas temperaturas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 2.5, se muestra el análisis de los dos conjuntos de datos 

experimentales mediante un ajuste global al modelo de dos estados. La idea es la 

misma que la planteada para el análisis global siguiendo la desnaturalización 
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Figura 2.5. Desnaturalización térmica del dominio hNedd4-WW4 seguida por CD (a 230 nm) y por 
DSC bajo distintas condiciones de pH. Los datos experimentales de ambas técnicas se han 
representado como círculos vacíos con diferente color según la condición de pH que representan: rojo 
para fosfato sódico 20mM pH 7.0, amarillo para MES 20mM pH 6.0, naranja para acetato sódico 20mM 
pH 5.0, verde para acetato sódico 20mM pH 4.0 y azul para glicina 20mM pH 3.0. La desnaturalización 
térmica a pH 4.0 sólo se obtuvo mediante CD. Las líneas continuas corresponden al ajuste global de 
acuerdo con el modelo de dos estados, considerando comunes las variables ∆Hm y Tm para cada 
condición de pH. Las línea discontinuas en negro corresponden a las líneas base comunes: θN(T), 
θD(T), Cp,N(T) y Cp,D(T), para cada conjunto de curvas obtenidas a partir del ajuste. Las líneas rectas 
discontinuas en negro bajo las trazas de DSC representan la función teórica Cp,N(T) correspondiente a 
una estimación basada en el peso molecular de cada dominio (Freire 1995), mientras que la línea 
continua con cierta curvatura representa la función teórica Cp,D(T) calculada mediante la adición de las 
contribuciones individuales de cada aminoácido en la secuencia de hNedd4-WW4 (Privalov & 
Makhatadze 1990). 
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térmica mediante diferentes observables espectroscópicos-estructurales (Figura 

2.3): obtener una visión de la desnaturalización del dominio desde diferentes 

perspectivas. En este caso, el cambio de las interacciones entre restos aromáticos 

del dominio (CD 230 nm) y el cambio de la capacidad calorífica del sistema debido 

al desplegamiento del dominio WW, Cp(T). Para este análisis se ha asumido que 

las curvas de DSC obtenidas para los diferentes valores de pH comparten una 

función común de Cp,N(T) y otra de Cp,D(T) (al igual que en la Figura 2.4, los 

coeficientes dependientes de la temperatura se han estimado a partir de la función 

teórica Cp,D(T) para disminuir el número de variables en el ajuste) y se ha asumido 

que Tm y ∆Hm son variables independientes para cada valor de pH. También se ha 

asumido que las curvas de CD comparten las mismas líneas base para el estado 

nativo, θN(T), y para el estado desnaturalizado, θD(T). Este tipo de análisis se ha 

realizado para otras proteínas caracterizadas como dos-estados, como son los 

dominios SH3 (Viguera et al. 1994). Los parámetros termodinámicos de este ajuste 

se recogen en la Tabla 2.1. 

El valor obtenido para la temperatura de intersección de las funciones 

Cp,N(T) y Cp,D(T) compartidas en el análisis global de los datos de CD y de DSC, 

está en torno a 100 ºC, y se aproxima más a la temperatura de convergencia que 

el valor obtenido en el análisis individual de estas curvas (Figura 2.4). De hecho, 

está relativamente cerca del valor más realista, 120 ºC, propuesto recientemente 

en una revisión realizada por Privalov y Dragan (Privalov & Dragan 2007). 

Además, el análisis global también proporciona unas líneas base de CD muy 

razonables que no se cruzan en el rango de temperatura de los experimentos y 

son muy similares a las líneas base obtenidas para otras proteínas pequeñas de 

hoja β, tales como los dominios SH3, las proteínas “cold-shock” de choque en frío 

(Viguera et al. 1994; Knapp et al. 1998; Reid et al. 1998) y otras pequeñas 

proteínas globulares (Nicholson & Scholtz 1996; Cobos et al. 2002; Felitsky & 

Record 2003). 

A pesar de que las transiciones calorimétricas del dominio hNedd4-WW4 a 

los distintos valores de pH son muy anchas debido una aparente baja 

cooperatividad conformacional del dominio, el análisis global con el modelo de dos 

estados considerando una Cp,N(T) común para las curvas registradas en diferentes 
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condiciones de pH describe adecuadamente los datos experimentales. La robustez 

del análisis global con el modelo de dos estados también se ve reflejada en el 

ajuste combinado de las curvas de CD puesto que también describe la dispersión a 

baja temperatura considerando una única línea base. Los valores de entalpía 

obtenidos de este análisis global según el modelo de dos estados para cada curva 

son comparables con los estimados directamente en las áreas bajo las curvas de 

capacidad calorífica, ∆Hm,exp (Tabla 2.1), aunque hay que tener en cuenta que 

estos últimos están afectados por un error considerable. Ambos datos 

proporcionan una relación entalpía calorimétrica/entalpía van't Hoff para las curvas 

de pH 7.0, 6.0 y 5.0 que está en torno a 0.9, aproximadamente lo esperado para 

una proteína dos estados en lo que se ha convenido denominar “criterio 

calorimétrico” (Bhakuni et al. 1991; Bruylants et al. 2005). En resumen, el equilibrio 

de desplegamiento del dominio hNedd4-WW4 puede ser razonablemente descrito 

de acuerdo con el modelo de equilibrio de dos estados. La estrecha concordancia 

entre la calorimetría y las desnaturalizaciones térmicas seguidas mediante distintos 

observables espectroscópicos se refleja en los análisis combinados mostrados en 

las Figuras 2.3 y 2.5. No obstante, hay que destacar que algunos de los 

parámetros resultantes directamente de los diferentes ajustes muestran una 

dispersión importante, como por ejemplo los valores de Tm a pH 7.0 cuyas 

diferencias son de 4 °C (Tabla 2.1).  

Los parámetros termodinámicos normalizados proporcionados por el 

análisis global de acuerdo con el modelo de dos estados del desplegamiento del 

dominio hNedd4-WW4, están justo en el límite superior de lo esperado según el 

estudio estadístico a 60 ºC realizado con varias proteínas dos estados por 

Robertson y Murphy (Robertson & Murphy 1997). En el caso del dominio hNedd4-

WW4, los valores obtenidos son: ∆HN-D(60 ºC) = 3.1 ± 0.4 kJ�(mol de residuos)-1, 

∆SN-D(60 ºC) = 9.5 ± 1.5 J�K-1�(mol de residuos)-1 y ∆Cp,N-D = 50 ± 6 J�K-1�(mol de 

residuos)-1. Estos resultados se pueden considerar dentro de la estadística debido 

a que ésta presenta un margen de error asociado muy elevado (7-15%). 

La función de entalpía específica promedio [∆h(T) = ∆H(T)/Pm] de las 

proteínas globulares normalmente converge a 110 ºC en un valor medio de 54 J�g-

1. Este comportamiento de convergencia de las proteínas tradicionalmente se ha 
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atribuido al hecho de que las contribuciones hidrofóbicas (a la entropía y entalpía) 

se aproximan a cero a la temperatura de la convergencia, por lo que, a esta 

temperatura, la entalpía de desplegamiento refleja sobre todo las interacciones 

polares y de van der Waals (Fu & Freire 1992). En este contexto, el hecho de que 

la mayoría de las proteínas globulares tengan similares entalpías específicas 

promedio a 110 ºC indica un alto grado de homogeneidad en cuanto a la densidad 

y la calidad de las contribuciones entálpicas por residuo (Hilser et al. 1996). El 

valor de entalpía específica promedio puede calcularse mediante la extrapolación 

lineal de la entalpía de desplegamiento a 110 ºC teniendo en cuenta el cambio de 

capacidad calorífica derivado de la regresión lineal de los valores de Tm frente ∆Hm 

bajo diferentes condiciones de pH (Fu & Freire 1992; Martinez et al. 1994). En el 

caso del dominio hNedd4-WW4 se ha usado el valor de cambio de capacidad 

calorífica 2.5 ± 0.5 kJ�K-1�mol-1 (r = 0.995), y se ha obtenido un valor de 45 J�g-1. A 

pesar de que el error asociado a la determinación de entalpía específica promedio 

es muy elevado, del orden del 20%, en nuestro caso dicho parámetro también se 

encuentra muy próximo al límite esperado para una proteína que se despliega en 

dos estados y además, por definición refleja la baja cooperatividad de este 

dominio.  

� Curva de estabilidad 

En la Figura 2.6, se han representado la dependencia con la temperatura de 

la función energía de Gibbs a diferentes valores de pH (Panel A) y las 

dependencias de las poblaciones correspondientes a los estados nativo y 

desnaturalizado (Panel B). Estas gráficas indican claramente que hNedd4-WW4 es 

sólo marginalmente estable, ya que, en el mejor de los casos, el valor máximo 

encontrado para la energía de Gibbs de este dominio es inferior a 20 kJ�mol-1 

(Tabla 2.1).  

Las curvas de estabilidad obtenidas en diferentes condiciones de pH 

convergen a unos 120 ºC (Figura 2.6A), lo cual está de acuerdo con las 

estadísticas de parámetros termodinámicos de desplegamiento de otras proteínas 

dos estados (Robertson & Murphy 1997). Sin embargo, es importante señalar que,  
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en el caso de hNedd4-WW4, la temperatura del máximo de estabilidad (TS) es 

anormalmente baja, son valores entre -25 ºC a pH 7.0 y -3 ºC a pH 4.0 (Tabla 2.1). 

A pesar de que la información acerca de los valores de TS para diferentes 

proteínas es escasa, una recopilación de valores de TS (Felitsky & Record 2003) 

muestra claramente que, incluso para proteínas pequeñas (50-60 residuos) los 

valores de TS son generalmente muy superiores a 0 ºC, cercanos, incluso, en 

algunos casos, a 30 ºC. De hecho, el valor más bajo que hemos encontrado hasta 

la fecha en la bibliografía es el de la proteína CI2, con un valor de -8 ºC (Jackson & 

Fersht 1991), muy superior a los -25 ºC obtenidos para el dominio hNedd4-WW4. 
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Figura 2.6. Curvas de estabilidad (panel superior) y análisis de la población de los estados nativo 
y desplegado con la temperatura (panel inferior) del dominio hNedd4-WW4. Los parámetros 
termodinámicos empleados para realizar estas representaciones son los obtenidos a partir del análisis 
global de las curvas de desnaturalización térmica seguida por CD a una longitud de onda de 230 nm y de 
DSC bajo condiciones desde pH neutro hasta pH ácido (Tabla 2.1). En el panel superior, las líneas 
continuas con cuadrados representan los cambios de energía libre de gibbs con la temperatura, ∆GN-D(T), 
según la condición de pH: rojo para fosfato sódico 20mM pH 7.0, amarillo para MES 20mM pH 6.0, 
naranja para acetato sódico 20mM pH 5.0 y azul para glicina 20mM pH 3.0. Las líneas discontinuas en 
gris oscuro corresponden la dependencia con el pH del valor de Ts. En el panel inferior, usando el mismo 
colores se han simulado las fracciones molares correspondientes a los estados nativo (cuadrados llenos) 
y desplegado (círculos vacíos) considerando el mismo código de colores para cada condición de pH 
descrito para el panel superior. 
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En este punto, surge la pregunta sobre el significado de una TS tan baja. Es 

interesante recordar que el incremento del valor de TS, se ha descrito como una de 

las estrategias utilizadas por proteínas termófilas para lograr una mayor estabilidad 

a altas temperaturas mediante una rigidificación significativa de su estado nativo 

(Nojima et al. 1977; Jaenicke 2000; Razvi & Scholtz 2006). En este caso, 

argumentando en sentido contrario, se podría especular que, dado que los 

dominios WW están generalmente involucrados en la mediación de  interacciones 

proteína-proteína, el valor de TS anormalmente bajo que caracteriza al dominio 

hNedd4-WW4 podría reflejar la necesidad de una gran plasticidad y flexibilidad del 

estado nativo para el reconocimiento efectivo de sus ligandos. 

� Capacidad calorífica del estado nativo 

La capacidad calorífica absoluta de este dominio a bajas temperaturas 

[Cp,N(20 ºC) = 1.73 ± 0.2 J�K-1�g-1] es muy superior al valor de 1.3 ± 0.3 J�K-1�g-1 

que corresponde al promedio de diferentes bases de datos de proteínas dos-

estados, y que tradicionalmente se ha aceptado como un valor universal para las 

proteínas globulares (Privalov & Khechinashvili 1974; Freire 1995). Este valor se 

encuentra, asimismo, en el límite superior del intervalo de capacidades caloríficas 

para el estado nativo obtenido en estadísticas más recientes utilizando un conjunto 

más amplio de proteínas globulares, que se encuentran entre los 1.25 y los 1.8 

J�K-1�g-1 (Makhatadze 1998). Este elevado valor de la capacidad calorífica, al igual 

que los valores de TS o el ∆h(110 ºC), está en concordancia con un estado nativo 

que presente una importante flexibilidad conformacional. 

Hay importantes diferencias entre las representaciones de la función de 

capacidad calorífica del estado nativo teórica (Freire 1995) y las determinadas en 

los ajustes de los datos experimentales (Figuras 2.4 y 2.5). La aparición de líneas 

base por encima de los valores típicamente observados para otras proteínas 

globulares, se ha descrito previamente para otros sistemas, tales como ciertas 

cremallera de leucina (Dragan & Privalov 2002; Privalov & Dragan 2007), las 

proteínas BBL (Naganathan et al. 2005) y gpW (Fung et al. 2008). Sin embargo, en 

estos casos, además de un valor elevado de Cp,N(20 ºC), se observó también una 

fuerte dependencia de la capacidad calorífica del estado nativo con la temperatura. 
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Teniendo en cuenta que las líneas base pre- y post- transición están 

estrechamente correlacionadas con las fluctuaciones de entalpía de los estados 

macroscópicos (Privalov & Khechinashvili 1974; Freire et al. 1993; Makhatadze & 

Privalov 1995; Robertson & Murphy 1997; Privalov & Dragan 2007), estos valores 

anormalmente altos han sido interpretados en términos de un equilibrio más 

complejo que el de dos estados. En el caso concreto de las cremalleras de leucina, 

se ha establecido que este comportamiento responde a un equilibrio multiestados, 

mientras que en el caso de las proteínas gpW y BBL se ha atribuido a un baja 

cooperatividad en el equilibrio conformacional, de modo que BBL se ha propuesto 

como un claro ejemplo de un plegamiento sin barreras, “downhill” (Naganathan et 

al. 2005), y gpW parece estar en la línea divisoria entre un plegamiento de dos 

estados y un sistema “downhill” (Fung et al. 2008). En estos casos, la fuerte 

dependencia de la capacidad calorífica del estado nativo con la temperatura refleja 

el cambio progresivo en las propiedades del conjunto de conformaciones en 

equilibrio (Naganathan et al. 2005). En nuestro caso, aunque hNedd4-WW4 

presenta valores de Cp,N(T) anormalmente altos, la pendiente de la función 

capacidad calorífica es la esperada para una proteína de este tamaño. Así, como 

se puede observar en la Figura 2.5, la función Cp,N(T) teórica (Freire 1995) es 

paralela a la obtenida en el ajuste al modelo de dos estados. La pendiente nos 

indica que las propiedades conformacionales del dominio hNedd4-WW4 

evolucionan con el incremento de temperatura de igual manera que teóricamente 

lo hace un único macroestado nativo de una proteína del mismo tamaño que 

despliega según el modelo de dos estados. 

Una explicación alternativa para el valor anómalo de la Cp,N(20 ºC) 

experimental podría ser la presencia de otro estado plegado nativo con una 

conformación diferente, lo cual también sería coherente con la dispersión hallada 

para los valores de Tm y la ausencia de un punto de isosbéstico (Arbely et al. 2009; 

Settanni & Fersht 2009). En este caso, el equilibrio entre los diferentes estados 

nativos podría dar lugar a una contribución en el cambio de entalpía que 

justificarían los elevados valores para Cp,N (T) (Settanni & Fersht 2009). Una 

situación parecida se ha descrito para otro dominio WW, el dominio hFbp28-WW, 

donde el cambio de conformación en el estado nativo está provocado por un único 
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residuo, como respuesta a la presencia de diferentes tipos de ligandos 

(Karanicolas & Brooks 2004). 

En resumen, a pesar de que los datos experimentales se pueden describir 

en términos de un equilibrio de dos estados, el análisis del desplegamiento térmico 

del dominio hNedd4-WW4 revela varias características de los espectros y valores 

anómalos para algunos de los parámetros termodinámicos que son indicios de un 

proceso más complejo, como puede ser el desplegamiento sin barreras o la 

presencia de otras conformaciones alternativas del estado nativo. 

2.2.3. Experimentos de doble perturbación  

Para investigar más a fondo la naturaleza del equilibrio conformacional de 

hNedd4-WW4, se ha analizado el acoplamiento de la desnaturalización térmica y 

química. Estos experimentos de doble perturbación se han presentado como una 

herramienta adecuada para discernir entre los diferentes tipos de equilibrios (Oliva 

& Munoz 2004).  

En una situación de plegamiento limitado por una barrera energética, el 

desplegamiento térmico seguido mediante un observable local de la estructura de 

la proteína tendrá una forma sigmoidal, la señal cambia gradualmente a medida 

que lo hace el grado de estructura. En este caso, las contribuciones del estado 

nativo y del estado desplegado a los parámetros termodinámicos obtenidos del 

análisis de desplegamiento (entalpía y entropía) estarán relacionadas de forma 

lineal. La presencia de un agente desnaturalizante, como es la urea, hace que 

disminuya la temperatura del punto medio de la transición de desplegamiento, Tm, 

sin modificar propiedades conformacionales del estado nativo (y de este modo, 

manteniendo la línea base pre-transición) hasta que la desnaturalización por frío 

comienza a ser detectable (Cobos et al. 2002; Felitsky & Record 2003).  

En un equilibrio sin barrera (“downhill”), las curvas de desplegamiento 

también presentan una forma sigmoidal, aunque menos pronunciada, y con 

importantes variaciones en las líneas base pre- y post-transición, como una 

disminución de la señal del estado nativo (línea base pre-transición) incluso en 

condiciones de elevada estabilidad (Oliva & Munoz 2004). También se ha 

propuesto que dicho cambio continuo de la distribución conformacional produce 
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una relación no lineal entre los parámetros termodinámicos (Naganathan et al. 

2005), así como la intersección de las líneas base fenomenológicas derivadas del 

análisis dentro del rango de temperatura del experimento. La intersección de las 

líneas base es incompatible con cualquier proceso que implique una barrera de 

energía, ya que éstas reflejan las propiedades estructurales del conjunto, y su 

cruce implicaría que los estados nativo y desplegado tendrían el mismo contenido 

estructural a la temperatura de intersección (Oliva & Munoz 2004). 

Los resultados de los experimentos de doble perturbación llevados a cabo 

con el dominio hNedd4-WW4 se resumen en la Figura 2.7. En el Panel A se 

muestran los perfiles de desnaturalización térmica seguidos por CD a 230 nm 

correspondientes a concentraciones de urea entre 0 M y 6 M de urea en tampón 

fosfato sódico 20 mM a pH 7.0. La característica más sobresaliente de este 

conjunto de curvas de desnaturalización térmica es una disminución progresiva de 

la elipticidad molar por resto para el estado nativo a bajas temperaturas 

concomitante con el aumento en la concentración de urea. Esto, en principio, 

podría ser indicativo de un plegamiento tipo “downhill” (Oliva & Munoz 2004), en 

cuyo caso reflejaría el cambio de propiedades estructurales de la distribución 

conformacional del estado nativo con la concentración de urea. No obstante el 

ajuste de los datos experimentales utilizando el modelo de dos estados reproduce 

correctamente estos efectos, como se puede ver en la Figura 2.7A. A raíz de este 

análisis, parece que nuestros datos son compatibles con el inicio de la 

desnaturalización por frío en el contexto de un equilibrio de dos estados. Además, 

las líneas base obtenidas en este análisis son paralelas, lo que indica que la 

dependencia con la temperatura del estado nativo y desnaturalizado son similares 

y, por tanto, no se cruzan dentro del rango de temperaturas experimentales 

(Nicholson & Scholtz 1996; Knapp et al. 1998; Cobos et al. 2002; Felitsky & Record 

2003; Oliva & Munoz 2004; Naganathan et al. 2005). Los valores de Tm y ∆Hm 

presentan una muy buena correlación lineal [r = 0.995 (datos no mostrados)] con la 

concentración de urea, y el cambio de capacidad calorífica es comparable al 

obtenido del estudio de la desnaturalización térmica en distintas condiciones de pH 

(Tabla 2.1). Tampoco se observan grandes desviaciones del comportamiento lineal 

de la entalpía de desplegamiento de hNedd4-WW4 a 25 ºC con la concentración 
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de urea (Figura 2.7B), como se ha propuesto para aquellas proteínas cuyo 

desplegamiento se produce sin barreras de energía (Oliva & Munoz 2004; 

Naganathan et al. 2005; Fung et al. 2008; Naganathan et al. 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para distinguir claramente entre los dos posibles comportamientos durante 

el plegamiento en el caso del dominio hNedd4-WW4, sería deseable obtener una 

evidencia experimental de la desnaturalización fría pronosticada por el análisis de 

dos estados de los datos de CD, como se ilustra en la simulación de la Figura 

2.8A. Para ello, hemos llevado a cabo varios experimentos DSC en diferentes 

concentraciones de urea, que se muestran en el Panel B la Figura 2.8. Sin 

embargo, estos experimentos no aportan evidencias de que se produzca una 

transición a bajas temperaturas. Lo que se observa es un cambio en la Cp,N (T) 

hacia valores más altos coincidiendo con el aumento de la concentración de urea 

(9-10 kJ�K-1�mol-1 en ausencia de urea y 20 kJ�K-1�mol-1 en 4.8 M de urea), y que 

es paralelo al cambio en la señal de estado nativo que presentan las curvas de CD 

(Figura 2.7A). Como se puede apreciar en el panel C de la Figura 2.8, la
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Figura 2.7. Dependencia de la desnaturalización térmica seguida por CD (a 230 nm) en presencia 
de distintas concentraciones de urea para el dominio hNedd4-WW4. A) En círculos vacíos se han 
representado los datos experimentales en fosfato sódico 20mM pH 7.0, en presencia de urea, atendiendo 
al siguiente código de colores: 0 M urea en rojo, 0.94 M urea en naranja, 2.01 M urea en verde, 2.96 M 
urea en magenta, 3.92 M urea en purpura, 4.89 M urea en azul y 5.98 M en azul marino. Las líneas 
continuas, que acompañan los datos experimentales, corresponden al mejor ajuste global según el 
modelo de dos estados (ecuación II.IX, Apéndice II) compartiendo las líneas base del estado nativo y del 
estado desnaturalizado para cada conjunto de datos. Las líneas rectas discontinuas representan dichas 
líneas base obtenidas a partir de la estrategia de ajuste global para los estados nativo y desplegado en 
cada conjunto de experimentos de desnaturalización térmica. B) Representación de los valores de 
entalpía de desplegamiento a extrapolados a 25 ºC frente a la concentración de urea. La línea negra 
continua corresponde al ajuste lineal de los datos. Las barras representa la propagación de errores del 
ajuste. 
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simulación de los perfiles de capacidad calorífica esperados según los parámetros 

obtenidos en el experimento de doble perturbación por CD proporcionan trazas 

calorimétricas muy similares a las obtenidas experimentalmente (Figura 2.8B). 

Esta simulación nos indica que los experimentos no son concluyentes porque 

cuando se estudian proteínas pequeñas con transiciones anchas y poco 

cooperativas, aún tratándose de un equilibrio de dos estados, sería muy difícil 

observar experimentalmente un aumento claro de la capacidad calorífica a baja 

temperatura asociado a la desnaturalización fría, tal como se ha descrito para otras 
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Figura 2.8. Simulaciones y dependencia con la urea de la desnaturalización térmica del dominio 
hNedd4-WW4 en tampón fosfato 20 mM, pH 7.0. A) Simulación del perfil de desnaturalización térmica 
entre -70 ºC y 100 ºC en presencia de diferentes concentraciones de urea de 0, 0.94, 2.01, 2.96, 3.92, 
4.89 y 5.98 M (líneas continuas) junto con los datos experimentales de CD registrados a una longitud de 
onda de 230 nm (circulos abiertos). Ambos se han representado de acuerdo con el código de colores 
empleado en la Figura 2.7. B) Curvas normalizadas de DSC obtenidas a concentraciones intermedias de 
urea. Se muestran tres calentamientos consecutivos de cada muestra en presencia de 3.1, 3.9 y 4.8 M de 
urea realizados hasta 70 ºC para evitar efectos térmicos asociados a fenómenos de degradación de la 
urea. C) Simulación de los perfiles de capacidad calorífica esperados para distintos experimentos de DSC 
en presencia de 2.9, 3.9 y 4.9 M urea. Se representan tres curvas teniendo en cuenta los parámetros 
termodinámicos obtenidos a partir del ajuste global al modelo de dos estados del experimento de doble 
perturbación seguido por CD (Figura 2.7). 
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proteínas dos estados mucho más cooperativas (Privalov 1990; Azuaga et al. 

1992).  

En resumen, las dependencias lineales de la entalpía de desplegamiento 

con la temperatura y la concentración de urea indican, en principio, un equilibrio de 

dos estados. No obstante, no hemos encontrado pruebas concluyentes de la 

existencia de una desnaturalización a bajas temperaturas y los experimentos de 

doble perturbación, muy similares a los descritos para proteínas con 

desnaturalización tipo “downhill” (Oliva & Munoz 2004; Naganathan et al. 2005; 

Fung et al. 2008), indican que el nivel de cooperatividad en el equilibrio es muy 

bajo. En este sentido, es importante señalar que, aunque el modelo de dos 

estados describe el comportamiento experimental de manera razonable, los 

parámetros termodinámicos obtenidos para el dominio hNedd4-WW4 no son 

propios de proteínas dos estados, sino más  similares a los de proteínas “downhill” 

como BBL (Naganathan et al. 2005) y gpW (Fung et al. 2008). 

En conjunto, los datos de hNedd4-WW4 indican que el equilibrio 

conformacional de este dominio parece estar en el límite de lo que podría 

considerarse como un equilibrio cooperativo de dos estados y parecen reflejar una 

disminución de la barrera de energía entre macro-estados inducida por cambios en 

las condiciones experimentales, tales como la presencia de desnaturalizantes 

químicos. En este sentido, un reciente estudio computacional con el dominio WW 

de la proteína Pin1 ha llegado a conclusiones similares, sugiriendo que este 

dominio podría exhibir un comportamiento “downhill” a temperaturas inferiores a la 

fisiológica (Bruscolini et al. 2007). Estos efectos a baja temperatura son similares a 

los observados con el dominio hNedd4-WW4 a consecuencia de la adición de 

urea.  

Para profundizar en el estudio del desplegamiento de este dominio WW y 

determinar claramente la naturaleza de su equilibrio conformacional estamos 

realizando estudios adicionales, en colaboración con el grupo de investigación del 

Dr. Víctor Muñoz, para estimar la magnitud de la barrera de plegamiento, tanto a 

partir del análisis de los datos calorimétricos con el modelo de barrera variable 

(Munoz & Sanchez-Ruiz 2004) como mediante estudios cinéticos detallados 

(Naganathan et al. 2005; Fung et al. 2008; Li et al. 2009; Naganathan et al. 2010). 
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2.3. Caracterización de otros dominios WW  

La caracterización y comparación entre los experimentos cinéticos y de 

equilibrio de dominios WW homólogos, asi como de otras proteínas marginalmente 

estables, brinda la oportunidad de diseccionar experimentalmente los factores 

determinantes en la secuencia, en la estructura, y en la evolución de las barreras 

de energía de plegamiento y de la cooperatividad para las estructura de tipo β. El 

uso de dominios homólogos ofrece la ventaja de la comparación de las proteínas 

naturales con diferencias en la secuencia debido a la evolución divergente. De 

hecho, en un trabajo reciente realizado con el dominio BBL se ha propuesto que la 

combinación del análisis cinético y del equilibrio conformacional de otros 

homólogos estructurales con cinéticas de plegamiento ultrarrápidas proporciona 

una prueba empírica de la validez y de la sensibilidad de las diferentes 

características del equilibrio que se han propuesto para el plegamiento tipo 

“downhill” (Naganathan et al. 2010). Por tanto, en base a estas ideas y dado que el 

dominio hNedd4-WW4 parece estar en el límite de lo que se considera como un 

equilibrio de dos estados, hemos ampliado la caracterización del equilibrio 

conformacional a un conjunto de dominios WW de distintas procedencias, entre los 

que se encuentra un dominio homólogo de hNedd4-WW4. Por un lado, hemos 

seleccionado otros dos dominios WW del grupo I de especificidad, además de 

hNedd4-WW4, su homólogo hNedd4-WW3 y el dominio hYap1-WW1(L30K), y por 

otro lado, otros dos dominios homólogos del grupo II, los dominios WW1 y WW2 

de la proteína hFbp11. En la Figura 2.1A, se han recogido los alineamientos de las 

secuencias correspondientes a ambos conjuntos de dominios, para los cuales la 

similitud de secuencia obtenida es bastante elevada (65%).  

2.3.1. Espectros de dicroísmo circular 

En la Figura 2.9 se presentan los espectros de CD de cada dominio WW en 

el rango del UV-lejano a temperaturas entre 2 y 98 ºC. Como podemos observar, 

no todos los espectros de CD de estos dominios WW presentan exactamente el 

mismo aspecto. El máximo característico a 230 nm (Figura 2.2A) presenta 

diferente intensidad en los distintos dominios: en los espectros de hNedd4-WW3 ni 

siquiera se aprecia dicho pico, en los espectros del dominio hYap-WW1(L30K) 
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tiene una intensidad muy baja, y en los dominios WW1 y WW2 de hFbp11 es una 

banda muy intensa. De acuerdo con la bibliografía (Koepf et al. 1999a; Koepf et al. 

1999b; Ferguson et al. 2001a; Jager et al. 2001; Jager et al. 2007), estos efectos 

en el máximo a 230 nm se relacionan con diferencias en el empaquetamiento del 

W17 en el corazón hidrofóbico de los dominios WW. Por otra parte, todos estos 

dominios WW muestran la banda intensa y de valor negativo en torno a 200nm, 

que es muy similar a la observada para hNedd4-WW4 y a la descrita para otras 

proteínas que contienen láminas β distorsionadas (Viguera et al. 1994; Knapp et al. 

1998; Reid et al. 1998). No obstante, como se aprecia en la Figura 2.9, este pico 

presenta una menor dependencia con la temperatura en los dos dominios WW de 

la proteína hFbp11. Por último, del mismo modo que sucede con el dominio 

hNedd4-WW4, en los espectros de CD a distintas temperaturas de estos cuatro 
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Figura 2.9. Espectros de dicroísmo circular en UV-lejano de distintos dominios WW. Se han 
registrado diez espectros en fosfato sódico 20 mM pH 7.0 en el intervalo de temperaturas de 2º a 90 ºC. 
A) Dominio hNedd4-WW3, B) dominio hYap-WW1(L30K), C) dominio hFbp11-WW1 y D) dominio hFbp11-
WW2. 
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dominios tampoco se observa el punto isosbéstico (o isodicroíco) característico de 

las proteínas dos estados. 

2.3.2. Desnaturalización térmica en distintas condiciones de pH  

En la Figura 2.10 se presentan los perfiles de DSC para el desplegamiento 

térmico de los dominios hNedd4-WW3 (panel A), hYap-WW1 (L30K) (panel B), 

hFbp1-WW1 (panel C) y hFbp1-WW2 (panel D), en distintas condiciones de pH. 

Tras comprobar que cada proceso de desplegamiento es reversible, se realizó el 

ajuste individual al modelo de dos estados (ecuación I.X en el Apéndice I) de cada 

una de las curvas. Las únicas excepciones para las que no se ha podido realizar el 

análisis de las curvas completas, han sido los experimentos a pH 7.0 y 5.0 del 

dominio hFbp11-WW2 (Figura 2.10D), porque presentan una disminución brusca 

en la Cp por encima de los 80 ºC. El proceso de desplegamiento es irreversible por 

encima de esta temperatura incluso en presencia de agentes reductores. En este 

caso se ha podido comprobar que las trazas presentan una reversibilidad más 

elevada en ambas condiciones de pH, si se calienta justo hasta completar la 

transición principal (70-80 ºC), lo que confirma que se trata de una agregación 

post-transición. Estos fenómenos de agregación del dominio hFbp11-WW2 se 

pueden explicar adecuadamente como un proceso irreversible por medio del 

modelo Lumry-Eyring (N ⇄ D → F) y se sabe que afectan mínimamente a los 

parámetros termodinámicos obtenidos a partir de la endoterma principal (Sanchez-

Ruiz 1992; Martinez et al. 1994). Por tanto, en éste y en los próximos análisis que 

se realicen, se han considerado los datos experimentales de estas dos trazas 

cortándolas en 80 ºC.  

El ajuste individual de cada endoterma de desplegamiento de acuerdo con 

el modelo de dos estados reproduce perfectamente los datos experimentales para 

los cuatro dominios WW (con valores de r y r2 entre 0.999 y 0.99), como se 

observa en la Figura 2.10. Sin embargo, al igual que sucede con el dominio 

hNedd4-WW4 (Figura 2.4), las líneas base que se obtienen de estos ajustes para 

el estado nativo, Cp,N(T), y desplegado, Cp,D(T), no son del todo realistas, pues se 

produce su intersección a temperaturas cercanas a la Tm, análogamente a lo que 

sucede en el análisis individual de las curvas de DSC del dominio hNedd4-WW4 



Capítulo 2 

 

 

 

 

 

80 

(Figura 2.4). En el caso de las funciones para la Cp,N(T) obtenidas en los ajustes 

individuales a distintos pH para cada dominio tampoco se parecen a la función 

lineal teórica estimada a partir del peso molecular y típicamente aceptada para 

proteínas globulares (Freire 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En cada conjunto de curvas de DSC a distintos pH para estos dominios se 

aprecia un aumento progresivo de la capacidad calorífica a alta temperatura con el 

pH. Las funciones de Cp,D(T) a pH 3.0 de cada dominio coinciden prácticamente 
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Figura 2.10. Dependencia de la capacidad calorífica con la temperatura de cuatro dominios WW 
distintos en diferentes condiciones de pH. A) Dominio hNedd4-WW3. B) Dominio hYap-WW1(L30K).  
C) Dominio hFbp11-WW1. D) Dominio hFbp11-WW2. Los datos se han representado como círculos 
vacíos con diferente color según la condición de pH: rojo para fosfato sódico 20 mM pH 7.0, amarillo para 
MES 20 mM pH 6.0, naranja para acetato sódico 20 mM pH 5.0, verde para acetato sódico 20 mM pH 4.0, 
azul cian para glicina 20 mM pH 3.5 y azul para glicina 20 mM pH 3.0. El mejor ajuste individual, 
considerando funciones Cp,N(T) y Cp,D(T) para cada curva según el modelo de dos estados, se ha 
mostrado como una línea continua acompañando a los datos experimentales en el mismo código de 
colores. Las líneas punteadas en los mismos colores corresponden a las funciones Cp,N(T) y Cp,D(T) 
obtenidas a partir del ajuste para cada curva. Las líneas continuas en negro corresponden a la función 
Cp,D(T) calculada mediante la adición de las contribuciones de cada aminoácido (Privalov & Makhatadze 
1990) (arriba) y a la función teórica Cp,N(T) estimada a partir del peso molecular del dominio (Freire 1995) 
(abajo). 
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con la función teórica calculada a partir de los valores tabulados para cada 

aminoácido (Privalov & Makhatadze 1990), salvo en el caso de los experimentos 

de hFbp11-WW2, que muestran valores de Cp,D(T) ligeramente por debajo de la 

predicción teórica debido a la distorsión de la traza por los procesos irreversibles 

post-transición. Al aumentar el pH, se observa un incremento en el valor de la 

función Cp,D(100 ºC) de 1 a 2 kJ�K-1�mol-1 entre pH 3.0 y pH 7.0, dependiendo del 

dominio (Figura 2.10). 

La variación de la función Cp,D con el pH está posiblemente relacionada con 

las diferentes contribuciones a la capacidad calorífica de los distintos estados de 

ionización de las cadenas laterales cargadas (Gomez et al. 1995). En el intervalo 

de pH de los experimentos, entre pH 7.0 y 3.0, son cuatro los grupos susceptibles 

de variar su estado de ionización. Además del grupo indol de la histidina, están los 

grupos carboxílicos del extremo amino-terminal, de la cadena lateral del ácido 

aspártico y del ácido glutámico. En la Tabla 2.2, se muestran varias estimaciones  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2.2. Cálculo teórico del cambio de la capacidad calorífica correspondiente a la protonación 
del carboxilo terminal y de las cadenas laterales de los restos histidina, ácido glutámico y ácido 
aspártico. Para el cálculo se han tenido en cuenta el número de restos presentes en los dominios 
hNedd4-WW3, hYap1-WW1 y hFbp11-WW1. Se han utilizado los siguientes valores de cambio de 
capacidad calorífica y entalpía de protonación: 125.4 J�mol-1�K-1

 y -2 J�mol-1 respectivamente, para los 
grupos carboxílicos; y 16.7 J�mol-1�K-1

 y 29.6 J�mol-1 respectivamente, para los grupos indol (Gomez et 
al. 1995) 

 
Proteína 

 
Grupos ionizables 

Fp�∆∆∆∆Cp,prot, Fp,todos=1 
(J�mol-1�K-1) 

*Fp�∆∆∆∆Cp,prot,máximo, Fp,His=0.5 
(J�mol-1�K-1) 

His 3 50.1 914.1 
Glu 4 501.6 501.6 
Asp 2 250.8 250.8 

C-terminal 1 125.4 125.4 

 
 

hNedd4-WW3 

Total  927.9 1791.9 
His 1 16.7 304.7 
Glu 2 250.8 250.8 
Asp 4 501.6 501.6 

C-terminal 1 125.4 125.4 

 
 

hYap1-WW1 
(L30K) 

Total  894.5 1182.5 
His 1 16.7 304.7 
Glu 3 376.2 376.2 
Asp 4 376.2 376.2 

C-terminal 1 125.4 125.4 

 
 

hFbp11-WW1 

Total  894.5 1182.5 
*Para calcular el ∆Cp,prot máximo se ha considerado Fp = 1 para todos los grupos ionizables menos para 
las histidinas porque a pH 7, su pKa ~ pH. Por tanto, el valor para el grado de protonación es Fp = 0.5, y 
el valor de Cp,prot asociado a la fluctuación térmica de la protonación se ha calculado de acuerdo con la 
relación: ( ) 221 RTHFF ppp ∆−  (Gomez et al. 1995). 
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de los valores de capacidad calorífica de protonación Cp,prot que caben esperar 

para nuestros sistemas cuando el factor (o grado) de protonación total, Fp, para 

estos grupos en cada dominio es 1 ó 0.5. Cuando la fracción de histidinas 

ionizables es 0.5, la contribución de Cp,prot es máxima debido a las grandes 

fluctuaciones entálpicas asociadas a la ionización de su grupo indol (Gomez et al. 

1995). Si bien es cierto que la contribución debida al efecto de la ionización sobre 

el solvente es equivalente pero de signo opuesto al estimado para los grupos 

carboxílicos, aún así los valores de Cp,prot asociados a las fluctuaciones entálpicas 

de la ionización de las histidinas (Tabla 2.2) son pequeños, pero del mismo orden 

de magnitud que las desviaciones de Cp con el pH observadas para cada dominio 

en la Figura 2.10. 

Estas contribuciones asociadas a la protonación de restos cargados son 

universales para todas las proteínas. Normalmente, los grupos cargados de suelen 

estar en la superficie de la proteína donde la constante dieléctrica es relativamente 

baja (Sturtevant 1977), por tanto, el grado de exposición de los grupos cargados al 

disolvente no cambia mucho en los procesos desplegamiento y no se suelen 

considerar explícitamente en el análisis de los perfiles de DSC. Sin embargo, en 

proteínas de menor tamaño y poco cooperativas como son estos dominios WW, la 

magnitud de este efecto no es despreciable con respecto a los cambios de 

capacidad calorífica asociados a las transiciones de desplegamiento. Con el fin de 

ilustrar esto, en la Figura 2.11 se recoge la dependencia con la temperatura de la 

Cp a distintas condiciones de pH, entre 2.0 y 7.0, medidas en nuestro grupo de 

investigación para una proteína de mayor tamaño, donde se pueden observar 

variaciones (∆Cp,prot a 100 ºC) de magnitud similar a las observadas en las 

transiciones de los dominios WW que no se han considerado en su análisis. 

Para analizar adecuadamente las líneas base de las curvas de DSC 

obtenidas a diferentes valores de pH hemos realizado un ajuste global de acuerdo 

con el modelo de dos estados (Apéndice I). En este análisis, las funciones de 

capacidad calorífica tanto del estado nativo como del estado desnaturalizado se 

han considerado comunes a todas las curvas. Además, para tener en cuenta la 

protonación de las cadenas laterales, se ha añadido un término Fp�∆Cp,prot(100 ºC) 

al cambio de la capacidad calorífica: ∆Cp=(a-d)+(b-e)�T+c�T2+Fp�∆Cp,prot(100 ºC). El  



Estabilidad de dominios WW 

 

 

 

 

 

83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

grado de protonación, Fp, es una de las variables del ajuste global para cada 

condición de pH y la contribución máxima debida a la protonación de cadenas 

laterales en todo el rango de pH estudiado, ∆Cp,prot(100 ºC), una constante que se 

ha estimado directamente de los perfiles de DSC como la diferencia del valor de Cp 

a 100 ºC entre la curva a pH 7.0 y la curva a pH 3.0.  

En la Figura 2.12 se puede comprobar cómo este análisis global de acuerdo 

con el modelo de dos estados describe adecuadamente las curvas de DSC de 

todos los dominios, menos en el caso del dominio hNedd4-WW3, que muestra 

importantes desviaciones para las curvas menos cooperativas a pH ácido. Las 

funciones de Cp,N(T) obtenidas en este ajuste global presentan valores más 

elevados que las estimadas a partir del peso molecular (Freire 1995), no solo para 

la ordenada en el origen como se ha descrito para el análisis individual de las 

curvas de DSC de hNedd4-WW4 (Figura 2.5), sino que ahora también sus 

pendientes son bastante más pronunciadas en los perfiles de DSC de hNedd4-

 

∆∆∆∆Cp,p (100 ºC)
~1.4 kJ�K-1�mol-1

Figura 2.11. Efecto de la protonación de las cadenas laterales en la Cp para el desplegamiento de la 
proteína SPCp41. Dependencia de la capacidad calorífica para la desnaturalización térmica de la 
proteína quimérica SPCp41 basada en el permutante circular de el dominio SH3 de α-espectrina y el 
péptido p41 (76 aminoácidos) (figura tomada de Martin-Sierra et al. 2003). Las líneas continuas se 
corresponden al mejor ajuste por mínimos cuadrados no lineales al modelo de dos estados, y las líneas 
rectas horizontales indican en el eje de ordenadas los valores de Cp(100 ºC) a pH neutro (en color rojo) y 
ácido (en color azul). 
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WW3, hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2. Esta elevada pendiente de la función Cp,N(T) 

sigue produciendo una intersección con la función Cp,D(T) a temperaturas poco 

realistas, muy por debajo de los 120 ºC convenidos como valor de convergencia 

para las proteínas globulares (Privalov & Dragan 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para evaluar si el proceso de desplegamiento de estos dominios WW tiene 

el mismo comportamiento descrito para el dominio hNdd4-WW4 hemos obtenido 

sus parámetros termodinámicos a partir de diferentes observables que describen 

distintos aspectos conformacionales de la proteína, como son la señal 
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Figura 2.12. Dependencia de la capacidad calorífica con la temperatura en diferentes condiciones 
de pH. A) Dominio hNedd4-WW3. B) Dominio hYap-WW1(L30K). C) Dominio hFbp11-WW1. D) Dominio 
hFbp11-WW2. Los datos se han representado como círculos vacíos según la condición de pH: rojo para 
fosfato sódico 20 mM pH 7.0, amarillo para MES 20 mM pH 6.0, naranja para acetato sódico 20 mM pH 
5.0, verde para acetato sódico 20 mM pH 4.0, azul cian para glicina 20 mM pH 3.5 y azul para glicina 20 
mM pH 3.0. El mejor ajuste global según el modelo de dos estados se muestra como una línea continua 
en el mismo código de colores. En el ajuste global se consideran las funciones Cp,N(T) y Cp,D(T) comunes 
a todas las curvas de cada dominio y un término adicional Fp�∆Cp,prot(100ºC) para la protonación de las 
cadenas laterales. Las líneas punteadas en color negro corresponden a dichas funciones Cp,N(T) y 
Cp,D(T). Las líneas continuas en color negro corresponden a la función Cp,D(T) calculada mediante la 
adición de las contribuciones de cada aminoácido (Privalov and Makhatadze 1990) (arriba) y a la función 
teórica Cp,N(T) estimada a partir del peso molecular del dominio (Freire 1995) (abajo) 
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espectroscópica de CD a 230 nm y la variación de la capacidad calorífica mediante 

DSC (Ginsburg & Carroll 1965; Sanchez-Ruiz 1995). Como hemos descrito para el 

dominio hNedd4-WW4, las curvas de desplegamiento térmico de DSC y CD de 

cada dominio se analizaron mediante un ajuste múltiple asumiendo líneas base 

comunes y valores de ∆Hm y Tm comunes para cada condición de pH. Como se 

puede apreciar en la Figura 2.13, este análisis ha proporcionado una descripción 

razonable de los datos experimentales para el dominio hYap-WW1(L30K), aunque 

los ajustes del resto de dominios WW presentaron desviaciones importantes, lo 

que indica que los distintos observables reflejan diferentes propiedades 

conformacionales para hNedd4-WW3, hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2 durante el 

desplegamiento. Este resultado, junto a la elevada pendiente de la función Cp,N(T)  
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Figura 2.13. Desnaturalización térmica del dominio hYap-WW1 (L30K) seguida por DSC y por CD 
bajo distintas condiciones de pH. Los datos experimentales de ambas técnicas se han representado 
como círculos vacíos con diferente color según la condición de pH que representan: rojo para fosfato sódico 
20mM pH 7.0, amarillo para MES 20mM pH 6.0, naranja para acetato sódico 20mM pH 5.0, verde para 
acetato sódico 20mM pH 4.0, cian para glicina 20mM pH 3.5 y azul para glicina 20mM pH 3.0. La 
desnaturalización térmica a pH 6.0 sólo se obtuvo mediante CD. Las líneas continuas corresponden a al 
ajuste global simultaneo de acuerdo con el modelo de dos estados, considerando común la función ∆Cp(T) 
para ambos conjuntos de datos de CD (230 nm) y DSC, siendo directamente estimado del análisis de las 
trazas experimentales de DSC. Las líneas discontinuas en negro corresponden a las líneas base comunes 
para cada conjunto de curvas obtenidas a partir del ajuste. La línea recta continua en negro bajo las trazas 
de DSC representan la función teórica Cp,N(T) correspondiente a una estimación basada en el peso 
molecular de cada dominio (Freire 1995), mientras que la línea continua con cierta curvatura (casi coincide 
con la traza a pH 3.0) representa la función teórica Cp,D(T) calculadas mediante la adición de las 
contribuciones individuales de cada aminoácido (Privalov & Makhatadze 1990). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Método pH Tm ∆∆∆∆Hm ∆∆∆∆G(25ºC) TS ∆∆∆∆Gmáx(TS) ∆∆∆∆Cp ∆∆∆∆h,m (110 ºC)d
 Cp,N (20ºC) 

  (ºC) (kJ�mol-1) (kJ�mol-1) (ºC) (kJ�mol-1) (kJ�K-1�mol-1) (kJ�g-1) (kJ�K-1�mol-1) 

hNedd4-WW3          
DSC distintos pHc 7 58.8 83 8.7 -9 13.3  42.5  
(ajuste individual) 6 50.4 79 5.1 5 6.7  --  
 5 48.3 63 3.7 11 4.3  39.9 11.3 
 4 37.7 54 1.9 12 2.9 2.1 39.6 (ó 2.05 por g) 
 3.5 30.3 52 0.9 9 2.5  36.0  
 3 b 12.4 29 -- -- --  --  
 2b -- -- -- -- --  --  
Doble perturbación CD  7 b 51.5 134 7.7 -- -- 2.9 --  

hYap-WW1 (L30K)          

CD+DSC distintos  pHc 7 47.0 95 5.8 -24 11.4  43.9  
(ajuste global) 6 b 47.9 91 -- -- --  45.0  
 5 46.0 93 5.4 -23 10.9 2.0 46.5 10.0  
 4 35.6 75 2.5 -20 7.2  44.2 (ó 1.81 por g) 
 3.5 21.6 54 -0.6 -17 3.7  42.5  
 3 5.0 31 -3.1 -16 1.3  --  
Doble perturbación CD  7 b 48.9 132 7.8 -- -- 2.2 --  

 

Tabla 2.3. Parámetros termodinámicos de plegamiento de los dominos hYap-WW1(L30K), hNedd4-WW3, hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2. Los distintos parámetros 
se han obtenido mediante el ajuste de los experimentos de DSC o mediante el ajuste global de los experimentos de DSC junto a las desnaturalizaciones térmicas 
seguidas por CDa. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2.3. Parámetros termodinámicos de plegamiento de los dominos hYap-WW1(L30K), hNedd4-WW3, hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2 (continuación). 

 

hFbp11-WW1          

DSC distintos pHc 7 67.9 129 17.4 -34 32.5  41.0  
(ajuste individual) 5 69.2 111 15.7 -31 27.9  40.0 9.2 
 4 66.3 107 14.0 -30 25.2 1.02 37.0 (ó 1.73 por g) 
 3 55.3 100 9.4 -25 18.8  36.8  
Doble perturbación CD  7 b 64.2 112 10.0 -- -- 1.24 --  

hFbp11-WW2          
CD+DSC distintos  pHc 7 52.2 121 8.8 -26 16.0  41.0  
(ajuste global) 6 b 54.0 118 8.9 -- --  40.8  
 5 46.1 98 5.6 -19 10.6  38.1 9.5 
 4 36.3 91 3.1 -18 8.6 1.89 40.6 (ó 1.70 por g) 
 3.5 b 26.2 76 0.3 -- --  40.8  
 3  19.1 56 -1.2 -15 3.5  39.7  
 2b 11.5 45 -- -- --  40.6  
Doble perturbación CD  7 b 51.8 128 8.2 -- -- 2.10 --  
aLos errores se han estimado en 5% para la Tm, 10% para ∆Hm y 20% para el resto de parámetros. bEn estas condiciones de pH, los experimentos de desnaturalización 
térmica únicamente se obtuvieron mediante CD. cValores para los coeficientes que definen las líneas bases compartidas entre los diferentes conjuntos de experimentos 
de acuerdo con la estrategia de ajuste según el modelo de dos estados, donde Tr, temperatura de referencia, es 25 ºC y los valores subrayados fueron estimados a partir 
de la contribución individual de cada aminoácido (Privalov & Makhatdze 1990). dEste parámetro se ha calculado mediante la ecuación II.VI (Apéndice II) a partir de los 
valores de Tm, ∆Hm y ∆Cp (pendiente de la correlación lineal entre Tm  y ∆Hm) obtenidos a partir del análisis global de las desnaturalizaciones térmicas seguidas por CD. 
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obtenida del ajuste global de DSC, son evidencias claras de que los equilibrios 

conformacionales de los dominios hNedd4-WW3, hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2 

presentan una mayor complejidad que el típico comportamiento de dos estados.  

En la Tabla 2.3 se han recogido los parámetros termodinámicos obtenidos 

para la desnaturalización térmica de cada dominio WW en diferentes condiciones 

de pH mediante CD y DSC. Para el dominio hYap-WW1(L30K) se han considerado 

los parámetros obtenidos del análisis combinado de CD y DSC y para los otros 

dominios sólo los obtenidos mediante DSC. 

En la Figura 2.14 se muestran los análisis globales del desplegamiento 

térmico seguido por CD (230 nm) para los dominios hNedd4-WW3, hFbp11-WW1 y 

hFbp11-WW2 en distintas condiciones de pH. En esta figura se puede observar 

cómo el modelo de dos estados es capaz de ajustar globalmente los conjuntos de 

curvas de CD de los dominios hNedd4-WW3 y hFbp11-WW2, pero no las curvas 

del dominio hFbp11-WW1.  

Además, en los recuadros interiores de cada panel de la Figura 2.14, para 

ilustrar las diferencias de los parámetros termodinámicos resultantes de los 

distintos ajustes globales de las curvas de CD o DSC se han simulado las curvas 

de CD que resultarían de los parámetros obtenidos en los ajustes de DSC. Para 

los dos dominios hNedd4-WW3 y hFbp11-WW1 las diferencias de los parámetros 

obtenidos por ambas técnicas son notables. En ambos casos parecen 

sobrestimados los parámetros obtenidos mediante DSC respecto de los de CD. 

Estas diferencias son máximas para el dominio hNedd4-WW3 (Figura 2.14A), para 

el que ni siquiera ha sido posible realizar un ajuste global de las curvas de DSC. 

Este resultado constituye la principal evidencia de que el modelo de dos estados 

no es adecuado para el análisis del equilibrio conformacional de este dominio WW. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.14. Desnaturalización térmica de varios dominios WW seguida mediante CD a una 
longitud de onda de 230 nm y bajo distintas condiciones de pH: A) dominio hNedd4-WW3, B) 
dominio hFbp11-WW1 y C) dominio hFbp11-WW2. Los datos experimentales se han representado como 
círculos vacíos con diferente color según la condición de pH: rojo para fosfato sódico 20mM pH 7.0, 
amarillo para MES 20mM pH 6.0, naranja para acetato sódico 20mM pH 5.0, verde para acetato sódico 
20mM pH 4.0, cian para glicina 20mM pH 3.5, azul para glicina 20mM pH 3.0, azul marino para glicina 
20mM pH 2.5 y gris para glicina 20mM pH 2.0. Las líneas continuas corresponden al ajuste global  de 
acuerdo con el modelo de dos estados, considerando común un valor de ∆Cp(T) estimado como la 
pendiente de la correlación de ∆Hm frente a Tm. Las líneas discontinuas en negro corresponden a las 
líneas bases comunes para cada conjunto de curvas e invariantes durante el ajuste. En cada recuadro, 
se ha representado una simulación de las curvas de CD (líneas continuas) sobre los datos 
experimentales (círculos). Las simulaciones se han realizado utilizando las mismas líneas base y los 
parámetros de los mejores ajustes al modelo de dos estados de las respectivas curvas de DSC de cada 
dominio WW 
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Por otro lado, en las curvas simuladas con los datos de DSC de hFbp11-

WW1 (Figura 2.14B), se observa una incipiente desnaturalización fría por debajo 

de 15 ºC que es diferente a la disminución de señal a baja temperatura con el pH 

que se aprecia en los datos experimentales de CD, son diferentes efectos sobre el 

estado nativo. No obstante, para el dominio hFbp11-WW2 (Figura 2.14C) las 

curvas simuladas son mucho más parecidas a las experimentales y sólo hay 

diferencias importantes entre los parámetros a pH 3.0.  

Los valores de convergencia para la entalpía específica media a 110 ºC de 

cada dominio estimados como se ha indicado para el dominio hNedd4-WW4 son 

también inferiores a los 54 J�g-1 propuestos para proteínas globulares; para los 

cuatro dominios, estos valores convergen en una entalpía específica media de 

unos 40-45 J�g-1 independientemente de las condiciones experimentales (Tabla 

2.3). Este resultado, como se ha comentado para hNedd4-WW4, refleja la baja 

cooperatividad de estos dominios en comparación con el resto de las proteínas 

globulares (Hilser et al. 1996). Además, los valores de entalpía, entropía o cambio 

de capacidad calorífica a 60 ºC de estos dominios WW son bastante diferentes a 

los valores determinados para otras proteínas globulares (Robertson & Murphy 

1997). Al igual que para el dominio hNedd4-WW4, los valores de convergencia 

para hYap-WW1(L30K) están próximos a los límites de los valores 

tradicionalmente aceptados para proteínas globulares. Esto es debido a que la 

intersección de las funciones Cp,N(T) y Cp,D(T) de hNedd4-WW4 y hYap-

WW1(L30K) se producen a temperaturas mayores que en los otros dominios WW 

(Figuras 2.5 y 2.12B, respectivamente), de modo que la dependencia de los 

parámetros termodinámicos con la temperatura no se ven tan afectados por el 

valor de cambio de capacidad calorífica, ∆Cp, en estos casos. 

La temperatura de máxima estabilidad, TS, de estos dominios también 

presenta valores muy bajos en comparación con los obtenidos en la 

caracterización de la estabilidad de otras proteínas globulares (Jackson & Fersht 

1991; Felitsky & Record 2003). En las condiciones experimentales de mayor 

estabilidad (aparentemente a pH 7), estas TS son -34 ºC para el dominio hFbp11-

WW1, alrededor de -25 ºC para hYap-WW1 (L30K) y hFbp11-WW2, y -9 ºC para 

hNedd4-WW3. A medida que las condiciones experimentales se vuelven más 

desestabilizantes (más ácidas) para estos dominios, los valores de energía libre de 
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máxima estabilidad, ∆Gmáx(TS), disminuyen, mientras que los valores de TS 

aumentan (Tablas 2.1 y 2.3). Este resultado indica que los dominios WW 

mantienen una conformación nativa con una estabilidad marginal, que es suficiente 

para poder llevar a cabo el reconocimiento de ligandos, en condiciones poco 

favorables. Un ejemplo ilustrativo de esta característica de los dominios WW en la 

bibliografía es el del mutante W17F del dominio hYap-WW1 que, aunque se 

encuentra seriamente desestabilizado y mayoritariamente desplegado en solución, 

al unir a un ligando natural aumenta su estabilidad y se produce un doble proceso 

acoplado de unión y plegamiento del dominio WW (Koepf et al. 1999a). 

Como se ha mencionado para el dominio hNedd4-WW4, los valores de 

Cp,N(20 ºC) de estos dominios WW se encuentran muy próximos al límite superior 

de lo esperado para proteínas globulares (entre 1.25 y 1.8 J�K-1�g-1) (Makhatadze 

1998) o por encima de éste en el caso de hNedd4-WW3 (2.05 ± 0.2 J�K-1�g-1), lo 

cual refleja una gran flexibilidad conformacional. De hecho, estos valores se 

correlacionan muy bien con la intensidad de la señal de CD normalizada a 230 nm 

que, como hemos comentado anteriormente, guarda relación directa con el 

empaquetamiento de restos aromáticos y, por tanto, inversa con la plasticidad de 

la proteína. Asi, los dominios que tenían una mayor señal a 230 nm (Figura 2.9) 

son los que presentan valores más bajos de Cp,N (20 ºC) y el dominio hNedd4-

WW3 que no presentaba este máximo es el que tiene el valor más alto.  

Resumiendo, aunque el comportamiento descrito para el desplegamiento 

del dominio hNedd4-WW4 está al límite de lo que se considera un equilibrio de dos 

estados, los resultados para los otros dominios WW estudiados apuntan más 

claramanente hacia la existencia de un equilibrio conformacional más complejo 

para los dominios WW en general.  

2.3.3. Experimentos de doble perturbación  

Con el fin de profundizar en el estudio de la naturaleza del equilibrio de 

plegamiento-desplegamiento de estos dominios, hemos decidido investigar si el 

acoplamiento de la desnaturalización térmica y química en el equilibrio revela la 

existencia de una barrera de energía entre los estados nativo y desplegado. 

En la Figura 2.15 se muestra el ajuste múltiple de las curvas de doble 

perturbación al modelo de dos estados para los dominios hNedd4-WW3,  
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hYap-WW1(L30K), hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2. El ajuste al modelo de dos 

estados reproduce adecuadamente las curvas experimentales y resulta en valores 

de Tm y ∆Hm que presentan una muy buena correlación lineal, con la excepción del 

dominio hFbp11-WW1 caracterizado por un aumento de la señal nativa de CD a 

bajas temperaturas a concentraciones de urea entre 1 y 5 M, que el modelo de dos 

estados no puede reproducir. Consecuentemente, la correlación entre los valores 

de Tm y ∆Hm obtenidos para este dominio no es lineal. Estas características 

podrían ser indicativas de la variación de las propiedades conformacionales con la 

urea que cambiaría la sensibilidad del estado nativo frente a la desnaturalización 

térmica, de acuerdo con un equilibrio de tipo “downhill”. 

En los paneles a la derecha de la Figura 2.15, se han representado los 

valores de ∆HD(25 ºC) obtenidos a partir del ajuste individual de las curvas para 

cada dominio WW (considerando los valores de ∆Cp para cada proteína recogidos 

en la Tabla 2.3) frente a la concentración de urea. Los valores de correlación lineal, 

r, para los correspondientes ajustes son 0.94, 0.88 y 0.78 para hNedd4-WW3, 

hYap-WW1 (L30K) y hFbp11-WW2, respectivamente, mientras que para el dominio 

hFbp11-WW1, r es de 0.17. Como se puede apreciar en la figura, el error asociado 

a la determinación de los valores de ∆HD (25 ºC) es elevado. Para los dominios 

hNedd4-WW3, hYap-WW1 (L30K) y hFbp11-WW2 se observa una marcada 

tendencia a un acoplamiento lineal de los valores de ∆HD (25 ºC) con la 

concentración de urea, aunque con desviaciones significativas para los dominios 

hNedd4-WW3 y hFbp11-WW2. No obstante, es importante señalar que, en todos 

los casos, se observa una pendiente positiva, opuesta a la descrita para el dominio 

hNedd4-WW4 y para otras proteínas globulares (Cobos et al. 2002; Felitsky & 

Record 2003), y carente de sentido físico, ya que implicaría valores mayores de 

Figura 2.15. Dependencia de la desnaturalización térmica seguida por CD (230 nm) en presencia de 
distintas concentraciones de urea para los dominios WW: A) hNedd4-WW3, B) hYap1-WW1(L30K), 
C) hFbp11-ww1 y D) hFbp11-WW2. En círculos vacíos se han representado los datos experimentales en 
fosfato sódico 20mM pH 7.0, en presencia de urea, atendiendo al siguiente código de colores: 0 M urea en 
rojo, 0.5 M urea en amarillo, 1.0 M urea en naranja, 2.0 urea en verde, 3.0 M urea en turquesa, 4.0 M urea 
en purpura, 5.0 M urea en azul, 6.0 M urea en azul marino, 7.0 M urea en azul marrón oscuro y 8.0 M urea 
en gris oscuro. Las líneas continuas, que acompañan los datos experimentales, corresponden al mejor 
ajuste global según el modelo de dos estados (ecuación II.IX) compartiendo las líneas base del estado 
nativo y del estado desnaturalizado para cada conjunto de datos. Las líneas rectas discontinuas 
representan dichas líneas base obtenidas a partir de la estrategia de ajuste global para los estados nativo 
y desplegado en cada conjunto de experimentos de desnaturalización térmica. A la derecha, para cada 
dominio se han representado los valores de entalpía de desplegamiento a 25 ºC obtenidos a partir del 
ajuste individual frente a la concentración de urea. La línea continua corresponde al ajuste lineal de los 
datos. Las barras representa la propagación de errores. 
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∆HD (25 ºC) para las condiciones en las que el estado desplegado está más 

poblado, es decir, a mayores concentraciones de urea. 

Además, si se comparan los valores de Tm a pH 7 obtenidos en los 

experimentos de doble perturbación con los de los experimentos de DSC (Tabla 

2.3), para los dominios hNedd4-WW3 y hFbp11-WW1 se observan grandes 

diferencias. Estas diferencias de Tm determinadas mediante el ajuste al modelo de 

dos estados a partir de distintos observables son de un 6-14 %, lo cual es otra 

evidencia de que el equilibrio conformacional de estos dos dominios presenta una 

mayor complejidad. Los resultados de los experimentos de doble perturbación de 

los dominios hYap-WW1(L30K) y hFbp11-WW2 aunque presentan parámetros 

termodinámicos más parecidos en los distintos análisis tampoco están de acuerdo 

con los criterios establecidos para una proteína dos estados y más bien apuntan a 

un plegamiento sin barreras o con barreras de energía muy bajas separando los 

diferentes macro-estados.  

 En resumen, del conjunto total de dominios WW caracterizados en este 

capítulo, es el dominio hNedd4-WW4 el que exhibe un comportamiento más 

acorde con el modelo de dos estados a pesar de tener valores anómalos en 

algunos de los parámetros termodinámicos discutidos anteriormente [∆h (110 ºC), 

Ts, Cp,N (25 ºC), etc]. 

2.4. Perspectivas y futuro en el estudio de plegamiento de dominios WW 

Los resultados presentados para los distintos dominios WW, están de 

acuerdo con la hipótesis de que los equilibrios de dos estados y “downhill” no 

constituyen dos clases separadas claramente sino que son los límites extremos de 

una serie de posibles comportamientos determinados por la altura de las barreras, 

la cual puede ser modulada por las condiciones experimentales. En este contexto, 

para completar esta caracterización, la primera caracterización en profundidad del 

desplegamiento de un conjunto de dominios naturales cuya estructura es 

básicamente una lámina β, desde nuestro grupo de investigación hemos planteado 

una doble colaboración con los grupos de los Drs. Víctor Muñoz (Centro de 

Investigaciones Biológicas, CSIC, Madrid) y José Manuel Sánchez-Ruiz 

(Departamento de Química-Física, Universidad de Granada, Granada). 

Actualmente, en el seno de esta colaboración se está llevando a cabo la 
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investigación de las cinéticas de desplegamiento de los dominios WW empleados 

en este trabajo mediante técnicas de plegamiento ultra-rápido de proteínas (Eaton 

et al. 2000), asi como la caracterización de las barreras termodinámicas de 

desplegamiento implicadas mediante el análisis de los termogramas de DSC con el 

modelo de barrera variable (Munoz & Sanchez-Ruiz 2004). 
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CAPíTULO 3. Estudio de unión de dominios L víricos al tercer dominio 

WW de la ligasa de ubiquitina humana Nedd4 

3.1. Introducción 

Numerosos estudios sobre el ciclo de vida de los virus han puesto de 

manifiesto que las interacciones especificas entre los dominios L víricos del tipo 

PPxY y los dominios WW de las ligasas de ubiquitina de la familia Nedd4 son 

fundamentales para las fases finales de encapsulamiento y salida del virus de la 

célula huésped (Freed 2002; Park et al. 2005; Bieniasz 2006). Este es el caso de la 

interacción del tercer dominio WW de la ligasa de ubiquitina humana Nedd4 

(hNedd4-WW3) con varias secuencias de algunas proteínas víricas, como son la 

proteína Gag del virus de la leucemia tipo I (HTLV1) (Blot et al. 2004) o la proteína 

VP40 (del inglés, “Virus Particle 40”) del virus del Ébola (Harty et al. 2000; Timmins 

et al. 2003). Los dominios WW de las ligasas se caracterizan por presentar una 

elevada promiscuidad, ya que unen a una gran variedad de proteínas celulares 

(Hesselberth et al. 2006; Belgareh-Touze et al. 2008). A pesar de esto, los virus 

han adquirido un elevado grado de especialización a la hora de reconocer estas 

ligasas. En este contexto, el estudio de las interacciones entre los dominios L 

víricos y los dominios WW de ligasas tipo Nedd4 a nivel molecular presentan gran 

interés para el diseño racional de inhibidores específicos de estas interacciones 

que podrían constituir antivirales de amplio espectro. A día de hoy, todavía no se 

dispone de ningún estudio termodinámico que aporte información acerca de los 

determinantes moleculares de este tipo de interacciones. 

En este capítulo presentamos un estudio termodinámico-estructural de las 

interacciones del tercer dominio WW de la ligasa de ubiquitina humana Nedd4 con 

un conjunto de ligandos peptídicos correspondientes a las secuencias de unión de 

dominios L de varios virus, con el fin de investigar los determinantes moleculares 

de la afinidad de unión en este sistema. Además, hemos abordado el estudio de la 

especificidad de unión de los dominios L frente a distintos dominios WW del grupo 

I (Figura 3.1), como son los dominios WW de la proteína humana hYap, hYap-

WW1 y hYap-WW2, así como el mutante L30K del primer dominio WW, hYap-
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WW1(L30K). Estos dominios WW se han escogido porque en las primeras 

caracterizaciones de dominios L del tipo PPxY se comprobó que interaccionaban 

con el primer dominio WW de hYap (Garnier et al. 1996). En el caso de los 

dominios hYap-WW1 y hYap-WW1(L30K), además disponemos de información 

estructural tanto de distintos complejos con ligandos ricos en prolinas (Pires et al. 

2001) como del dominio hYap-WW1 libre (Macias et al. 1996). Nuestro objetivo es 

evaluar si, tal como sugiere su independencia funcional de los dominios L (Parent 

et al. 1995; Freed 2002), la especificidad observada para los dominios L víricos 

radica en características intrínsecas de sus secuencias o, por el contrario, dicha 

especificidad responde a factores contextuales, como son la localización celular o 

el efecto sinérgico debido a interacciones establecidas con diferentes partes de la 

proteína o con distintas proteínas (Ladbury & Arold 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Estudio de unión de distintos dominios L víricos al dominio hNedd4-

WW3 

Para alcanzar estos objetivos, hemos realizado la primera caracterización 

termodinámica exhaustiva mediante calorimetría isotérmica de titulación (ITC) de la 

unión de un conjunto de ligandos peptídicos a dominios WW: concretamente la 

unión de cuatro dominios L víricos a su diana celular, el tercer dominio WW de la 

ligasa de ubiquitina humana Nedd4, hNedd4-WW3.  

3.2.1. Descripción de los ligandos 

Para investigar los determinantes moleculares de la interacción de los 

dominios L víricos con hNedd4-WW3, hemos seleccionado seis ligandos diferentes 

 

β1 β3β2

10 20 30 40 50
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . .

hNe dd4-WW3 G A M G P S E I E Q G F L P K GW E V R H A P N G R P F F I D H N T K T T T W E D P R - - L K I P A H -
hYap-WW1(L30K) G A M G F E I P D D V P L P A GW EM A K T S S G Q R Y F K N H I D Q T T T W Q D P R - - - K A M L S Q
hYap-WW1 G A M G F E I P D D V P L P A GW EM A K T S S G Q R Y F L N H I D Q T T T W Q D P R - - - K A M L S Q
hYap-WW2 G A M G - - - - A S G P L P D GW E Q A M T Q D G E I Y Y I N H K N K T T S W L D P R L D P R F A M N Q

β3

10 20 30 40

Figura 3.1. Diferencias entre los dominios WW hNedd4-WW3, hYap-WW1(L30K), hYap-WW1 y 
hYap-WW2. Alineamiento múltiple de secuencias utilizando el algoritmo ClustalX. La estructura 
secundaria se ha representado con flechas rojas bajo los restos implicados. Los aminoácidos que 
conforman el sitio de unión se han recuadrado y aquellos que no están conservados aparecen sobre 
fondo amarillo. 
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derivados de cuatro proteínas víricas que interaccionan con ligasas de ubiquitina 

de la familia Nedd4. Las secuencias y los nombres de estos ligandos se recogen 

en la Tabla 3.1.  

Tabla 3.1. Selección de los ligandos utilizados para la caracterización termodinámica de la unión a 
un conjunto de dominios WW. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las proteínas VP40 (virus del Ébola) y Gag (virus HTLV1) presentan dos 

dominios L: PTAP y PPxY. En ambos casos, se han seleccionado dos péptidos de 

diferente longitud con el motivo PPxY dispuesto en distintas posiciones. En el caso 

de la proteína Gag, se sabe que el ligando HTLV1-a (PPPYVEPTAP)  interacciona 

con hNedd4-WW3 (Blot et al. 2004) mientras que el ligando HTLV1-b 

(SDPQIPPPYVEP) ha sido seleccionado de forma que el motivo PPPY quede 

centrado en su secuencia. En el caso de la proteína VP40 del virus del Ébola, se 

conoce la interacción del dominio hNedd4-WW3 con un fragmento de esta proteína 

(Harty et al. 2000; Timmins et al. 2003). A partir de este fragmento se han 

seleccionado dos ligandos de diferente longitud  Ébola-a (ILPTAPPEYME) y 

Ébola-b (ILPTAPPEY). La secuencia Marburgo (MQYLNPPPYADH) deriva de la 

proteína VP40 del filovirus Marburgo, para la que se ha descrito su interacción con 

Proteína vírica  Ligando Secuencia* 

HTLV1-a 4´PPPYVEPTAP14´ HTLV1 
(Proteína Gag del virus de la leucemia humana de células T tipo I) HTLV1-b -1´SDPQIPPPYVEP14´ 

Ébola-a -1´ILPTAPPEYME9´ Ébola 
(Proteína de asociación a membrana VP40 del virus del Ébola) Ébola-b -1´ILPTAPPEY7´ 

Marburgo 
(Proteína de asociación a membrana VP40 del virus del Marburgo) 

Marburgo -1´MQYLNPPPYADH10´ 

Rabia 
(Proteína de matriz M2 del virus de la Rabia) 

Rabia -1´DLWLPPPEYVPL10´ 

Proteína natural   

p53bp2 
(Proteína supresora de tumores tipo 2 de unión a p53) 

p53bp2 -2´EYPPYPPPPYPSG10´ 

Motivo canónico de unión dominios WW de tipo I   

PPPY 
(Motivo de unión a dominios WW de la Clase I) 

PPPY 4´PPPY7´ 

* Para identificar más fácilmente la posición del motivo PPxY en la secuencia de los ligandos éste se 
muestra en azul y la otra secuencia característica de dominios L víricos, PTAP, presente en algunos de 
estos ligandos, además se ha subrayado. La numeración de las secuencias de todos los ligandos se ha 
unificado como se indica en esta tabla y se diferenciado de las secuencias de los dominios mediante el 
símbolo prima. Se ha establecido como criterio general la numeración del ligando GTPPPPYTVG en el 
trabajo Pires et al. 2001. 
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varios de los dominios WW de Nedd4 (Urata & Yasuda 2010). Para la 

fosfoproteína de matriz M2 del virus de la Rabia se ha escogido el ligando Rabia 

(DLWLPPPEYVPL), cuya interacción con proteínas homólogas a Nedd4 se ha 

descrito en ratón y levadura (Harty et al. 1999; Harty et al. 2000). Además, hemos 

seleccionado otros dos ligandos que interaccionan con hYap-WW1. Por un lado, el 

ligando p53bp2 (EYPPYPPPPYPSG), derivado de la proteína “p53 binding protein-

2”, que es una diana natural de hYap-WW1 descubierta mediante la técnica de 

doble híbrido de levadura (“yeast two-hibrid screening”) (Espanel & Sudol 2001). 

Se ha descrito que esta secuencia interacciona con hYap-WW1 con una constante 

de disociación de 5.9 µM (Koepf et al. 1999a). Por otro lado, para evaluar la 

influencia, tanto en la afinidad como en la especificidad de unión de las secuencias 

que flanquean el motivo consenso PPxY, se ha seleccionado el ligando PPPY que 

es la secuencia más corta de unión a hYap-WW1 (PPPY). Además, se dispone de 

la estructura del complejo GPPPY/hYap-WW1 resuelta mediante RMN (PDB: 

1K9Q) (Pires et al. 2001). 

3.2.2. Caracterización termodinámica de la unión 

Con el fin de confirmar la unión y obtener una estimación inicial de las 

constantes de disociación que nos permita diseñar correctamente los experimentos 

calorimétricos, hemos llevado a cabo titulaciones preliminares mediante 

espectroscopía de fluorescencia de hNedd4-WW3 con todos los ligandos 

seleccionados, excepto con el ligando Rabia. Este ligando contiene un resto 

triptófano en su secuencia que no permite seguir fácilmente la amortiguación de la 

fluorescencia propia del dominio WW durante la titulación. En la Figura 3.2 se 

muestra, como ejemplo, la titulación del dominio hNedd4-WW3 con el ligando 

Marburgo a 25 ºC en tampón fosfato sódico 20 mM pH 7.0. A este valor de pH el 

dominio hNedd4-WW3 presenta la mayor estabilidad conformacional (Capítulo 2). 

La interacción entre hNedd4-WW3 y el ligando p53bp2 presenta la mayor afinidad 

y su constante de disociación es del mismo orden que la descrita para su diana 

natural, el dominio hYap-WW1 (Koepf et al. 1999a). Los ligandos HTLV1-a, 

HTLV1-b, Ébola-a y Marburgo presentan constantes de disociación menores, 

pero que aún están dentro del intervalo adecuado para su caracterización 
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mediante experimentos directos de ITC. Las constantes de disociación de los 

ligandos Ébola-b y PPPY no se han podido determinar mediante fluorescencia 

debido a su baja afinidad, por lo que ha sido necesario recurrir a experimentos 

calorimétricos de desplazamiento utilizando el ligando p53bp2, para su 

caracterización termodinámica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todas las titulaciones calorimétricas se han realizado en las mismas 

condiciones utilizadas para los experimentos de fluorescencia. En los paneles 

superiores de la Figura 3.3 se muestran, a modo de ejemplo, las titulaciones del 

dominio hNedd4-WW3 con los ligandos p53bp2 (panel A), Rabia (panel B) y PPPY 

(panel C). En la parte inferior de cada experimento se muestran las isotermas de 

unión correspondientes, que se han analizado según distintos modelos de unión: el 

modelo de “n” sitios de unión idénticos e independientes (ecuación X.III Apéndice 

III) para las titulaciones con los ligandos p53bp2 y Rabia (Paneles A y B) y el 

modelo de unión en un experimento por desplazamiento (ecuación XIV.IV 

Apéndice IV) para el ligando PPPY (Panel C). Los valores de los parámetros 

termodinámicos obtenidos para las interacciones entre el dominio hNedd4-WW3 y 

los diferentes ligandos se recogen en la Tabla 3.2, excepto para la interacción con 

el ligando Ébola-b. En este caso, no se han podido analizar adecuadamente 

Figura 3.2. Titulación del dominio hNedd4-WW3 con el ligando Marburgo seguida mediante 
espectroscopía de fluorescencia. El experimento se ha realizado a 25 ºC en tampón fosfato sódico 20 
mM pH 7.0. En el panel izquierdo, se recogen los espectros de fluorescencia, normalizados por la 
concentración de proteína, tomados tras cada adición de ligando sobre el dominio hNedd4-WW3. En el 
panel derecho, se ilustran los valores del centro de masas (círculos abiertos) para cada uno de los 
espectros del panel superior frente a la concentración de ligando añadido. Las línea continua 
corresponde al ajuste según el modelo de unión de un ligando a una proteína mediante fluorescencia 
(ecuación 6.5.3, Apartado 6.5.4 de Materiales y Métodos). 
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ninguno de los experimentos realizados, probablemente debido a que la afinidad 

es demasiado baja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las constantes de unión obtenidas para todos los ligandos seleccionados 

son de magnitud similar a las descritas para otras interacciones con dominios WW 

(Macias et al. 1996; Koepf et al. 1999a; Kanelis et al. 2001; Pires et al. 2001; Shi et 

al. 2002; Pires et al. 2005; Meiyappan et al. 2007; Morales et al. 2007). 

El ligando p53bp2 es el que presenta mayor afinidad de unión por hNedd4-

WW3 (Kd=5 µM) mientras que el ligando PPPY es el que presenta la afinidad 

Figura 3.3. Experimentos de titulación del dominio hNedd4-WW3 mediante ITC a 25 ºC en fosfato 
sódico 20 mM pH 7.0. A) Experimento de titulación directa mediante la adición volúmenes constantes 
del ligando p53bp2. B) Experimento de titulación directa mediante la adición siguiendo un perfil de 
volúmenes del ligando Rabia. C) Experimento de titulación por desplazamiento del ligando PPPY. En 
cada caso, en la parte superior, se ha representado, en rojo 1), el termograma de dilución del ligando 
formado por los calores por unidad de tiempo liberados tras la inyección sobre tampón (desplazados en 
el eje para mayor claridad) y, en negro 2), el termograma de titulación del ligando en las mismas 
condiciones sobre el una disolución de proteína (en el experimento de titulación directa) o de una mezcla 
proteína-ligando de baja afinidad (en el experimento de competición). En la parte inferior de cada gráfica 
se muestran las isotermas de unión correspondientes obtenidas tras normalizar los calores de titulación y 
corregir por los calores de dilución. Los datos experimentales se representan como círculos, mientras que 
las líneas continuas corresponden a los mejores ajustes según el modelo de “n” sitios de unión idénticos 
e independientes (ecuación III.X, Apéndice III) para las titulaciones con los ligandos p53bp2 y Rabia y 
según el modelo de unión en un experimento por desplazamiento (ecuación IV. XIV, Apéndice IV) para el 
ligando PPPY. 
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Tabla 3.2. Parámetros termodinámicos de unión. Se han obtenido a partir de la titulación en tampón 
fosfato sódico 20 mM a pH 7.0 de los dominios hNedd4-WW3, hYap-WW1(L30K), hYap-WW1 y hYap-
WW2 con varios dominios L víricos y los ligandos p53bp2 y PPPY 

Ligando/ 
secuencia 

Dominio Tª 
(ºC) 

&Kd 

(µµµµM) 
∆∆∆∆Gap 

(kJ mol-1) 

&∆∆∆∆Hap 

(kJ mol-1) 
-T∆∆∆∆Sap 

(kJ mol-1) 
 20 4.1 -30.8 -45.6 14.8 

hNedd4-WW3 25 5.3 -30.1 -53.2 23.1 
 30 9.1 -29.2 -61.1 31.9 
 20 12.5 -27.5 -47.3 19.8 

hYap-WW1(L30K) 25 20.4 -26.7 -53.2 26.5 
 30 30.3 -26.2 -56.1 29.9 
 20 1.1 -34.1 -54.8 20.7 

hYap-WW1 25 1.8 -32.8 -61.1 28.3 
 30 3.0 -31.6 -66.4 34.8 
 20 -- -- -- -- 

hYap-WW2 25 12.0 -28.1 -56.5 28.4 

 
 
 
 

p53bp2 
 
EYPPYPPPPYPSG 

 30 -- -- -- -- 
hNedd4-WW3 25 177.9 -21.4 -74.0 52.6 

hYap-WW1(L30K) 25 769.2 *-17.8 *-34.7 *16.9 
hYap-WW1 25 -- -- -- -- 

HTLV1-a  
 

PPPYVEPTAP 

hYap-WW2 25 -- -- -- -- 
hNedd4-WW3 25 61.0 -24.1 -68.2 44.1 

hYap-WW1(L30K) 25 270.3 *-20.4 *-35.6 *15.2 
hYap-WW1 25 #308 -- -- -- 

HTLV1-b  
 

SDPQIPPPYVEP 

hYap-WW2 25 #255 -- -- -- 
hNedd4-WW3 25 146.9 -21.9 -50.7 28.8 

hYap-WW1(L30K) 25 547.0 *-18.6 *-49.4 *30.8 
hYap-WW1 25 #754 -- -- -- 

Ébola-a  
 

ILPTAPPEYME 

hYap-WW2 25 #555 -- -- -- 
hNedd4-WW3 25 51.2 -24.5 -73.2 48.7 

hYap-WW1(L30K) 25 #106 -- -- -- 
hYap-WW1 25 #67 -- -- -- 

Marburgo  
 

MQYLNPPPYADH 

hYap-WW2 25 #172 -- -- -- 
hNedd4-WW3 25 50.5 -24.0 -65.8 41.8 

hYap-WW1(L30K) 25 218.3 -21.4 -63.7 42.3 

hYap-WW1 25 180.8 -20.9 -63.7 42.8 

Rabia 
 

DLWLPPPEYVPL 

hYap-WW2 25 -- -- -- -- 
hNedd4-WW3 25 210.0 *-21.0 *-38.0 *17.0 

hYap-WW1(L30K) 25 622.6 *-18.3 *-40.1 *21.8 
hYap-WW1 25 320.7 *-20.0 *-39.3 *19.3 

PPPY 
 

PPPY 

hYap-WW2 25 -- -- -- -- 
&Los errores en la determinación de los parámetros termodinámicos se estiman en torno al 5% para la 
entalpía de unión y al 10% para la constante de disociación. *Parámetros termodinámicos 
determinados mediante experimentos de ITC por desplazamiento con el ligando p53bp2. #

Constantes 
de disociación determinadas mediante experimentos de titulación seguidos por fluorescencia. Para el 
ligando Ébola-b no se ha podido determinar ninguno de los parámetros termodinámicos de unión    
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menor (Kd=210 µM). La afinidad de unión de p53bp2 a hNedd4-WW3 es muy 

similar a la descrita para su diana celular (hYap-WW1) (Koepf et al. 1999a), lo que 

indica la baja especificidad intrínseca de esta interacción. Estos resultados también 

confirman la unión de hNedd4-WW3 a la secuencia más corta que reconocen los 

dominios WW de tipo I, el ligando PPPY. Es interesante señalar que la afinidad de 

esta interacción es mayor que la determinada para un péptido similar (n-Octilo-

GPPPY) con hYap-WW1 (Kd=700 µM) en un estudio mutacional y de truncado de 

secuencias de unión (Pires et al. 2001). Los ligandos de origen vírico presentan 

una afinidad de unión a hNedd4-WW3 intermedia, con constantes que oscilan 

entre 50 y 178 µM (-21 a -25 kJ�mol-1 en términos de energía libre de unión). Un 

estudio de la interacción mediante plasmón superficial entre fragmentos de la 

proteína VP40 del virus del Ébola y de la proteína Nedd4 determinó la formación 

de complejos supramoleculares con unas constantes de disociación de orden µM, 

no muy diferentes a la que se ha determinado en nuestro estudio con el ligando 

Ébola-a (Timmins et al. 2003). En este sentido, las afinidades de unión de los 

dominios L víricos determinadas para el dominio hNedd4-WW3, confirman que las 

secuencias de los dominios L extraídas del contexto de la proteína completa 

mantienen la capacidad de reconocer sus dianas naturales. Nuestros resultados 

ponen de manifiesto que los determinantes de la afinidad de unión de los dominios 

L están contenidos en su secuencia, en concordancia con los estudios 

mutacionales o de producción de quimeras con distintos dominios L que han 

propuesto que estos dominios funcionan como unidades relativamente autónomas 

(Parent et al. 1995; Freed 2002). 

Las interacciones de hNedd4-WW3 con los dos dominios L que tienen el 

motivo PPxY en sus extremos, Ébola-b (ILPTAPPEY) y HTLV1-a (PPPYVEPTAP), 

son más débiles que las interacciones de hNedd4-WW3 con los ligandos 

homólogos, Ébola-a y HTLV1-b, o con los otros ligandos, Marburgo y Rabia, 

todos con el motivo PPxY centrado. Así, estos resultados ponen de manifiesto que 

algunos de los determinantes moleculares de la unión de los dominios L al dominio 

hNedd4-WW3 se hallan en algunos de los restos que flanquean el motivo PPxY. El 

ligando Ébola-b presenta una afinidad por hNedd4-WW3 tan baja que ni siquiera 

se ha podido determinar su constante de disociación mediante titulaciones por 
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desplazamiento. El ligando HTLV1-a presenta una afinidad por hNedd4-WW3 del 

mismo orden que la obtenida en los experimentos de titulación por desplazamiento 

para el ligando PPPY (Tabla 3.2). 

El análisis termodinámico realizado no sólo nos permite obtener información 

acerca de la afinidad de unión, sino que, además, hace posible investigar la 

naturaleza y magnitud de las fuerzas que contribuyen a la energía libre de unión. 

De esta manera, puede ayudarnos a conocer los determinantes moleculares de las 

interacciones entre el dominio hNedd4-WW3 y los dominios L. Para facilitar la 

comparación de la energética de las diferentes interacciones del dominio hNedd4-

WW3, los parámetros termodinámicos se han representado como diagramas de 

barras en la Figura 3.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se puede observar, todas las interacciones del dominio hNedd4-

WW3 con ligandos ricos en prolina comparten un mismo perfil termodinámico, ya 

que están gobernadas por un valor de entalpía favorable (negativo), de unos -70 

kJ�mol-1, al que se opone parcialmente una contribución entrópica desfavorable 
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Figura 3.4. Parámetros de unión del dominio hNedd4-WW3 al ligando p53bp2, a varios dominios L 
víricos y al ligando PPPY. Representación en forma de barras de la energía libre de Gibbs (rojo) y de 
las contribuciones entálpica (verde) y entrópica (azul) de la energética de unión de los distintos ligandos 
con el dominio hNedd4-WW3. Todos los parámetros se han determinado mediante ITC a 25 ºC y en 
fosfato sódico 20 mM, pH 7.0. Los errores en la determinación de los parámetros termodinámicos se 
estiman en torno al 5%. 
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(positiva), de unos 45 kJ�mol-1. Este patrón termodinámico es similar al descrito 

para la unión de dominios SH3 y ligandos poliprolina (Renzoni et al. 1996; Arold et 

al. 1998; Wang et al. 2001a; Ferreon & Hilser 2004; Palencia et al. 2004). 

Normalmente, una contribución entálpica favorable está relacionada con 

interacciones polares específicas, como la formación de puentes de hidrógeno, y 

con la desolvatación de restos polares (Hendsch et al. 1996). Las interacciones 

con los dominios WW se basan fundamentalmente en la inserción de dos restos 

prolina y una cadena lateral aromática (la tirosina del motivo PPxY) en dos bolsillos 

hidrofóbicos, por lo que sería razonable esperar que la interacción estuviera 

dirigida por la ganancia en entropía de solvatación debida a la unión de los restos 

hidrofóbicos y que la contribución entálpica no fuera tan determinante, pudiendo 

ser incluso desfavorable. En dominios SH3, esta discrepancia entre el perfil 

termodinámico esperado para una interacción fundamentalmente hidrofóbica y el 

patrón termodinámico obtenido experimentalmente se ha interpretado como una 

indicación de un mayor nivel de complejidad en estas interacciones al que 

contribuyen factores adicionales, como pueden ser la modulación del equilibrio 

conformacional del propio dominio SH3 o del ligando como consecuencia de la 

unión (Wang et al. 2001a; Ferreon & Hilser 2004) o bien, la contribución de 

moléculas de agua interfaciales que proporcionan un segundo nivel de interacción 

(Palencia et al. 2004; Palencia et al. 2010). A la vista de los resultados obtenidos, 

estos factores podrían ser también de relevancia para el reconocimiento de 

secuencias ricas en prolina por dominios WW. De hecho, es interesante hacer 

notar que la entalpía de unión del motivo PPPY aislado, fundamentalmente 

hidrofóbico, constituye entre un 55% y un 75% de la entalpía de unión de las 

secuencias completas, confirmando la importancia del motivo central en estas 

interacciones y apuntando hacia la existencia de otras contribuciones adicionales 

que expliquen dicho patrón termodinámico. En este sentido, la elevada flexibilidad 

conformacional de estos dominios, discutida en el Capítulo 2, y puesta de 

manifiesto en la baja cooperatividad de sus trazas calorimétricas, indica que la 

reorganización de la distribución conformacional del propio dominio WW con la 

unión puede ser un factor determinante del patrón termodinámico observado. De 

igual manera, en las pocas estructuras cristalográficas disponibles para dominios 
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WW se confirma la existencia de moléculas de agua interfaciales, que también 

podrían estar contribuyendo al carácter exotérmico de la interacción.  

A pesar de compartir un mismo patrón termodinámico general, en la Figura 

3.4 se observa que existen diferencias importantes en las contribuciones 

entálpicas y entrópicas entre los distintos ligandos. Sin embargo estas diferencias 

debido a efectos de compensación entalpía-entropía, estas diferencias no se 

ponen de manifiesto en los valores de las constantes de unión, que, como ya 

hemos comentado, son similares para todos los ligandos.  

Como hemos indicado, el motivo central PPPY aislado contribuye un 

elevado porcentaje, no sólo de la energía libre de unión, sino también, 

sorprendentemente, de las contribuciones entrópicas y entálpicas. Los 

aminoácidos adyacentes a este motivo en los distintos ligandos establecen 

interacciones adicionales con el dominio WW que resultan en entalpías de unión 

entre un 25% y un 45% más favorables. Estas contribuciones adicionales son 

mínimas en los ligandos p53bp2 y Ébola-a, unos 15.2 kJ�mol-1 y 12.7 kJ�mol-1, 

respectivamente, mientras que en los demás dominios L víricos suponen entre 

27.8 y 36.0 kJ�mol-1 de la entalpía en la interacción.  

La energética de unión del ligando Ebola-a es diferente a la interacción de 

los otros dominios L con hNedd4-WW3. Además de una entalpía de unión parecida 

a la del ligando p53bp2, la contribución entrópica también es unos 20 kJ�mol-1 más 

baja y más favorable que en las interacciones los otros ligandos víricos. A pesar de 

que la compensación entre entalpía y entropía resulta en una afinidad similar a la 

de los otros dominios L, las diferencias en el balance energético del ligando Ébola-

a indican un comportamiento diferente de hNedd4-WW3 en el reconocimiento de 

este ligando. 

Entre las interacciones de los ligandos HTLV1-a (PPPYVEPTAP) y HTLV1-

b (SDPQIPPPYVEP), la mayor diferencia se produce en la compensación 

entropía-entalpía. La interacción de ambos ligandos presenta un término entrópico 

unos 8.5 kJ�mol-1 menos favorable para HTLV1-a. En ese caso, es lógico pensar 

que la mayor entropía para HTLV1-a se deba a la solvatación de su extremo C-

terminal (motivo PTAP) que, probablemente, se encuentre expuesto al solvente en 

el complejo. Las interacciones de los ligandos Marburgo y Rabia presentan una 
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afinidad muy parecida a la de HTLV1-b. Aunque se observan algunas diferencias 

en las contribuciones termodinámicas de su unión, como son valores ligeramente 

mayores para la entalpía y entropía en el primero de los ligandos, ambos términos 

se compensan y sus afinidades son comparables.  

En definitiva, el estudio de la termodinámica de unión de los dominios L al 

dominio hNedd4-WW3 revela que los ligandos seleccionados interaccionan de 

forma parecida, con algunas excepciones. Por un lado, los ligandos Ébola-b y 

HTLV1-a presentan una afinidad menor que sus ligandos homólogos con los 

motivos PPxY centrados en la secuencia, revelando que los restos que flanquean 

dicho motivo son necesarios para establecer interacciones adicionales que 

estabilizan los complejos. Por otro lado, el ligando Ébola-a presenta una afinidad 

por hNedd4-WW3 similar a la de los otros dominios L, pero las magnitudes de las 

fuerzas termodinámicas de su unión, indican que su modo de unión es distinto del 

de los otros dominios L. 

3.3. Especificidad de unión de los dominios L a diferentes dominios WW 

En la Figura 3.1 se muestra un alineamiento múltiple de las secuencias de 

los tres dominios WW y el mutante empleados en este estudio: hNedd4-WW3, 

hYap-WW1, hYap-WW1(L30K) y hYap-WW2. Como se puede observar, además 

de las características que se mencionan en el Capítulo 1 (Apartado 1.3.1) para los 

dominios WW de clase I, sus secuencias presentan una gran similitud (superior al 

60 %). La segunda y tercera hebras de los cuatro dominios WW, donde se 

encuentran los principales restos que definen el sitio de unión (Pires et al. 2001), 

están compuestas prácticamente por los mismos restos con excepción de las 

posiciones 28, 30 y 35. En la posición 28, el dominio hNedd4-WW3 presenta una 

fenilalanina en lugar de la tirosina de los otros dominios, que es una variación 

conservativa, una cadena lateral aromática por otra. En la posición 30, la mutación 

L30K introduce una carga positiva (lisina) en hYap-WW1(L30K) en lugar de la 

cadena alifática que se observa en los otros dominios. En la posición 35 del 

dominio hYap-WW1 y su mutante hYap-WW1(L30K) se encuentra un resto polar 

(glutamina) en lugar de la carga positiva (lisina) de los dominios hNedd4-WW3 y 

hYap-WW2.  
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Con el objeto de evaluar la relevancia de estas diferencias en la 

especificidad de unión de estos dominios, hemos analizado sus interacciones con 

los ligandos seleccionados en condiciones análogas a las descritas para el dominio 

hNedd4-WW3. Todos los datos obtenidos se han resumido en la Tabla 3.2, junto 

con los datos procedentes del análisis de las interacciones con hNedd4-WW3. 

3.3.1. Análisis termodinámico de las interacciones de los dominios hNedd4-

WW3, hYap-WW1, hYap-WW1(L30K) y hYap-WW2 con los dominios L víricos 

En la Figura 3.5 se han representado en forma de diagramas de barras las 

constantes de disociación de los distintos ligandos y los dominios WW.  
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mostrados han sido determinados mediante espectroscopia de fluorescencia e ITC para la interacción de 
ligandos víricos, del ligando p53bp2 y del ligando PPPY con diferentes los dominios WW: hNedd4-WW3 en 
rojo, mutante hYap-WW1(L30K) en verde, hYap-WW1 en azul oscuro y hYap-WW2 en azul claro. Los 
errores en la determinación de las Kd se estiman en torno al 10%. En el caso del ligando Ébola-b, la 
afinidad por los diferentes dominios WW es tan baja que no ha sido posible determinar experimentalmente 
el valor de Kd en ninguno de los casos. #Los valores de las Kd para el ligando PPPY se han determinado 
mediante experimentos de desplazamiento con el ligando p53bp2 mediante ITC. *Los asteriscos indican 
que estas Kd para los dominios hYap-WW1 y hYap-WW2 (en azul oscuro y azul claro, respectivamente) 
son tan elevadas que no se han podido determinar experimentalmente. 
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Al igual que sucedió para la interacción del ligando Ébola-b con hNedd4-

WW3, tampoco se han podido determinar las constantes de disociación para este 

ligando con ninguno de los otros dominios WW y, por esa razón, no se han incluido 

en el diagrama de barras de la Figura 3.5. Otros complejos con interacciones de 

baja afinidad para las que no se ha podido determinar las constates de disociación 

experimentalmente son los formados por el ligando HTLV1-a con hYap-WW1 y con 

hYap-WW2, el ligando Rabia con hYap-WW2 o el ligando PPPY con hYap-WW2. 

Es importante señalar que el valor de la constante de disociación del ligando 

p53bp2 con hYap-WW1 (Kd=1.8 µM) es ligeramente menor que el descrito 

previamente en la bibliografía (Kd=5.9 µM), probablemente porque se determinó a 

un pH más bajo (pH 6.0) (Koepf et al. 1999a). 

La afinidad de los dominios hNedd4-WW3, hYap-WW1(L30K) y hYap-WW1 

por el ligando PPPY es baja, pero, por un lado, confirman esta secuencia como el 

motivo canónico de unión de los dominios WW de clase I y, por otro lado, pone de 

manifiesto la manifiesto la importancia que tienen los restos adyacentes a este 

motivo en las interacciones de los otros ligandos con los dominios WW. 

El ligando p53bp2 presenta afinidades elevadas por todos los dominios 

WW, de forma que todas las constantes de disociación determinadas para este 

ligando son inferiores a 21 µM (Tabla 3.2). Por tanto, como ya hemos mencionado, 

se confirma que el ligando p53bp2, seleccionado como diana natural de hYap-

WW1 (Espanel & Sudol 2001), no muestra realmente una especificidad de unión 

significativa por este dominio. 

La principal característica de los ligandos víricos es su especificidad por el 

dominio hNedd4-WW3 (Figura 3.5). Las interacciones de los otros tres dominios, 

hYap-WW1(L30K), hYap-WW1 y hYap-WW2, con los ligandos HTLV1-a, HTLV1-b, 

Ébola-a y Rabia tienen afinidades muy bajas, similares a las del ligando PPPY. El 

ligando Marburgo presenta una afinidad algo más elevada por los distintos 

dominios WW, es el que distingue menos, pero aún así muestra una preferencia 

por el dominio hNedd4-WW3. A pesar de que cada dominio WW presenta alguna 

peculiaridad en distintas posiciones del sitio de unión (Figura 3.1), sólo el dominio 

hNedd4-WW3 une específicamente a todos los ligandos víricos. Esto sugiere que, 

bien la principal diferencia de este dominio con respecto a los otros, es una 
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fenilalanina por una tirosina en la posición 28 (bolsillo xP), o bien, como ha 

sugerido el estudio la caracterización termodinámica de la unión del motivo PPPY, 

existen otras contribuciones adicionales a la unión, como podría ser alguna 

interacción entre el ligando y otras regiones próximas a los bolsillos xP y xY de 

hNedd4-WW3. 

Al igual que sucedía en los procesos de unión de hNedd4-WW3, las 

interacciones de los ligandos ricos en prolinas con los dominios hYap-WW1, hYap-

WW1(L30K) y hYap-WW2 también están gobernadas por un valor de entalpía 

favorable (negativo) a la que se opone parcialmente una contribución entrópica 

desfavorable (positiva) (Tabla 3.2). Esta similitud en la energética de unión nos 

lleva a pensar que se trata de un patrón termodinámico común para los dominios 

WW. Además, teniendo en cuenta que existen otros dominios modulares con una 

energética de unión similar a la descrita, como por ejemplo los dominios SH3 

(Renzoni et al. 1996; Wang et al. 2001a; Ferreon & Hilser 2004; Palencia et al. 

2004) o los dominios UEV (Palencia 2008; Schlundt et al. 2009; Im et al. 2010), 

este patrón termodinámico de unión podría ser común para los dominios 

modulares que reconocen secuencias ricas en prolinas. 

Los ligandos p53bp2 y PPPY no distinguen entre los diferentes dominios 

WW mientras que los dominios L víricos sí. De hecho, los valores de entalpía y 

entropía de unión de estos dos ligandos con los distintos dominios WW difieren 

menos de 4 kJ�mol-1, lo que confirma que son reconocidos inespecíficamente de 

forma similar por los cuatro dominios WW.  

Debido a que la afinidad de los ligandos víricos por los dominios hYap-

WW1, hYap-WW1(L30K) y hYap-WW2 es baja (Figura 3.5), sólo hemos podido 

determinar la energética de la unión de los dominios hYap-WW1 y hYap-

WW1(L30K) con algunos dominios L. Los parámetros termodinámicos de estas 

interacciones obtenidos en titulaciones por desplazamiento son parecidos a los 

obtenidos para el ligando PPPY (Tabla 3.2). Este resultado pone de manifiesto que 

las interacciones adicionales responsables de la especificidad de unión de los 

dominios L por el dominio hNedd4-WW3 no se producen en los complejos 

formados por estos dominios L víricos con otros dominios WW.  
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En definitiva, podemos confirmar que la afinidad de todos los dominios L por 

su diana natural, hNedd4-WW3, es superior a la afinidad por los demás dominios 

WW. Este resultado indica que las secuencias víricas seleccionadas presentan un 

cierto nivel de especificidad intrínseca por el dominio hNedd4-WW3. 

3.3.2. Determinación de la capacidad calorífica de unión mediante ITC 

Hemos llevado a cabo la determinación de la capacidad calorífica de unión 

aparente de los dominios hNedd4-WW3, hYap-WW1 y hYap-WW1(L30K) con el 

ligando de mayor afinidad, el ligando p53bp2, para obtener una información más 

detallada de sus interacciones. Para ello hemos realizado experimentos de ITC a 

tres temperaturas diferentes (20, 25 y 30 ºC) en tampón fosfato sódico 20 mM pH 

7.0 y los resultados se han recogido en la Tabla 3.2.  

En la Figura 3.6 se han representado los valores de entalpía de unión 

aparente de los tres dominios WW en función de la temperatura. En esta 

representación, se puede observar una dependencia lineal del valor de dicha 

magnitud con la temperatura para cada dominio WW. El valor de la pendiente de 

cada una de las rectas se calcula a partir del ajuste lineal de mínimos cuadrados y 

es una buena estimación de la capacidad calorífica de unión aparente en cada 

caso. Los resultados obtenidos para la capacidad calorífica de unión se muestran 

en el diagrama de barras de la Figura 3.6. Como se puede observar, existen 

diferencias significativas en el cambio de capacidad calorífica de unión entre los 

tres dominios: el dominio hNedd4-WW3 presenta el valor más negativo, ∆Cp,ap=-

1.59 kJ�(K�mol)-1; el mutante hYap-WW1(L30K) tiene un valor intermedio, ∆Cp,ap=-

1.10 kJ�(K�mol)-1, y el dominio hYap-WW1 presenta el valor menos negativo, 

∆Cp,ap=-0.90 kJ�(K�mol)-1.  

La contribución más importante a los cambios de capacidad calorífica 

asociados a las interacciones proteína-ligando proviene de cambios en la 

solvatación de ambos cuando están libres con respecto al complejo que, a su vez, 

es proporcional a los cambios en las áreas accesibles al disolvente. Contribuciones 

adicionales, aunque generalmente de menor magnitud, pueden tener su origen en 

cambios conformacionales del dominio y del ligando o en el equilibrio de ionización 

acoplados a la unión (Cooper 2005). 
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Nuestros datos sugieren que el cambio de área accesible al disolvente 

debido a la interacción con el ligando p53bp2 es mayor para el dominio hNedd4-

WW3 que para los dominios hYap-WW1 o hYap-WW1 (L30K). Este resultado, 

además, está de acuerdo con los estudios realizados con el dominio homólogo de 

hNedd4-WW3 en Drosófila (dNedd4-WW3), muy similar al dominio humano 

utilizado en este estudio, y un péptido rico en prolinas de la proteína Comm 

(Kanelis et al. 2006). Para este complejo se ha obtenido un cambio de área 

accesible al solvente tras la unión del ligando que es considerablemente mayor 

(895 Å2) que el área de hYap-WW1 con distintos ligandos ricos en prolina, cuyos 

valores están entre 620 y 730 Å2 (Pires et al. 2001). En el caso de la formación 

complejo Comm/dNedd4-WW3, que el cambio de área accesible al solvente sea 

mayor, se ha relacionado con una serie de contactos adicionales responsables de 

la elevada afinidad entre ambos y que se producen entre los extremos del ligando 

y regiones próximas a los bolsillos xP y xY del dominio WW (Kanelis et al. 2006). 

En nuestro caso, el patrón y la magnitud de las contribuciones termodinámicas 

para el reconocimiento del ligando p53bp2 por los diferentes dominios WW es muy 

parecido y, como hemos visto, este ligando no presenta una preferencia de unión 
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Figura 3.6. Cálculo de la capacidad calorífica de unión a los dominios hNedd4-WW3, hYap-
WW1(L30K) y hYap-WW1. A la izquierda se han representado las entalpías aparentes de unión 
obtenidas de los experimentos de calorimetría para el ligando p53bp2 con los dominios hNedd4-WW3 
(color rojo), hYap-WW1(L30K) (color verde) y hYap-WW1 (color azul)  en fosfato sódico 20 mM pH 7.0 a 
20, 25 y 30 ºC. De la pendiente de las rectas obtenemos el cambio de capacidad calorífica de unión 
aparente. En el panel derecho, se comparan los valores de capacidad calorífica de unión aparente para 
los tres dominios en el mismo código de colores. 
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clara por ninguno de ellos. Parece, pues, que el origen de las diferencias en 

capacidad calorífica de unión además de estar relacionado con el cambio de área 

accesible al solvente también podría guardar relación con otros procesos 

adicionales. Así, otros efectos como un equilibrio de ionización acoplado a la unión 

o un cambio conformacional del domino podrá contribuir al cambio en el ∆Cp. Este 

último efecto, además, podría relacionar se con la elevada flexibilidad 

conformacional de estos dominios WW, en cuyo caso, al igual que la capacidad 

calorífica de unión a p53bp2, la flexibilidad conformacional más elevada es para el 

dominio hNedd4-WW3 (Apartado 2.3, Capítulo 2) 

3.4. Caracterización estructural mediante RMN  

Para profundizar en la comprensión del reconocimiento de los dominios L 

por hNedd4-WW3, hemos resuelto las estructuras de los complejos formados por 

el dominio hNedd4-WW3 y los ligandos HTLV1-b y Ebola-a, que presentan 

diferencias significativas en sus parámetros termodinámicos de unión. Este trabajo 

se ha realizado en colaboración con el Dr. Francisco J. Blanco (Centro Nacional de 

Investigaciones Oncológicas (CNIO) de Madrid), y la Dra. Maria J. Macias (Instituto 

de Investigaciones Biomédicas (IRB) en el Parque Científico de Barcelona). 

3.4.1. Identificación de los residuos del dominio hNedd4-WW3 implicados en 

el reconocimiento de los dominios L víricos HTLV1-b y Ébola-a 

Con el objetivo de obtener información sobre qué residuos están implicados 

en la unión, hemos realizado sendas titulaciones del dominio hNedd4-WW3 con los 

péptidos HTLV1-b y Ébola-a. Las titulaciones se han realizado a 15 ºC en tampón 

fosfato sódico 20mM pH 7.0, añadiendo cantidades conocidas de cada ligando. En 

el caso del ligando HTLV1-b la relación proteína:ligando alcanzada para saturar la 

formación de complejo es 1:3, mientras que para el Ébola-a se ha llegado a una 

relación 1:10, debido a la menor afinidad de unión. Los cambios en los 

desplazamientos químicos del dominio WW se han seguido mediante la 

adquisición de espectros 15N-HSQC (Apartado 6.7 del Capítulo 6), que muestran 

las frecuencias de cruce 1H--15N del esqueleto polipeptídico. Para poder asignar los 

espectros 15N-HSQC, se ha realizado la asignación secuencial de las frecuencias 
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en el conjunto de experimentos de triple resonancia CBCA(CO)NH y CBCANH 

(Apartado 6.7 del Capítulo 6).  

En la Figura 3.7 se muestra la superposición de los espectros 15N-HSQC 

del dominio hNedd4-WW3 con los ligandos HTLV1-b y Ébola-a, paneles A y B 

respectivamente. Es interesante señalar que los cambios en los desplazamientos 

químicos del dominio hNedd4-WW3 presentan un patrón muy parecido en las dos 

titulaciones. Esto nos indica que la interacción de hNedd4-WW3 con los dos 

ligandos se produce de manera similar. En los paneles C y D (Figura 3.7), se han 

representado dos vistas del dominio WW en las que se han coloreado los enlaces 

peptídicos en función de la intensidad del cambio en los desplazamientos químicos 

(∆δ) para cada complejo. En estas representaciones podemos observar los 

cambios que se producen en los desplazamientos químicos 1H-15N de la cadena 

principal en los restos que conforman los dos bolsillos del sitio de unión del 

dominio hNedd4-WW3 para cada complejo. En ambos casos podemos comprobar 

cambios en los desplazamientos químicos 1H-15N de la cadena principal en los 

restos que conforman el sitio canónico de unión (los bolsillos xP y xY) y algunos 

restos contiguos en la secuencia, como son: H32, T34, K35 en el segundo giro del 

dominio; F28, F29 y I30 en la hebra β2; T36, T37 y T38 en la hebra β3; y en los 

restos W39 y E40 del giro que hay tras la hebra β3. Además, en ambas titulaciones 

se puede apreciar que existen otros restos que no constituyen los bolsillos xP y xY 

y que, sin embargo, son los que presentan un cambio en el desplazamiento 

químico mayor debido a la unión de los dos ligandos. Algunos de estos restos se 

encuentran en la hebra β1 (E18, V19 y R20) y otros en el primer giro (R26). Los 

cambios en los desplazamientos químicos de estos restos en el entorno del sitio 

canónico de unión, podrían indicar que en dichas se regiones del dominio hNedd4-

WW3 se producen algunos contactos adicionales con ambos ligandos víricos, 

como se ha sugerido a partir del análisis de la energética de unión. 
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Figura 3.7. Cambios en los desplazamientos químicos del dominio hNedd4-WW3 producidos por 
la titulación de los ligandos HTLV1-b y Ébola-a. En los paneles A) y B), a la izquierda, se muestran la 
superposición de los espectros 15N-HSQC del dominio hNedd4-WW3 durante la titulación con los 
ligandos HTLV1-b y Ébola-a, respectivamente. Los picos de cruce 1H-15N de la cadena principal que han 
variado sus frecuencias durante las titulaciones se han rotulado con el número del residuo 
correspondiente. El código de colores empleado en cada espectro según la relación proteína:ligando 
aumenta es: azul, morado, rosa y rojo. En la titulación para con el ligando HTLV1-b (Panel A) los 
espectros recogidos se corresponden con las relaciones proteína:ligando 1:0.0, 1:0.5, 1:1.5 y 1:3.0. En la 
titulación con el ligando Ébola-a (Panel B) las relaciones proteína:ligando son 1:0.0, 1:2.5., 1:5 y 1:10.0. 
En los paneles C) y D), a la derecha, se ha representado dos vistas del dominio hNedd4-WW3, desde el 
sitio de unión y desde la parte posterior, coloreadas según la magnitud de los cambios en los 
desplazamientos químicos (∆δ) para la titulación del ligando HTLV1-b y Ébola-a, respectivamente. El 
código de colores empleado es una gradación de colores que van desde el azul al rojo para valores ∆δ  
entre 0.5 y 4 ppm (como muestra la leyenda). Las prolinas para las que no hay información están 
coloreadas en negro. Los cambios en los desplazamientos químicos se han calculado según la 
ecuación: ( ) ( )22 51.6NHNppm δδδ ∆+∆=∆ . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No obstante, a pesar de que los patrones de desplazamientos químicos son 

muy similares entre los dos complejos, existe una diferencia muy significativa, 

señalada mediante un cuadrado rojo en la Figura 3.7, asociada al protón del grupo 

indol de la cadena lateral del resto W39 (W39Hε1). Esta es una de las cadenas 

laterales que componen el bolsillo xP donde se intercalan las prolinas de los 

ligandos. En los espectros de la titulación con el péptido Ébola-a se aprecia que el 

desplazamiento químico de este protón prácticamente no se ve afectado (∆δ <0.5), 

mientras que en la titulación con el ligando HTLV1-b, el valor de ∆δ para este 

protón es bastante elevado (∆δ ~2). En otras titulaciones de dominios WW, se ha 

utilizado la variación del desplazamiento químico de este protón para seguir la 

unión entre los dominios WW y sus respectivos ligandos (Koepf et al. 1999a; 

Ramirez-Espain et al. 2007). Esta diferencia entre las 2 titulaciones con los 

ligandos HTLV1-b y Ébola-a, sugiere que las prolinas de cada ligando 

interaccionan de forma distinta en el bolsillo xP del dominio hNedd4-WW3.  

3.4.2. Asignación de los espectros de RMN del dominio hNedd4-WW3 

La asignación del complejo formado con el ligando HTLV1-b se ha 

realizado como se describe en el Apartado 6.7.2 del Capítulo 6 (Materiales y 

Métodos). Una vez completada la asignación del complejo con el ligando HTLV1-b, 

se ha utilizado la información obtenida en este primer complejo para realizar la 

asignación del complejo con el ligando Ébola-a, ya que los valores de ∆δ para el 

dominio hNedd4-WW3 varían poco de un complejo al otro. Esta similitud ha 
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permitido superponer la asignación del dominio WW con el ligando HTLV1-b sobre 

los espectros bidimensionales del mismo dominio con el ligando Ébola-a y corregir 

manualmente las asignaciones cuyas frecuencias estén ligeramente desviadas. 

Finalmente, se ha completado la asignación de los núcleos 1H del ligando Ébola-a 

y los NOEs intermoleculares entre éste y el dominio WW. 

3.4.3. Estructura secundaria de los complejos 

La estructura secundaria del dominio en ambos complejos se ha elucidado 

a partir de los desplazamientos conformacionales de los carbonos 13Cα y 13Cβ 

(Wishart & Sykes 1994), así como de los patrones de NOEs secuenciales (entre 

núcleos de restos i e i+1) y de medio alcance (entre núcleos de restos i e i+2, i+3 ó 

i+4) (Wüthrich 1986). En el Panel A de la Figura 3.8 se muestra el patrón de 

desplazamientos químicos de los Cα y Cβ para las 3 hebras β de hNedd4-WW3 

formando un complejo con HTLV1-b. Este patrón comprende las posiciones 17-20, 

27-30 y 36-38 del dominio. Por otro lado, en los paneles B y C, se representan la 

disposiciones de las correlaciones NOE de largo alcance entre carbonos α (dαα(i,j), 

en color morado), entre carbonos α y protones amina (dαN(i,j), en rojo) y entre 

protones amina (dNN(i,j), en verde) de las distintas hebras β del dominio hNedd4-

WW3 en cada complejo. El patrón de NOEs corresponde al de una lámina β 

antiparalela, aunque se observan pequeñas diferencias entre los dos complejos. 

Las hebras β1 y β2 para el complejo con el ligando Ébola-a son más largas, ya que 

se pueden observar los NOEs dαα (21,27) y dαN(22,27) (Figura 3.8C) que no aparecen 

en el otro complejo (Figura 3.8B). Con ambos resultados, los desplazamientos 

químicos de Cα y Cβ y la correlación de NOEs a larga distancia, hemos definido las 

diferentes restricciones para la lámina β del dominio WW en cada complejo. Así, 

finalmente para el complejo con el ligando HTLV1-b, la hebra β1 va de la posición 

17 a 21, la hebra β2 de la posición 27 a 30 y la hebra β3 de 36 a 38, mientras que 

para el complejo con el ligando Ébola-a, la hebra β1 va de la posición 17 a 22, la 

hebra β2 de la posición 26 a 30 y la hebra β3 de 36 a 38.  

Además, al igual que en la estructura del dominio homólogo WW3 de la 

isoforma de ratón mNedd4-2 (PDB 1WR7), se ha observado un patrón de NOEs de  
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Figura 3.8. Restricciones del dominio hNedd4-WW3 utilizadas en el cálculo de las estructuras de sus complejos por RMN. A) Relación de 
desplazamientos químico con la conformación de los núcleos 13Cα (∆δCα=δCα,observado-δCα,desplegado, en ppm) en color rojo y 13Cβ (∆δCβ=δCβ,observado-δCβ,desplegado, 
en ppm) en color azul, en función de la secuencia de la proteína, a pH 7.0 y 15ºC. Los valores de δCα,desplegado y δCβ,desplegado, se tomaron de (Wishart and Sykes 
1994). Las restricciones de ángulos diedros impuestas a partir de la estructura secundaria durante el cálculo, aparecen en recuadros azul oscuro para los restos 
dispuestos en hebras β y naranjas para los restos en hélice α. Diagramas esquemáticos de los posibles enlaces de hidrógeno entre las hebras β antiparalelas 
encontrados durante la asignación B) del complejo HTLV1-b / hNedd4-WW3 y C) del complejo Ébola-a / hNedd4-WW3. Una flecha entre protones indica una 
correlación NOE de largo alcance dαα(i,j) (en morado), dαN(i,j) (en rojo) y dNN(i,j) (en verde). Las líneas discontinuas representan los enlaces de hidrógeno formados 
entre las hebras que se han tenido en cuenta para el cálculo de estructura. 
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medio alcance de una pequeña hélice α en los dos complejos entre los 

restos 43-45. 

Los elementos de estructura secundaria definidos a partir de este análisis 

se utilizaron para el cálculo de la estructura tridimensional de los dos complejos. 

3.4.4. Asignación de los ligandos en los espectros de RMN 

En cada uno de los complejos formados por el dominio hNedd4-WW3 se 

han identificado unos 50 NOEs intermoleculares. Estas señales NOE se 

interpretan como restricciones de distancia entre el dominio WW y el ligando. La 

cantidad de NOEs intermoleculares asignados para ambos complejos es similar a 

la encontrada para otras estructuras bien definidas de complejos de dominios WW 

(Pires et al. 2001). En la Tabla 3.3 se comparan los principales NOEs 

intermoleculares encontrados para cada uno de los complejos. Los restos del 

dominio y del ligando se han denominado según sus secuencias en la Figura 3.1 y 

la Tabla 3.1, respectivamente. Además, se ha empleado un símbolo prima tras el 

número que indica la posición de cada resto en las secuencias de los ligandos 

para distinguirlos de los aminoácidos del dominio. 

En el bolsillo xP, los NOEs encontrados relacionan los mismos restos del 

dominio WW con aminoácidos equivalentes en cada uno de los ligandos. La 

mayoría son contactos entre las dos prolinas centrales de los ligandos, P4´ y P5´, 

con las cadenas aromáticas de F28 y W39 del dominio WW. Aunque en los dos 

complejos se han asignado varios contactos entre el indol del W39 y los restos en 

las posiciones 2´ y 3´ de los dos ligandos, cabe destacar que en el complejo con el 

ligando HTLV1-b el protón Hε1 del W39 presenta un mayor número de NOEs con 

los restos Q2´ e I3´ (incluso con la P4´). Estas señales indican que la proximidad 

de estos aminoácidos del ligando HTLV1-b puede ser la responsable del cambio 

del entorno químico para la cadena lateral del W39, observado durante la titulación 

de este ligando (Figura 3.7).  

En el bolsillo xY se aprecian más diferencias entre los dos complejos. 

Aunque los restos I30, H32, K35 y T37 del dominio hNedd4-WW3 presentan NOEs 

con la Y7´ en los dos complejos, los otros NOEs asignados implican  átomos 

diferentes en cada complejo. Además, el resto Y7´ del ligando Ébola-a presenta 
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algunos NOEs con el resto T36 que no se observan en el complejo HTLV1-b. 

Todas estas diferencias indican que la cadena lateral de la Y7´ de cada ligando 

presenta una orientación distinta dentro de este bolsillo xY. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los datos recogidos en Tabla 3.3 indican que la cadena lateral de la R20 

del domino WW interacciona con la cadena lateral del resto E9´ en los dos 

complejos. Esta interacción electrostática se refleja en importantes cambios en el 

desplazamiento químico del aminoácido R20 en las titulaciones con ambos 

ligandos (Figura 3.7). 

Tabla 3.3. Interacciones intermoleculares (NOEs) observadas en los complejos formados por el 
dominio hNedd4-WW3 con los ligandos peptídicos HTLV1-b y Ébola-a 

hNedd4-WW3  
 

HTLV1-b 
SDPQIPPPYVEP 

Ébola-a 
ILPTAPPEYME 

Restos Protón Restos Protón 

Hε1 Q2´ ó T2´ Hβ1, Hβ2 
#Hγ 

Hε1 Hα, Hβ, #Hγ Hα ,#Hβ 
Hδ1 Hα -- 
Hζ2 

 
I3´ ó A3´ 

-- Hα, #Hβ 
Hε1 Hδ1, Hδ2 Hα, Hδ1, Hδ2 

Hδ1 Hδ1, Hδ2 Hδ1, Hδ2 

 
 
 

W39 

Hζ2 

 
P4´ 

Hα, Hδ1, Hδ2 Hα, Hδ1, Hδ2 
#Hδ Hδ1, Hδ2, Hβ1, 

Hβ2, Hγ1, Hγ2 

Hδ1, Hδ2, Hβ1, 
Hβ2, Hγ1, Hγ2 

 
F28 

#Hε 

 
P5´ 

Hβ1, Hβ2, Hγ1, Hγ2 Hβ1, Hβ2, Hγ1, Hγ2 
#Hγ1 

#Hδ #Hε I30 
#Hγ2 

#Hδ, #Hε #Hδ, #Hε 
HN -- #Hε 
Hα #Hε #Hε 

 
H32 

#Hε #Hε #Hε 
Hα #Hε #Hε, #Hδ 
Hβ1 

#Hε, #Hδ #Hε, #Hδ 
Hβ2 

#Hε, #Hδ #Hε, #Hδ 
Hδ1 

#Hε #Hε 
Hδ2 

#Hε #Hε 
Hγ1 

#Hε #Hε 

 
 
 

K35 

Hγ2 
#Hε #Hε 

HN -- Hβ1, Hβ2 T36 
Hα -- Hβ1, Hβ2 

T37 #Hγ2 

 
 
 
 
 
 
 

Y7´ 

HN, Hα, Hβ1, 
Hβ2, 

#Hδ , #Hε 
HN, Hα, Hβ1, 
Hβ2, 

#Hδ, #Hε 

R20 Hε E9´ Hγ2, Hγ3 Hβ2, Hγ2 
#Designa la señal de desplazamiento químico para un conjunto de protones que se consideran 
químicamente equivalentes. 
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En definitiva, podemos concluir que los datos procedentes de la asignación 

de los NOEs intermoleculares, al igual que la energética de unión o el cambio de 

los desplazamientos químicos durante la titulación, sugieren la existencia de 

diferencias significativas en el modo de unión de los ligandos HTLV1-b y Ebola-a 

al dominio hNedd4-WW3. 

3.4.5. Cálculo y evaluación de la calidad de las estructuras  

Las estructuras tridimensionales en disolución de los dos complejos del 

dominio hNedd4-WW3 se han calculado tal y como se describe en el Apartado 

6.7.3 de Materiales y Métodos. Se han obtenido 597 y 513 restricciones de 

distancia entre pares de núcleos a partir de los picos de cruce presentes en los 

espectro 2D 1H-NOESY registrados en 10% D2O:90% H2O para los complejos con 

los ligandos HTLV1-b y Ébola-a, respectivamente. El volumen de los picos de 

cruce de los espectros 2D 1H-NOESY se ha medido utilizando la subrutina de 

integración máxima del programa XEASY (Bartels et al. 1995). También se han 

utilizado restricciones para los ángulos diedros φ y ψ de la cadena principal 

obtenidas a partir del análisis de los desplazamientos químicos, así como 

restricciones para los enlaces de hidrógeno obtenidas del análisis de los patrones 

de NOEs en la estructura secundaria. El número de ángulos diedros restringidos 

en el cálculo de cada estructura ha sido 40 para el complejo del HTLV1-b y 50 

para el complejo Ébola-a. El número de restricciones para los enlaces de 

hidrógeno ha sido de 16 para los dos complejos.  

Para realizar el cálculo se ha utilizado el programa informático Structcalc 

desarrollado en el laboratorio de María J. Macías (http://maciasnmr.net/). Este 

programa otorga mayor importancia al valor de los NOEs inequívocos y utiliza 

todas las restricciones experimentales, los puentes de hidrógeno y las restricciones 

de los ángulos diedros, en un proceso de refinamiento en agua. Así, para cada 

estructura se ha calculado un conjunto de 120 modelos en dos fases: primero 

simulando la dinámica de torsión de los ángulos en vacío y después simulando un 

solvente acuoso. De los 120 modelos calculados se han seleccionado los 20 de 

menor energía que satisfacen adecuadamente las restricciones experimentales. En 
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la Figura 3.9 se muestran las representaciones estereoscópicas de los conjuntos 

de 20 modelos para cada complejo. 

Para validar las estructuras determinadas se ha comprobado que las 

estructuras cumplen distintos criterios de calidad. La Tabla 3.4 recoge la 

estadística de los principales parámetros estructurales de las 20 estructuras de 

menor energía en los dos complejos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A)

B)

Ébola-a ββββ1 ββββ2

ββββ3

αααα−−−−hélice

Lazo
ββββ2/ β/ β/ β/ β3

Lazo
ββββ1/ β/ β/ β/ β2

ββββ1

ββββ2

ββββ3

αααα−−−−hélice

HTLV1-b

Lazo
ββββ2/ β/ β/ β/ β3

Lazo
ββββ1/ β/ β/ β/ β2

Figura 3.9. Representaciones de las 20 estructuras de menor energía resueltas mediante RMN de 
los complejos formados por hNedd4-WW3. Representación estereográfica de la superposición de los 
átomos del esqueleto de las veinte estructuras finales: A) del complejo con el ligando HTLV1-b y B) del 
complejo con el ligando Ébola-a. Los ligandos se muestran en verde y las regiones correspondientes a 
las hebras β del dominio WW se indican en rojo y a la α-hélice del extremo C-terminal en azul. 
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Tabla 3.4. Estadística de los principales parámetros estructurales de los conjuntos de 20 
estructuras de los complejos HTLV1-b/hNedd4- WW3 y Ébola-a/hNedd4- WW3 

 HTLV1-b Ébola-a 

Restricciones usadas para el cálculo <SA>a   

Intra-residuo 0 0 
Secuencial ( |i-j| = 1) 259 236 
Medio alcance ( 1< |i-j| < 4) 90 72 
Largo alcance ( |i-j| > 4) 264 209 
Inter-molecular ( |i-j| > 4) 50 52 
No ambiguos All All 
Ambiguos 0 0 
Ángulos diedros 50 40 
Enlaces de hidrógeno 16 16 
Todos 663 569 
Promedio de restricciones por residuo (43) 15.4 13.2 

Desviaciones para datos experimentales (Å)b   

NOE:  0.01014 ± 3.2 x10-4 0.004357 ± 3.8 x10-4 

Enlaces (Å) 0.00833 ± 1.9 x10-4 0.004202 ± 1.6 x10-4 

Ángulos (º) 0.831 ± 0.028 0.5905 ± 0.02 

R.M.S.D. Precisión de las coordenadas (Å)c   

Átomos N, Cα y *CO de la estructura secundaria  0.12  0.27  

Átomos pesados de la estructura secundaria 0.51 0.68 

Átomos N, Cα y *CO de la cadena principal 0.60 0.83 

Átomos pesados en todos los restos 1.11 1.31 

Energía potencial por CNS (kcal mol-1)   

Energía total
d
 -1260 ± 48 -1535 ± 30 

Electrostatica -1633 ± 54 -1748 ± 39 

van der Waals -122 ± 12 -135 ± 13 

Enlaces 51 ± 2 13 ± 1.0 

Angulos 142 ± 10 71.5 ± 5.7 

Calidad estructural  (%residuo): representación de Ramachandran 

Regiones más favorables (%) 91.2 84.7 
Regiones permitidas adicionalmente (%) 7.3 14.1 
Regiones permitidas generosamente (%) 1.5 0.9 
Regiones no permitidas (%) 0 0.3 
a<SA> se refiere al conjunto de 20 estructuras con menor energía de cada complejo. bNinguna de las 
estructuras calculadas incumple las restricciones de distancia con valores superiores a 0.3 Å. cR.M.S.D. entre 
el conjunto de estructuras <SA> y la estructura de menor energía. dEL-J es la energía de van der Waals 
Lennard-Jones calculada usando los parámetros CHARMMPARMALLH6. La función EL-J no está incluida en 
el cálculo de la estructura. 
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Las desviaciones del conjunto de estructuras se cuantifican mediante la 

desviación cuadrática media (RMSD, del inglés Root Mean Square Deviation) entre 

las coordenadas atómicas del conjunto promediado de las 20 estructuras con 

respecto a la de menor energía. En los Paneles A y B de la Figura 3.10 se han 

representado los diagramas de barras de la RMSD. En términos generales, los 

elementos de estructura secundaria del dominio WW, particularmente las hebras β, 

se encuentran mejor definidos en los dos complejos que el resto de elementos 

tanto del dominio como del ligando. El complejo del dominio hNedd4-WW3 con el 

ligando HTLV1-b (Figura 3.10A) está mejor definido que el complejo con el ligando 

Ébola-a (Figura 3.10B). Como se muestra en la Tabla 3.4, las RMSD promedio de 

los átomos pesados (promedio de 20 estructuras) son de 1.11 Ǻ para el complejo 

con HTLV1-b y 1.31 Ǻ para el complejo con Ébola-a y las RMSD promedio de las 

cadena polipeptídica principal son 0.60 Ǻ para el complejo con el ligando HTLV1-b 

y 0.83 Ǻ para con el complejo con ligando Ébola-a. En cualquier caso, los valores 

para los dos complejos se sitúan dentro del intervalo habitual para este tipo de 

cálculos estructurales: RMSD ≤ ~ 0.8 Ǻ para la cadena principal y RMSD ≤ ~ 1.5 Ǻ 

para todos los átomos pesados (Candel 2008a). 

En el Panel C de la Figura 3.10 se muestra, a modo de ejemplo, el mapa de 

Ramachandran de la estructura de menor energía del complejo de hNedd4-WW3 

con el ligando Ébola-a. En esta representación el mapa de Ramachandran se ha 

dividido en cuatro categorías según los ángulos estadísticamente permitidos: uno 

general y otros tres específicos para las glicinas, las prolinas o los restos que 

preceden a una prolina en la secuencia (Laskowski et al. 1996; Lovell et al. 2003). 

En la Tabla 3.4 se resumen los datos estadísticos obtenidos a partir de la 

representación de Ramachandran de las 20 estructuras de cada complejo. Como 

se puede observar, la mayoría de los restos se encuentran en regiones favorecidas 

(91.2% para el HTLV1-b y 84.7% para el Ébola-a) o permitidas adicionalmente 

(7.3% para el HTLV1-b y 14.1% para el Ébola-a), mientras que sólo el 0.3% de los 

aminoácidos del complejo con el ligando Ébola-a se encuentra en regiones no 

permitidas. 
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3.5. Descripción las estructuras de los complejos del dominio hNedd4-WW3  

En la Figura 3.11 se muestran las estructuras de los complejos del dominio 

hNedd4-WW3 con los ligandos HTLV1-b y Ébola-a y la estructura del dominio 

homólogo en ratón, mNedd4.2-WW3, en su forma libre (código PDB 1WR7). La 

secuencia de mNedd4.2-WW3 es muy parecida a la secuencia de hNedd4-WW3, 

ya que sólo presenta 3 aminoácidos distintos que están localizados fuera del sitio 
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Figura 3.10. Evaluación de las estructuras determinadas por RMN de los complejos de hNedd4-
WW3. En los diagramas de barras de los Paneles A) y B) se representan los valores de RMSD por 
residuo para las 20 estructuras de los complejos de hNedd4-WW3 con el ligando HTLV1-b y Ébola-a, 
respectivamente. Las barras en negro ilustran la desviación para la cadena principal de cada resto y las 
barras en gris la desviación correspondiente a cadena lateral. La representación esquemática con una 
gradación de colores de blanco a azul es una estimación estadística de la exposición al solvente para 
cada resto. El Panel C) muestra un ejemplo de la representación de Ramachandran para la estructura de 
menor energía del complejo del dominio hNedd4-WW3 con el ligando HTLV1-b (Lovell et al. 2003). Los 
aminoácidos se han divido en cuatro categorías según los ángulos Ψ y Φ permitidos estadísticamente 
(regiones delimitadas en azul): una general, otra para glicinas, otra para prolinas y la última para aquellos 
restos que preceden a las prolinas en la secuencia. El círculo rojo representa una prolina del ligando que 
se encuentra en una región generosamente permitida en este ejemplo, mientras que los aminoácidos en 
zonas más favorables se representan como círculos negros. 
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de unión. En las tres estructuras, los dominios WW presentan el plegamiento 

característico de estos módulos de reconocimiento, una lámina β torcida formada 

por tres hebras β antiparalelas. Dichas hebras β se encuentran estabilizadas por 

varios puentes de hidrógeno entre ellas y por el empaquetamiento (conocido como 

“broche hidrofóbico”) de las cadenas laterales del W17, de la F29 y de la P42 

(Shaw et al. 2005). En la figura también se muestran los ligandos de cada 

complejo y los restos que conforman el sitio de unión típico de los dominios de 

clase I, es decir, las cadenas laterales de F28 y de W39 que forman el bolsillo xP; 

las cadenas laterales de I30, H32 y K35 que forman la cavidad xY y el resto T37 

que separa ambos bolsillos. Salvando la mayor longitud de las hebras β1 y β2 en 

el complejo con el ligando Ébola-a, la disposición del esqueleto polipeptídico de 

los dominios WW en las tres estructuras es similar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además, hemos realizado el alineamiento estructural teniendo en cuenta 

únicamente la lámina β (residuos 16-42) de las tres estructuras. De este modo, se 

ha calculado el valor de la RMSD entre los carbonos α, comprobando que la 

desviación media de los carbonos α es pequeña, unos 0.27 Å entre los dos 

complejos de hNedd4-WW3 y unos 0.20 Å para ambos complejos con el dominio 

Figura 3.11. Representación en forma de cintas del complejo HTLV1-b/hNedd4-WW3 (a la 
izquierda), del dominio homólogo de ratón mNedd4.2-WW3 en estado libre (en el centro) y 
complejo Ébola-a/hNedd4-WW3 (a la derecha). En las tres estructuras, los restos responsables del 
plegamiento se muestran como varillas de color gris y los restos responsables de la interacción, como 
varillas verde claro. En los complejos, los ligandos se representan como varillas, naranjas, para el 
HTLV1-b, y azules, para el Ébola-a. El código PDB de la estructura del dominio mNedd4.2-WW3 es 
1WR7. 

 mNedd4.2-WW3 Ébola-a / hNedd4-WW3HTLV1-b / hNedd4-WW3
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libre. Sin embargo, el valor de RMSD correspondiente a los carbonos α de los 

aminoácidos en el giro entre las hebras β1 y β2 en los dos complejos se eleva a 

unos 0.76 Å. Los datos promediados para todas las estructuras no indican 

diferencias conformacionales importantes en el dominio hNedd4-WW3. En cambio, 

las desviaciones locales entre los dos complejos señalan diferencias en uno de los 

lazos del dominio que pueden tener relación con el modo de reconociendo de los 

ligandos. Además de las cadenas principales de las láminas β de las tres 

estructuras alineadas estructuralmente en la Figura 3.11 se han ilustrado varias 

cadenas laterales. De este modo, podemos comprobar que existen diferencias 

importantes en los complejos para la orientación de algunas de las cadenas 

laterales del sitio de unión (como son F28, I30, H30, K35 ó T37), así como para la 

orientación de los ligandos. Aunque ambos ligandos presentan una estructura tipo 

PPII en torno al motivo PPxY en los dos complejos, se puede apreciar que las 

cadenas laterales de estos restos no se encuentran en posiciones equivalentes en 

uno y otro complejo. 

3.5.1. Análisis del modo de unión de los dominios L víricos al dominio 

hNedd4-WW3 

En la Figura 3.12 se muestra una representación más detallada del modo 

de unión de los ligandos HTLV1-b y Ébola-a al dominio hNedd4-WW3. En esta 

figura, se han representado cuatro paneles ampliando distintas zonas de los 

ligandos en cada complejo: el extremo C-terminal, la tirosina Y7´, las prolinas P4´y 

P5´ del motivo de unión y el extremo N-terminal. 

En el extremo C-terminal de ambos ligandos se produce una interacción de 

tipo electrostático entre el resto R20 de la primera hebra del dominio hNedd4-WW3 

y los restos E9´ presentes en ambos ligandos. En ambos casos se han observado 

señales NOE entre estos aminoácidos, pero en cada complejo se producen entre 

átomos diferentes (ver Tabla 3.3). Estas diferencias se ven reflejadas en la 

diferente disposición de la cadena lateral del resto E9´ de cada ligando, como se 

puede apreciar en el Panel A de la Figura 3.12. Es importante mencionar que esta 

interacción electrostática puede ser uno de los determinantes de la especificidad 

de unión de los dominios L por el dominio hNedd4-WW3. En este sentido, la 
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mayoría de los dominios L víricos utilizados en el estudio (Tabla 3.1), presentan un 

resto ácido en la posición 9´ y, además, el dominio hNedd4-WW3 es el único de 

los dominios WW estudiados que presenta un resto con carga positiva en la 

posición 20 o en otra próxima (Figura 3.1). De hecho, la eliminación de este resto 

cargado en el ligando Ébola-b diminuye drásticamente la afinidad de unión a 

hNedd4-WW3 con respecto a Ebola-a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El bolsillo xY donde encaja la cadena lateral de la tirosina Y7´ del ligando 

HTLV1-b parece más superficial que en el otro complejo. En el Panel B de la 

Figura 3.12, se puede observar cómo la cadena lateral de H32 está desplazada 

dejando más espacio para la Y7´. Además, se puede comprobar como la 

interacción del ligando HTLV1-b se ve estabilizada por un enlace de hidrógeno 

entre el grupo hidroxilo de Y7´ y la cadena lateral de K35. La cadena lateral del 

resto Y7´ del ligando Ébola-a, por el contrario, se encuentra más enterrada en el 

bolsillo xY. En este caso, la disposición de las cadenas laterales del dominio WW 

es mucho más parecida a la de la forma libre del dominio mNedd4.2-WW3 (en la 
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Figura 3.12. Diferencias entre los complejos formados por hNedd4-WW3 con los ligandos HTLV1-b 
y Ébola-a. A) Interacción del  extremo C-terminal de ambos péptidos (resto E9´). B) Comparación de la 
tirosina Y7´ de ambos ligandos en la cavidad xY de dominio hNedd4-WW3. C) Comparación de las 
prolinas P4´ y P5´ en la cavidad xP. D) Interacción en la región del extremo N-terminal (resto en la 
posición 2´) de los dos ligandos con el dominio WW. La superficie del dominio WW se ha representado 
transparente y de color marrón dejando ver los restos implicados en la interacción como varillas de color 
verde. Los restos de los ligandos se muestran en representación de varillas, de color naranja, para el 
HTLV1-b, y de color azul, para el Ébola-a. 
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Figura 3.11). Estas características estructurales están en buena concordancia con 

las diferencias en la energética de unión observadas entre estos dos ligandos 

(Figura 3.4). Así, por ejemplo, aunqu al encontrarse el ligando Ebola-a más 

enterrado, la penalización entrópica desde el punto de vista de la entropía 

conformacional sería mayor, las contribuciones a la entropía de desolvatación de 

este ligando serían más importantes y más favorables.  

La cavidad xP del dominio hNedd4-WW3 es más estrecha en el complejo 

con el ligando Ébola-a. Como se puede observar en el Panel C de la Figura 3.12, 

el anillo aromático de W39 se inclina ligeramente sobre la cavidad xP y ocupa 

parte del espacio necesario para que se entierren mejor las prolinas P4´ y P5´ del 

Ébola-a. En el complejo con el ligando HTLV1-b, el bolsillo xP es más abierto y las 

prolinas P4´ y P5´ de este ligando están en una posición menos superficial, 

provocando una modificación más acusada del desplazamiento químico del Hε1 en 

el indol del W39 en la titulación de este ligando (Figura 3.7). Las diferencias en la 

geometría del sitio de unión del dominio hNedd4-WW3 además afectan a la 

formación del puente de hidrógeno entre el carbonilo de la P5´ del ligando y el 

grupo hidroxilo de la T37, que es una de las características de las interacciones de 

los dominios WW (Ball et al. 2005). En el complejo formado con el ligando Ébola-a, 

este puente de hidrógeno podría verse comprometido debido a que la orientación y 

la distancia (unos 4 Å) entre los átomos implicados no son las más adecuadas. En 

el complejo con el ligando HTLV1-b, se produce un enlace de hidrógeno 

equivalente entre el grupo hidroxilo de T37 y el carbonilo de la P4´ de este ligando. 

Sin embargo, en este caso, un ángulo menos forzado y una menor proximidad de 

los átomos (aproximadamente 3 Å) sugieren que el enlace es más estable. Así, si 

el complejo con el ligando HTLV1-b formase más puentes de hidrógeno (entre 

ellos, el formado por Y7´ con K35 y este entre P4´ y T37) que el complejo con el 

Ébola-a, esto conllevaría una contribución entálpica más favorable para este 

complejo y una contribución la entropía conformacional más desfavorable, 

situación que concuerda con los parámetros termodinámicos de unión 

determinados (Figura 3.4). 

 En el extremo N-terminal del complejo formado con el ligando Ébola-a se 

establece un puente de hidrógeno entre la cadena lateral del resto N24 del dominio 
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y el grupo hidroxilo de la cadena lateral de la T2´ del ligando, como se aprecia en 

el Panel C de la Figura 3.12. En los extremos N-terminal, se han asignado señales 

NOEs de los restos I3’ y Q2’ de HTLV1-b y A3’ y T2’ de Ébola-a con el W39 del 

dominio (Tabla 3.3). Aunque estas señales NOEs son similares en los dos 

complejos, sólo en el caso del complejo con el Ébola-a el giro entre las hebras β1 

y β2 adopta la conformación adecuada para producir esta interacción. Esta 

interacción adicional también se ha descrito para el dominio homólogo de mosca 

(Kanelis et al. 2006). Tanto en el dominio hNedd4-WW3 como en su homólogo de 

mosca, los lazos entre las hebras β1 y β2 presentan una secuencia A22, P23 y 

N24, que favorece que se produzcan los contactos adicionales con los ligandos. La 

P23 restringe las conformaciones posibles para N24, mientras que el resto A22 

(cuya cadena lateral es muy pequeña) permite que el giro entre las hebras β1 y β2 

adopte la conformación adecuada, en el caso del Ébola-a, para unir a la cadena 

de lateral del resto T2´ en una especie de cavidad adicional. A su vez, esta 

conformación del lazo de hNedd4-WW3 promueve la inclinación del grupo indol de 

W39 sobre la cavidad xP en el complejo que se forma con el ligando Ébola-a.  

En resumen, el análisis detallado de las estructuras de los dos complejos 

del dominio hNedd4-WW3 con los ligandos víricos HTLV1-b y Ébola-a ha 

confirmado que estos ligandos son reconocidos de un modo diferente en cada 

caso, conforme como también sugiere la caracterización termodinámica de dichas 

interacciones. Además, la caracterización estructural ha puesto de manifiesto una 

interacción electrostática entre el extremo C-terminal de los dominios L víricos y 

una región próxima al sitio canónico de unión del dominio hNedd4-WW3, que 

parece ser responsable de la especificidad de unión entre ellos. 

3.5.2. Comparación de los complejos formados por hNedd4-WW3 con otras 

estructuras  

La geometría del sitio de unión y el giro entre las hebras β1 y β2 del dominio 

hNedd4-WW3 son diferentes para la unión de los ligandos HTLV1-b y Ébola-a. Para 

saber si estos modos de unión son similares a los descritos para otros complejos de 

dominios WW, en la Figura 3.13 se comparan varios complejos de dominios WW de 

clase I. Se ha realizado un alineamiento estructural de los  dominios WW de un 
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Figura 3.13. Alineamiento estructural de varios complejos de dominios WW clasificados en el 
grupo I. El alineamiento se ha realizado en base a las láminas β de los nueve complejos. A modo de 
ejemplo, se ha representado uno de los dominios WW en forma de cinta de color gris y un esquema de 
referencia de cómo se han determinado los ángulos para los ligandos. Los ligandos del HTLV1-b y 
Ébola-a también se presentan con forma de cintas en naranja y azul, respectivamente. El resto de 
ligandos se han representado como líneas rectas de distintos colores que describen el eje longitudinal de 
cada ligando con estructura PPII. Las líneas rectas van desde el carbono α del resto P4´ ó L4´, hasta el 
carbono α de la tirosina Y7´ de cada ligando y son: amarillo para el ligando RENAC BP2 (PDB 1I5H), rojo 
para LMP2A (PDB 2JO9), negro para Smad7 (PDB 2DJY), azul marino para Notch (PDB 2JMF), 
turquesa para PPPY (PDB 1K9R), marrón para LPPY (PDB 1K9Q) y púrpura para el péptido Yap (PDB 
1JMQ). En los recuadros de la derecha se han ilustrado varios detalles de la geometría de los bolsillo xP 
en los complejos RENEAC BP2/rNedd4-WW4, Notch/Su(dx)-WW4 y péptido-Yap/hYap-WW1. En el 
centro, se muestran los alineamientos de secuencias de los ligandos y el ángulo que forman en los 
complejos. En la parte inferior, se presenta el alineamiento de secuencias de los dominios WW, indicando 
los correspondientes elementos de estructura secundaria. 
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conjunto de nueve complejos depositados en la base de datos PDB. En la figura se 

muestra un sólo dominio WW como ejemplo de dicho alineamiento y dos tipos de 

representaciones diferentes para los ligandos. Por un lado, se muestra una 

representación en forma de cintas para los ligandos HTLV1-b (naranja) y Ébola-a 

(azul), y por otro lado, se muestran varias líneas rectas correspondientes a los ejes 

longitudinales de cada ligando entre los enlaces peptídicos de las posiciones 4´ 

(prolina o leucina) y 7´ (tirosina). Además, en la figura también se han incluido los 

alineamientos de secuencias de los dominios WW y de sus ligandos. 

El alineamiento estructural de los dominios WW no refleja importantes 

desviaciones de sus carbonos α (el valor RMSD es inferior a 1Å). Sin embargo, en 

la Figura 3.13, se aprecia claramente que cada ligando presenta una orientación 

diferente sobre la superficie del dominio WW. Para ilustrar las diferentes 

orientaciones de los ligandos se ha calculado un ángulo de referencia para cada 

ligando como se indica en la propia figura. Los valores de estos ángulos varían 

para los distintos complejos, de modo que los ligandos se pueden distribuir en dos 

grupos según su modo de unión: ligandos similares al Ébola-a con ángulos del 

orden de los 12º (o inferiores) y ligandos similares a HTLV1-b con ángulos de 

valores igual a 20º o superiores. 

En el detalle de la Figura 3.13 para el bolsillo xP del complejo RENAC-

BP2/rNedd4-WW4, caracterizado por un ángulo de 10º, se puede apreciar que los 

complejos con ángulos bajos para la orientación de sus ligandos suelen presentar 

una cavidad xP estrecha, como también se ha descrito para el complejo de 

hNedd4-WW3 con el Ébola-a (Panel C, Figura 3.12). Por otro lado, los ligandos 

que presentan ángulos iguales o mayores 20º interaccionan en una cavidad xP 

mucho más abierta, como se muestra en el detalle de la Figura 3.13 para el 

péptido de Yap (29º) o como se ha mostrado para el complejo de hNedd4-WW3 

con el ligando HTLV1-b (Panel C, Figura 3.12). Otro caso son aquellos complejos 

caracterizados por un bolsillo xP con un resto fenilalanina en la posición 39 en 

lugar de un triptófano; estos dominio WW presentan un bolsillo menos profundo 

por lo que la disposición del ligando depende de los contactos de éste con otras 

zonas del dominio. Los dos ejemplos de este tipo en la Figura 3.13 presentan 
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ángulos muy distintos: 6º para el complejo Smad7/hSmurf2-WW3 y 19º para el 

complejo Notch/Su(dx)-WW4.  

Nuestros resultados para el reconocimiento de dos ligandos víricos con 

pequeñas diferencias en sus secuencias (HTLV1-b y Ébola-a) por el dominio 

hNedd4-WW3 han puesto de manifiesto que el patrón termodinámico puede ser 

muy diferente y que el dominio tiene la capacidad de adoptar pequeños cambios 

de conformación para facilitar el reconocimiento de los ligandos. También hemos 

comprobado que dicha variabilidad en el modo de reconocer estos ligandos está 

de acuerdo con las conformaciones adoptadas por otros dominios WW de clase I. 

Esta adaptabilidad no sólo se produce en las regiones más flexibles, como son los 

giros entre las hebras, sino que también se extiende a las cadenas laterales que 

conforman el sitio de unión. En este contexto, la elevada plasticidad y flexibilidad 

conformacional de estos dominios, puesta de manifiesto en los estudios de 

estabilidad (Capitulo 2), adquieren una clara relevancia funcional. 
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CAPíTULO 4. Reconocimiento molecular mediado por el tándem de 

dominios WW de la proteína humana hYap  

4.1. Introducción 

Como hemos visto anteriormente, existen dos isoformas mayoritarias de 

hYap (Figura 4.1A). La forma hYap1 sólo presenta un dominio WW (hYap-WW1) y 

la forma hYap2 contiene dos dominios WW (el tándem hYap-WW1-WW2). Por otro 

lado, se ha demostrado que la isoforma hYap2 tiene una mayor actividad 

transcriptora de genes que la isoforma hYap1 (Komuro et al. 2003). Estas dos 

características sugieren que la presencia de un dominio WW adicional, el dominio 

hYap-WW2, tiene un papel fundamental en la función de la isoforma hYap2. En el 

Panel B de la Figura 4.1 se ha ilustrado el alineamiento de las secuencias de 

ambos dominios WW en el que se observa que la similitud de secuencia es del 62 

% aproximadamente. El dominio hYap-WW1 une a ligandos que contienen el 

motivo PPxY (Koepf et al. 1999b; Pires et al. 2001) y ha sido clasificado en el 

grupo I de especificidad. Para el dominio hYap-WW2 aún no se ha descrito ningún 

ligando, pero la elevada similitud con hYap-WW1 sugiere que también pertenece al 

grupo I. Los restos más característicos en el sitio de unión de esta clase de 

especificidad están perfectamente conservados en ambos dominios (P14, W17, 

Y28 ó F28 y P42) (Macias et al. 2000). No obstante, encontramos dos diferencias 

importantes en las posiciones 30 y 35 correspondientes al bolsillo xY 

(representadas en amarillo en el Panel C de la Figura 4.1). El aminoácido en la 

posición 30 de ambos dominios (una leucina en hYap-WW1 y una isoleucina en 

hYap-WW2) tiene propiedades similares. En cambio, la diferencia en posición 35 

no es conservativa, ya que el dominio hYap-WW2 presenta una carga positiva 

(lisina) donde hay un resto neutro (glutamina) en hYAP-WW1. 
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Figura 4.1. Representación esquemática de la isoforma hYap2 y de sus dominios WW. A) Arriba, la 
representación de los dominios en que se configura la arquitectura de las isoformas de hYap. Abajo, la 
secuencia del tándem de dominios WW en la que los recuadros negros delimitan cada uno de los 
dominios inividuales. B) Alineamiento de secuencias de ambos dominios WW individuales de Yap. Los 
puntos de colores en la secuencia de hYap-WW2 corresponden a aquellos restos que coinciden en 
idéntica posición con los del dominio hYap-WW1. C) Estructura resuelta por RMN del mutante L30K de 
hYap-WW1 formando complejo con el péptido GPPPPYTVG (PDB: 1JMQ). El esqueleto polipeptídico del 
dominio WW se ha representado como cintas en color rojo  y el péptido como varillas de color turquesa. 
Las cadenas laterales de los restos implicados en el sitio de unión que son idénticas entre los dominios 
WW de hYap se han representado como varillas rojas y las que son diferentes, Q35 y L30, se han 
representado como varillas amarillas. 
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Hay dos posibles explicaciones para las diferencias funcionales observadas 

entre las isoformas hYap1 y hYap2: bien que el segundo dominio WW confiera una 

especificidad de unión diferente a hYap2, o bien que dicho dominio WW extra sea 

el responsable de efectos contextuales similares a los descritos en la bibliografía 

para otras parejas de dominios WW, como efectos sinérgicos en la estabilidad 

conformacional o en el reconocimiento de los ligandos (Wiesner et al. 2002; 

Fedoroff et al. 2004; Jennings et al. 2007; Huang et al. 2009; Chong et al. 2010). 

En resumen, las principales preguntas que planteamos son: ¿Por qué existen dos 

isoformas de hYap? ¿Qué implicaciones funcionales tiene la existencia de los dos 

dominios WW en hYap2? Con el fin de dar respuesta a estas cuestiones, hemos 

abordado, por una parte, la caracterización termodinámica del reconocimiento de 

los ligandos naturales derivados de las proteínas Lats1, Lats2 y Ptch1 y, por otra, 

del equilibrio conformacional de los dominios WW individuales (hYap-WW1 y 

hYap-WW2), así como del tándem hYap-WW1-WW2. 

La diversidad de funciones determinantes para la vida de la célula 

atribuidas a hYap (proteína humana asociada a Yes) ha puesto de manifiesto la 

importancia que tiene comprender los fundamentos de su regulación. Actualmente 

la regulación de hYap se asocia a su retención en el citosol, mayoritariamente  

mediada por su interacción con la proteína 14-3-3. Cuando hYap está unida a 14-

3-3 no entra en el núcleo y no se produce la expresión de genes. Se ha 

comprobado que esta interacción es dependiente de la fosforilación de la serina 

127 de hYap por medio de quinasas de serina/treonina, y sólo cuando se produce 

esta fosforilación, hYap une a 14-3-3 (Zhao et al. 2007; Hao et al. 2008). Por otra 

parte, como se ha descrito en el capítulo de Introducción, la fosforilación de otras 

serinas de hYap se ha propuesto como mecanismo de modulación de algunas de 

sus funciones (Matallanas et al. 2007). La interacción de los dominios WW de 

hYap con la quinasa de serina/treonina Lats1 (Oka et al. 2008) parece ser uno de 

los factores determinantes en la fosforilación de las diferentes serinas. Otros 

posibles factores pueden ser las interacciones de los dominios WW de hYap con 

otras proteínas como la quinasa de serina/treonina Lats2 o la proteína citosólica 

Ptch1. En el caso de la proteína Lats2 se ha propuesto que actúa de forma 

análoga a Lats1 por tratarse de una proteína homóloga (Hao et al. 2008; Alderton 
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2010). En cambio, la unión de Ptch1 con hYap parece ser similar a la interacción 

de hYap con la proteína 14-3-3, pues impide que hYap entre en el núcleo y, por 

tanto, también regula negativamente la expresión de genes (Alderton 2010). 

Aunque la interacción de Ptch1 con alguno de los dominios WW de hYap no ha 

sido descrita, el grupo de investigación del Dr. Marius Sudol (Escuela Monte Sinaí 

de Medicina, Nueva York, USA) ha encontrado evidencias de una modulación 

recíproca de estas dos proteínas. En la Tabla 4.1 se han recogido cinco 

secuencias ricas en prolina pertenecientes a las proteínas Lats1, Lats2 y Ptch1, 

sugeridas por el Dr. Marius Sudol como posibles ligandos de los dominios WW de 

hYap en base al análisis de las secuencias de las proteínas completas, aunque no 

han sido confirmadas experimentalmente como ligandos reales de estos dominios. 

En Lats2 se ha escogido una secuencia, mientras que en Lats1 y Ptch1 se han 

elegido dos posibles ligandos. En ninguna de estas dos proteínas, Lats1 ó Ptch1, 

se han podido considerar ligandos más largos que contengan los dos motivos 

PPxY por estar muy separados en sus secuencias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4.1. Selección de los ligandos derivados de varias proteínas naturales. Todos los ligandos se 
han utilizado para la caracterización termodinámica de las interaciones de los dominios WW de la 
proteína hYap. 

Ruta de señalización “Hippo”  Ligando Secuencia* 

Lats1-a 369NRQPPPPYPLTA371 Lats1 
Quinasa de treonina/serina  

“Large Tumor Suppressor Homolog 1” Lats1-b 552YQGPPPPYPKHL564 

Lats2 
Quinasa de treonina/serina  

“Large Tumor Suppressor Homolog 2” 
Lats2 511RRCPPPPYPKHL523 

Ruta de señalización “Sonic Hedgehog”   

Ptch1-a 572RYSPPPPYSSHS584 Ptch1 
Receptor glicosilado de membrana  

“Protein Patched Homolog 1” Ptch1-b 1243EGLWPPPYRPRR1255 

* Para identificar más fácilmente la posición del motivo PPxY en la secuencia de los ligandos éste se 
muestra en azul y el superíndice indica la posición de estos ligandos dentro de las secuencias de las 
proteínas naturales completas  
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4.2. Caracterización termodinámica de la unión de ligandos naturales a los 

dominios WW de hYap 

Dado que los ligandos seleccionados aún no han sido confirmados como 

tales, en primer lugar hemos comprobado si los ligandos derivados de las 

proteínas Lats1, Lats2 y Ptch1 son reconocidos por los dominios WW de hYap. 

Con este fin, se ha realizado un análisis de la unión de estos ligandos a cada 

dominio WW aislado de hYap mediante espectroscopía de fluorescencia. Las 

únicas excepciones han sido las titulaciones del ligando Ptch1-b, que no han 

podido seguirse mediante esta técnica debido a la presencia de un triptófano en la 

secuencia del ligando. La cadena lateral de este resto de Ptch1-b impide distinguir 

la amortiguación de la fluorescencia de los dominios WW durante la titulación con 

este ligando. En la Figura 4.2 se muestran, a modo de ejemplo, las titulaciones del 

dominio hYap-WW1 con el ligando Lats2 y el del dominio hYap-WW2 con el 

ligando Ptch1-a, ambos a 25 ºC y en tampón fosfato sódico 20 mM pH 7.0.  
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Figura 4.2. Experimentos de titulación de los dominios WW de la proteína hYap con algunos de los 
ligandos naturales seguidos mediante espectroscopía de fluorescencia. A) Adición del ligando Lats2 
sobre el dominio hYap-WW1. B) Titulación de hYap-WW2 con el ligando Ptch1-a. En los paneles 
superiores, se han representado los espectros de fluorescencia tomados tras cada inyección de ligando a 
25 ºC y en fosfato sódico 20 mM pH 7.0. Todos los espectros se han normalizado por la concentración de 
proteína. En los paneles inferiores, se han representado los valores del centro de masas (círculos 
abiertos) para cada uno de los espectros del panel superior. Las líneas continuas corresponden a los 
respectivos ajustes según el modelo de unión seguido mediante fluorescencia (ecuación 6.5.3, Apartado 
6.5.4). 
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Los experimentos de fluorescencia han confirmado que ambos dominios 

WW de la proteína hYap interaccionan con los ligandos Lats1-a, Lats1-b, Lats2, y 

Ptch1-a. Además, estos experimentos nos han permitido comprobar que la 

magnitud de las constantes de disociación es adecuada para llevar a cabo 

titulaciones directas mediante ITC. De este modo, estas constantes se han 

utilizado para el diseño de las titulaciones calorimétricas en idénticas condiciones. 

En el panel superior de la Figura 4.3, se muestra el experimento de titulación del 

dominio hYap-WW1 con el ligando Lats1-a utilizando un perfil de volúmenes de  
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Figura 4.3. Ejemplo de un experimento de titulación del dominio hYap-WW1 mediante ITC. En el 
panel superior, se presenta el termograma de la titulación a 25 ºC en fosfato sódico 20 mM, pH 7.0 con el 
ligando Lats1-a (1), en el que se muestran los calores por unidad de tiempo liberados tras la inyección de 
ligando sobre una disolución de proteína, y el termograma de dilución del ligando (2) en las mismas 
condiciones sobre el tampón (en rojo y desplazado en el eje para mayor claridad). En el panel inferior, se 
observa la isoterma de unión correspondiente a la normalización de los calores derivados de cada 
inyección, corregidos teniendo en cuenta los calores debidos a la dilución del ligando. Los datos 
experimentales se representan como círculos, mientras que la línea continua corresponde al mejor ajuste 
según el modelo de unión de un ligando a una macromolécula con “n” sitios de unión idénticos e 
independientes (ecuación III.X del Apédice III). 
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inyección creciente (entre 4 y 22 µL) para definir mejor la isoterma de unión, que 

se muestra en el panel inferior junto con el mejor ajuste al modelo de unión a sitios 

idénticos e independientes, de acuerdo con la ecuación III.X del Apéndice III. 

Los valores de las constantes de disociación resultantes del análisis de 

estos experimentos de ITC se han representado como un diagrama de barras en la 

Figura 4.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estas constantes de disociación confirman que todas las secuencias 

seleccionadas, incluida Ptch1-b, son ligandos de al menos uno de los dominios 

WW de hYap. Además, todas las constantes son del mismo orden de magnitud 

descrito para otros dominios WW y sus ligandos naturales (Pires et al. 2001; 

Kanelis et al. 2006; Meiyappan et al. 2007; Morales et al. 2007; Ramirez-Espain et 

al. 2007). La afinidad de los distintos ligandos por cada dominio WW no es siempre 

Figura 4.4. Afinidad de unión de los diferentes ligandos a los dominios individuales de hYap. 
Representación en forma de barras de las constantes de disociación para la unión de los ligandos Lats1-
a, Lats1-b, Lats2, Ptch1-a y Ptch1-b a los dominios hYap-WW1 y hYap-WW2. En color azul oscuro se 
han representado las constantes de disociación para el dominio hYap-WW1 y en color azul claro para el 
dominio hYap-WW2. Todas las constantes se han obtenido mediante distintos experimentos de ITC en 
tampón fosfato sódico 20 mM pH 7.0 a 25 ºC (en presencia de β-mercaptoetanol 20 mM en aquellos 
experimentos con el ligando Lats2). Los errores asociados a las constantes de disociación se estiman en 
torno al 10 %. Bajo el diagrama, se ha representado un alineamiento de las secuencias de los ligandos 
empleados en el estudio. 
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exactamente igual, a veces hay diferencias. Por ejemplo, las constantes de 

disociación de Lats2 y de Ptch1-a por el dominio hYap-WW2 son 8.2 µM y 45.8 

µM, respectivamente. 

Al menos uno de los ligandos de las proteínas Lats1 y Ptch1, en concreto 

Lats1-b y Ptch1-b, muestran una afinidad de unión bastante elevada por el 

domino hYap-WW1 (Kd<15 µM), lo que garantiza la interacción en el contexto de 

las proteínas completas. Sin embargo, los otros dos ligandos, Lats1-a y Ptch1-a, 

unen al dominio hYap-WW1 con afinidades menores, lo cual sugiere la existencia 

de una clara preferencia de unión. 

En cuanto a la especificidad de unión entre los dos dominios hYap-WW1 y 

hYap-WW2, podemos afirmar que para algunos ligandos estudiados existen 

diferencias en la afinidad de unión a uno u otro dominio. Los ligandos Lats1-a y 

Lats2 presentan afinidades muy parecidas por ambos dominios WW de hYap. 

Pero los ligandos Ptch1-a, Ptch1-b y Lats1-b muestran una mayor afinidad de 

unión por el dominio hYap-WW1, como podemos comprobar en la Figura 4.4. El 

ejemplo más importante de la especificidad de unión, es el ligando Ptch1-b que, 

presenta una de las constantes de disociación más pequeñas para el dominio 

hYap-WW1, mientras que su interacción con el segundo dominio WW es varios 

ordenes de magnitud más débil, tanto que no se ha podido analizar correctamente 

ningún experimento de unión. En el caso de Ptch1-a y Lats1-b, las diferencias de 

afinidad por uno u otro dominio WW en términos de energía libre de Gibbs son 

pequeñas pero detectables, están entorno a 5 kJ�mol-1. Estos resultados sugieren 

que uno de los mecanismos mediante los cuales la presencia de un segundo 

dominio WW en la isoforma 2 de hYap es la introducción de nuevas 

especificidades de unión que pudieran contribuir a modular su actividad. 

Además, si nos fijamos en las secuencias de los ligandos atendiendo a la 

preferencia de unión por los dominios WW de hYap (Figura 4.4), encontramos 

algunas características comunes. Así, por ejemplo, los dos ligandos con menor 

afinidad por hYap-WW2, Ptch1-b y Ptch1-a, no tienen el motivo de unión PPxY 

flanqueado por restos prolina como sucede con los demás ligandos, mientras que 

los ligandos Lats1-a y Lats2, que no distinguen entre los dos dominios WW, 

contienen un resto arginina en la segunda posición (R2) de sus secuencias. 
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En resumen, nuestro estudio confirma que las cinco secuencias 

seleccionadas son ligandos de los dominios WW de hYap. La mayoría muestran 

una mayor afinidad por el dominio hYap-WW1. También se ha puesto de 

manifiesto que pequeñas diferencias en sus secuencias, inducen importantes 

variaciones en la afinidad por el mismo dominio WW. Además, estos resultados 

indican que la presencia del segundo dominio hYap-WW2 modifica la especificidad 

de la isoforma hYap2 con respecto a hYap1, ya que, al presentar dos dominios 

WW con capacidad de reconocer secuencias diferentes, presenta un espectro 

mayor de posibles proteínas con las que interaccionar. 

4.2.1. Disección de las contribuciones termodinámicas a la afinidad de unión 

El estudio de las interacciones entre los dominios WW de hYap y varios 

ligandos naturales revela una mayor preferencia de algunos de los ligandos por el 

dominio hYap-WW1 (Figura 4.4). Esta situación puede tener relación con las 

diferencias observadas en la actividad de las dos isoformas de hYap. Los dos 

dominios WW de hYap presentan una elevada similitud de secuencia con muy 

pocas diferencias en el sitio de unión (Figura 4.1). Como se puede observar en la 

Tabla 4.1, los ligandos también son parecidos, ya que todos presentan el mismo 

motivo PPPY centrado y bastantes restos básicos en los extremos de sus 

secuencias. La caracterización calorimétrica del equilibrio de unión de estos 

ligandos nos proporciona información sobre la naturaleza de las fuerzas que 

dirigen la interacción y determinan la especificidad de unión.  

En la Figura 4.5 se han representado las magnitudes termodinámicas que 

gobiernan cada una de las interacciones (cambios en entalpía y entropía 

aparentes) como un diagrama de barras. Como se puede observar, y como se ha 

descrito para otros dominios WW (Koepf et al. 1999b; Pires et al. 2001; Meiyappan 

et al. 2007; Morales et al. 2007; Ramirez-Espain et al. 2007; Huang et al. 2009), la 

unión de ambos dominios WW de hYap con los ligandos naturales Lats1-a, Lats1-

b, Lats2, Ptch1-a y Ptch1-b es un proceso cuyo patrón termodinámico se 

caracteriza por valores de entalpía favorables, superiores a -60 kJ�mol-1, 

parcialmente compensados por una contribución entrópica desfavorable entre los 

+30 y +50 kJ�mol-1. Estas fuerzas presentan el mismo signo y una magnitud del 
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mismo orden que las obtenidas para la unión de ligandos de origen vírico al tercer 

dominio WW de hNedd4 en el Capítulo 3 (Figura 3.7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los ligandos que presentan afinidades muy parecidas por los dos dominios 

de hYap (Figura 4.4), Lats1-a y Lats2, muestran valores muy diferentes para los 

términos entálpico y entrópico dependiendo del dominio WW al que estén unidos 

(Figura 4.5). En ambos casos, los parámetros termodinámicos de la unión de cada 

ligando con los dos dominios se compensan y el resultado final es una afinidad 

muy parecida por los dos dominios WW. Al igual que se ha discutido en relación a 

Figura 4.5. Disección de la energética de unión de los ligandos Lats1-a, Lats1-b, Lats2, Ptch1-a y 
Ptch1-b a los dominios WW de hYap. En la parte superior, se muestra de forma esquemática si la 
afinidad por el ligando es igual para los dos dominios. En el medio, se representan los términos 
entrópicos (T�∆Sap) y, en la parte inferior, se representan los términos entálpicos (∆Hap) correspondientes 
a cada interacción. Ambos términos se han ilustrado como barras de color azul oscuro y de color azul 
claro para el dominio hYap-WW1 y para el dominio hYap-WW2, respectivamente. Todos los parámetros 
termodinámicos de unión se han obtenido a 25 ºC mediante experimentos de ITC en fosfato sódico 20 
mM pH 7.0 y conllevan un error estimado en un 5%. 

0

10

20

30

40

50

Lats1a Lats1b Lats2 Ptch1a Ptch1b

 

 

 
T

� ∆∆ ∆∆
S

ap
 (

kJ
�m

o
l-1

)

-80

-70

-60

-50

-40

-30

-20

-10

0

  hYap-WW1
  hYap-WW2

 

 

 

∆∆ ∆∆
H

ap
 (

kJ
�m

o
l-1

)
Afinidad

WW1

WW2
≠

WW1

WW2
≠

WW1

WW2
≠

WW1

WW2
=

WW1

WW2
=



Reconocimiento de ligandos por el tándem de dominios WW de hYap 

 

 

 

 

 

149 

las diferencias en la energética de unión de algunos ligandos de origen vírico 

(como HTLV1-b y Ébola-a) con el dominio hNedd4-WW3 (Apartado 3.2.2 del 

Capítulo 3), las diferencias en las contribuciones energéticas entre los dominios 

WW de hYap ponen de manifiesto que el modo de reconocimiento de los ligandos 

Lats1-a ó Lats2 es diferente en cada caso, de hecho, sugieren que las pequeñas 

diferencias en el sitio de unión entre los dos dominios WW de hYap (Figura 3.1) 

podrían ser responsables de que se produzcan distintas interacciones en la 

formación de complejos con hYap-WW1 o hYap-WW2. 

Los dos ligandos Lats1-b y Ptch1-a, que han mostrado cierta preferencia 

de unión por el dominio hYap-WW1, presentan unos cambios de entalpía de unión 

a uno u otro dominio muy parecidos mientras que los térmicos entrópicos son algo 

diferentes, ligeramente más favorables para la unión de los dos ligandos con hYap-

WW1 (Figura 4.5). 

El resultado más importante en cuanto a especificad de unión es el del 

ligando Ptch1-b que sólo interacciona con dominio hYap-WW1 y, además, lo hace 

con uno de los cambios de entalpía de unión más elevados (Figura 4.5). La 

especificada y los valores de entalpía de union lo que sugieren es que las 

interacciones se hallan bastante optimizadas en este complejo. En su secuencia 

encontramos algunas características que lo diferencian de los otros ligandos: tres 

restos básicos casi consecutivos en el extremo C-terminal (EGLWPPPYRPRR) y 

un resto triptófano precediendo al motivo PPxY.  

En definitiva, el estudio comparativo de la termodinámica de unión de un 

conjunto de ligandos a los dos dominios WW de hYap revela importantes 

diferencias en la forma en que los ligandos son reconocidos por uno y otro 

dominio. Estos resultados claramente señalan que las diferencias en el sitio de 

unión entre los dos dominios WW, son suficientes para conferir una especificidad 

diferente a ambos dominios. 

4.2.2. Potencial electrostático y especificidad de unión  

Como hemos comentado, la diferencia de afinidad entre los dominios WW 

por Lats1-b y Ptch1-a tiene su origen en una contribución entrópica más 

favorable. Teniendo en cuenta que la principal diferencia en el sitio de unión de 
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ambos dominios implica la sustitución de un resto no cargado en hYap-WW1 por 

una carga positiva en hYap-WW2 (Figura 4.1) y que los ligandos que presentan un 

elevado número de restos cargados (Tabla 4.1), es nuestra hipótesis que las 

diferencias entrópicas podrían estar relacionadas con interacciones de tipo 

electrostático. Para investigar esta posibilidad, hemos calculado el potencial 

electrostático para un conjunto de modelos estructurales de los complejos 

formados por ambos dominios WW y dichos ligandos con diferentes 

especificidades de unión. Los modelos estructurales se han generado mediante 

sustitución de las cadenas laterales (manteniendo las coordenadas del esqueleto 

polipeptídico) a partir de uno de los complejos más parecidos que hay disponibles 

en el PDB. Este complejo se ha determinado por RMN y está formado por el 

mutante L30K de hYap-WW1 y el ligando GTPPPPYTVG (código PDB 1JMQ). Los 

cálculos del potencial electrostático se han realizado para cada complejo, para 

cada ligando y para cada dominio WW conforme se detalla en el Capítulo 6 de 

Materiales y Métodos (Apartado 6.8). 

En el Panel A de la Figura 4.6, se muestra el potencial electrostático 

superficial calculado para los modelos de los complejos entre los dos dominios 

WW de hYap y los ligandos Lats1-b, Ptch1-a y Ptch1-b. En el Panel B de la 

Figura 4.6 se muestran los potenciales electrostáticos de los dominios WW de 

hYap libres. En esta representación podemos observar que, a pesar de su elevada 

homología de secuencia, ambos dominios presentan importantes diferencias en 

cuanto al potencial electrostático superficial del sitio de unión. La mayor parte de la 

superficie de unión del dominio hYap-WW1 es neutra, salvo una zona en la parte 

posterior del bolsillo xY que muestra un potencial positivo. En cambio, el dominio 

hYap-WW2 muestra una mayor polarización de su sitio de unión. Toda la región 

del bolsillo xY y del lazo entre las hebras β2 y β3, incluyendo la lisina K35, 

presenta un potencial electrostático positivo, mientras que el otro bolsillo (xP) y la 

región contigua, correspondiente al otro lazo del dominio, muestra un potencial 

electrostático totalmente negativo. En el Panel C de la Figura 4.6, se han 

representado los ligandos girados 180º sobre su eje longitudinal para dejar ver la 

superficie orientada hacia los dominios WW en la interfase de unión. Como es de 
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Figura 4.6. Cálculo del potencial electrostático superficial: A) para los modelos basados en los 
complejos formados por los dominios WW y los ligandos Lats1-b, Ptch1-a y Ptch1-b, B) para los modelos 
de los dominios WW libres (hYap-WW1 y hYap-WW2) y C) para los modelos de los ligandos libres. Sobre 
los dominios WW se han indicado los bosillos xP y xY. Los ligandos se han girado 180º para mostrar la 
interfase de unión y se ha denotado la posición en sus secuencias de acuerdo con la nomenclatura 
adopatada para los ligandos en el capítulo 3. Las superficies con un potencial positivo o negativo se han 
coloreado en azul o rojo respectivamente, de acuerdo con la barra del Panel A. Todos los modelos se han 
generado mediante la sustitución de cadenas laterales a partir del complejo formado por el dominio hYap-
WW1 (L30K) y el ligando GTPPPYTVG (PDB 1JMQ). Los cálculos de potencial electrostático se hicieron 
con la aplicación Delphi (dentro de Discovery Studio) por separado para cada dominio, ligando o complejo 
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esperar, los ligandos libres presentan un potencial electrostático muy positivo 

debido a los restos básicos que presentan en sus secuencias.  

Los potenciales sugieren una interacción electrostática entre el extremo C-

terminal de Lats1-b y el bolsillo xY del dominio hYap-WW1. Aunque el potencial 

positivo de este extremo en el caso del ligando Ptch1-a es menor, éste también 

podría interaccionar con la parte posterior del bolsillo xY de hYap-WW1. En 

cambio, en el dominio de hYap-WW2 el potencial es positivo en todo el bolsillo xY, 

por lo que la interacción entre esta parte del dominio y el extremo C-terminal de 

cualquiera de estos ligandos será de naturaleza repulsiva y, por tanto, 

desfavorable. Estas interacciones electrostáticas entre Lats1-b o Ptch1-a y el 

dominio hYap-WW1 están de acuerdo con una contribución entrópica más 

favorable en comparación con las correspondientes interacciones de ambos 

ligandos con el dominio hYap-WW2. 

El extremo C-terminal del ligando Ptch1-b, al igual que sucede con los 

ligandos Lats1-b y Ptch1-a, también puede producir una interacción electrostática 

favorable en su unión a hYap-WW1, pero no en el complejo con hYap-WW2. 

Además, esta interacción entre Ptch1-b y el dominio hYap-WW2 estará también 

desfavorecida por interacciones electrostáticas repulsivas entre el extremo N-

terminal del ligando y la región posterior del bolsillo xP del dominio, ambos con un 

potencial considerablemente negativo. 

En resumen, el estudio de la unión de un conjunto de ligandos naturales de 

hYap ha revelado que algunos de estos ligandos interaccionan más 

favorablemente con el dominio hYap-WW1. En estos casos, se ha determinado 

que distintas contribuciones a la entropía son el origen de la especificidad de unión 

y se ha sugerido que pueden estar relacionadas con algunas interacciones de tipo 

electrostático. La determinación de las superficies de potencial electrostático en 

modelos estructurales confirman esta posibilidad e indican que estas interacciones 

se establecen entre distintas regiones de la estructura tridimensional dependiendo 

del dominio WW y del ligando. 
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4.3. Estudio del equilibrio conformacional de los dominios WW de la 

isoforma hYap2 

Hemos visto que el segundo dominio WW dota de una mayor especificidad 

de unión a la isoforma hYap2, pero el estudio de la cooperatividad entre los 

dominios WW aporta otro tipo de información que también es necesaria para 

entender las implicaciones biológicas del tándem de dominios WW. El estudio de 

las interacciones entre los dos dominios WW en la isoforma hYap2 nos permitiría 

evaluar si existe un comportamiento cooperativo que produzca efectos 

contextuales en el reconocimiento de los ligandos por el tándem. Para ello, hemos 

realizado la caracterización del equilibrio conformacional de los dos dominios WW 

individuales (hYap-WW1 y hYap-WW2) así como de estos dominios WW 

dispuestos en tándem. 

4.3.1. Caracterización del equilibrio conformacional de los dominios 

individuales hYap-WW1 y hYap-WW2 

Para caracterizar el equilibrio conformacional de los dominios WW de hYap, 

se han elegido condiciones similares a las escogidas para los estudios de 

estabilidad con otros dominios WW realizados en el Capítulo 2. En la Figura 4.7 se 

ha representado la desnaturalización térmica de cada dominio WW aislado 

mediante DSC a baja fuerza iónica y dentro del intervalo de pH entre 7.0 y 3.0. 

Una vez comprobado que la reversibilidad del plegamiento es superior al 80 %, se 

ha procedido al análisis de las trazas calorimétricas de acuerdo con el modelo de 

desplegamiento más sencillo, el modelo de dos estados (Apéndice I).  

Las curvas se analizaron tanto individual (datos no mostrados) como 

globalmente (Paneles A y B de la Figura 4.7) obteniéndose muy buena calidad en 

los respectivos ajustes, con valores de r y r2 entre 0.99 y 0.999. Las funciones de 

capacidad calorífica correspondientes al estado nativo y desnaturalizado obtenidas 

en los ajustes se cruzan bajo la transición endotérmica principal, del mismo modo 

que sucede en los análisis realizados para otros dominios WW en el Capítulo 2 

(Figuras 2.4 y 2.10). Los valores de los distintos análisis globales de los dominios 

WW de hYap se han recogido en la Tabla 4.2. 
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Como se puede observar en las curvas de estabilidad representadas en los 

Paneles C y D de la Figura 4.7, ambos dominios son poco cooperativos y tienen 

una estabilidad térmica muy baja en las condiciones estudiadas. Los dominios 

hYap-WW1 y hYap-WW2 se encuentran plegados entre pH 7.0 y pH 4.0 a baja 

temperatura (5-20 ºC). El dominio hYap-WW2 presenta una estabilidad mayor que 

hYap-WW1 en todas las condiciones de pH. La diferencia de estabilidad con el pH 
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Figura 4.7. Dependencia de la capacidad calorífica con la temperatura medida por DSC y curvas de 
estabilidad en diferentes condiciones de pH de los dominios WW individuales de hYap. 
Experimentos de DSC A) del dominio hYap-WW1 y B) del dominio hYap-WW2. Los datos experimentales 
se han representado como círculos vacíos con diferente color según la condición de pH que representan: 
rojo para fosfato sódico 20mM pH 7.0, naranja para acetato sódico 20mM pH 5.0, verde para acetato 
sódico 20mM pH 4.0 y azul para glicina 20mM pH 3.0. La línea continua en el mismo código de colores 
representa el mejor ajuste global según el modelo de dos estados (ecuación I.X en el Apéndice I). Las 
líneas discontinuas corresponden a las funciones Cp,N(T) en negro y Cp,D(T) en el color asignado a cada 
pH. Las líneas rectas continuas en negro bajo las transiciones representan la función teórica Cp,N(T) 
correspondiente a una estimación basada en el peso molecular de cada dominio (Freire 1995). Las líneas 
curvas en negro representan la función teórica Cp,D(T) calculadas mediante la adición de las 
contribuciones individuales de cada aminoácido en la secuencia de cada dominio WW (Privalov & 
Makhatadze 1990). En los paneles inferiores, se muestran las curvas de estabilidad frente a temperatura 
para C) el dominio hYap-WW1 y para D) el dominio hYap-WW2. Cada condición de pH se ha 
representado manteniendo  el código de colores de los paneles superiores. 
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entre ellos es tal que el dominio hYap-WW2 a pH 3.0 presenta una energía libre 

superior a los valores de la curva de mayor estabilidad del dominio hYap-WW1 (pH 

7.0). Además, los parámetros termodinámicos obtenidos para hYap-WW1 son muy 

parecidos a los que previamente se han determinado para este dominio en la 

bibliografía (Koepf et al. 1999b; Crane et al. 2000; Ferguson et al. 2001a) y 

también a los obtenidos para su mutante hYap-WW1(L30K) en el Capítulo 2 (Tabla 

2.3). Al igual que sucede con el mutante L30K, la función de energía libre de este 

dominio no cambia mucho de pH 7.0 a pH 4.0. Sin embargo, a pH 3.0 es negativa 

en todo el rango de temperaturas, lo que significa que su equilibrio conformacional 

se halla totalmente desplazado hacia el estado desnaturalizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comparando los parámetros del desplegamiento de los dos dominios WW 

de hYap con la caracterización del equilibrio conformacional de otros dominios WW 

realizada en el Capítulo 2, se observa que los parámetros de convergencia de 

todos los dominios WW son muy parecidos. Los dos dominios de hYap también 

presentan valores de entalpía específica a 110 ºC inferiores a los 54 J�g-1 típicos 

de las proteínas globulares. Las curvas de estabilidad de hYap-WW1 y hYap-WW2 

además presentan unos máximos a temperaturas anormalmente bajos (Ts en torno 

a -2 ºC y a -15 ºC, respectivamente). En las trazas de DSC también se observan 

Tabla 4.2. Parámetros termodinámicos de la desnaturalización térmica seguida por DSC de los 
dominios individuales de hYap en diferentes condiciones de pH.a Todos los parámetros se han 
obtenido del ajuste global de acuerdo con el modelo de dos estados de los distintos experimentos. 

pH hYap-WW1 hYap-WW2 
 ∆∆∆∆Hm,exp 

(kJ�mol-1) 
Tm 

(ºC) 
Fp ∆∆∆∆Hm 

(kJ�mol-1) 
Tm 

(ºC) 
Fp 

7.0 101 48.5 1.0 128 67.8 0.85 
5.0 93 49.1 0.5 117 69.0 0.5 
4.0 72 34.7 0.3 105 61.3 0.5 
3.0 32 9.4 0.1 90 43.9 0.0 

 ∆∆∆∆Cp,prot
b= 1.0 kJ�mol-1�K-1 ∆∆∆∆Cp,prot

b= 1.0 kJ�mol-1�K-1 
Líneas basec       

Cp,N 9.7 - 0.044�(T-Tr) 9.6 - 0.044�(T-Tr) 
Cp,D 11.4 +0.023�(T-Tr)–10.2�10-5�(T-Tr)

2     11.2 +0.024�(T-Tr)–10.3�10-5�(T-Tr)
2      

aLos errores se han estimado en un valor del 5% para los valores de Tm, del 10% para los valores de 
∆Hm y del 20% para los valores de Fp. 

b
El cambio de capacidad calorífica de protonación, ∆Cp,prot, se ha 

obtenido a partir de las diferencias en los valores de Cp a 100ºC entre las curvas de DSC a pH 3.0 y a pH 
7.0. 

c
Los valores de los coeficientes de las líneas bases compartidas entre los diferentes experimentos 

se definen de acuerdo con el modelo de dos estados (Apéndice I) donde, Tr es la temperatura de 
referencia (25 ºC). Los valores subrayados se corresponden con los estimados a partir de la contribución 
individual de cada aminoácido (Privalov & Makhatadze 1990). 
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variaciones de la función de capacidad calorífica molar parcial del estado 

desnaturalizado con el pH, Cp,D(T), debidas a diferentes grados de protonación en 

el estado desnaturalizado (Paneles A y B, Figura 4.7). Además, las funciones de 

capacidad calorífica molar parcial del estado nativo con la temperatura, Cp,N(T), 

obtenidas del ajuste global de los datos experimentales de cada dominio WW se 

desvían de sus funciones teóricas calculadas en base al peso molecular (Freire 

1995), al igual que se ha discutido para los otros dominios WW. Así, los valores de 

Cp,N (20ºC) para hYap-WW1 y para hYap-WW2 (1.80 y 1.82 J�K-1�mol-1, 

respectivamente) también superan los 1.73 J�K-1�mol-1 propuestos como valor 

universal para las proteínas globulares (Privalov & Khechinashvili 1974; 

Makhatadze 1998).  

4.3.2. Caracterización del equilibrio conformacional del tándem de dominios 

WW de hYap 

La forma de las transiciones calorimétricas determinadas mediante DSC de 

una proteína con diferentes dominios puede proporcionar información sobre las 

interacciones cooperativas entre los dominios. Esta técnica calorimétrica, además 

de medir directamente las propiedades termodinámicas del proceso de 

desnaturalización, proporciona una conexión directa entre los datos 

experimentales y la la función de partición de dicho proceso (Freire 1995).  

En la Figura 4.8 se muestran, a modo de ejemplo, una serie de 

simulaciones en las que se ilustra cómo varía el perfil calorimétrico para un tándem 

de dominios en función del grado de cooperatividad entre ellos (Luque et al. 2002). 

Estas simulaciones se han realizado teniendo en cuenta dos dominios con 

diferente estabilidad estructural. Las distintas conformaciones accesibles para el 

tándem están enumeradas en la Tabla 4.3. De este modo, su función de partición 

se puede expresar como Q=1+χ�K1+χ�K2+χ�K1�K2, donde K1 y K2 son las 

constantes de desplegamiento de cada dominio por separado y χ es un parámetro 

de cooperatividad que hace referencia a la energía de interacción entre los dos 

dominios. De esta forma, si no existe interacción entre ambos, el parámetro de 

cooperatividad será χ = 1, y la función de partición se reducirá a la expresión 
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Q=(1+K1)�(1+ K2). Esta expresión de la función de partición representa el 

desplegamiento de dos dominios independientes (situación que se representa en 

color negro en la Figura 4.8) y el termograma será la suma de las dos transiciones 

correspondientes a los dominios individuales. En el supuesto de que se produzcan 

fuertes interacciones interdominio y la cooperatividad sea máxima, entonces el 

parámetro de cooperatividad, χ, tendrá valores muy bajos, próximos a cero. Esta 

situación está representada por las curvas en colores que van desde el rojo al azul 

oscuro en la Figura 4.8. En todas estas curvas se observa cómo el tándem se 

comporta como una única unidad cooperativa, en la que la desnaturalización 

presenta una única transición estrecha que puede ser descrita por el modelo de 

dos estados. De hecho, la función de partición se puede escribir como Q = 1 + K1-2, 

donde K1-2 es una constante resultado de la combinación de las constantes de 

desplegamiento de los dos dominios individuales y dependiente del parámetro de 
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Figura 4.8. Simulaciones de perfiles de capacidad calorífica de un tándem de dominios 
considerando diferentes grados de cooperatividad entre éstos. Se ha definido un parámetro χ que 
tiene en cuenta la interacción entre ambos dominios y por tanto, la función de partición se escribe  como 
1 + χ�K1 + χ�K2 + χ�K1�K2. Los parámetros de estabilidad intrínsecos de cada dominio utilizados en la 
simulación son ∆H1 = 418 kJ�mol-1, Tm1 = 67 ºC y ∆Cp1 = 8.3 kJ� K-1�mol-1 para el primer dominio y ∆H2 = 
251 kJ�mol-1, Tm2 = 42 ºC y ∆Cp2 = 8.3 kJ� K-1�mol-1 para el segundo dominio. En distintos colores se han 
representado las curvas esperadas para diferentes grados de cooperatividad: en negro para χ =1, en 
verde para  χ  = 1�10-1, en amarillo para  χ  = 1�10-2, en naranja para χ =1�10-3, en rojo para χ =1�10-4, en 
magenta para χ =1�10-5, en púrpura para χ =1�10-6, en azul claro para χ =1�10-7 y en azul oscuro para 
χ =1�10-8. Esta figura ha sido tomada de Luque et al. 2002. 
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cooperatividad, K1-2 = χ�K1 + χ�K2 + χ�K1�K2. A medida que la interacción entre los 

dos dominios es mayor, se estabilizan mutuamente, χ se aproxima a cero y, por 

tanto, K1-2 tiene un valor más bajo. Esto hace que sólo se observe una transición 

cada vez más estrecha con valores de Tm más elevados que las transiciones de 

los dominios individuales (líneas magenta, azul claro y azul oscuro en la Figura 

4.8). Estas características de las curvas de DSC se explican como un aumento de 

la estabilidad del estado nativo producido por un mayor número de interacciones 

cooperativas entre los dominios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para estudiar la cooperatividad entre los dos dominios WW de hYap, 

además de la caracterización del equilibrio conformacional de los dominios 

individuales hYap-WW1 y hYap-WW2, se ha registrado el perfil de capacidad 

calorífica molar parcial del tándem, Cp, en función de la temperatura en idénticas 

condiciones a las utilizadas en los experimentos de los dominios individuales. En la 

Figura 4.9 se muestran los termogramas correspondientes al primer barrido de 

temperatura a pH 7.0, 5.0, 4.0 y 3.0. En todas las condiciones, las transiciones del 

tándem también presentan una elevada reversibilidad, igual que lo hacen los 

dominios WW individuales. 

Los perfiles de desnaturalización térmica del tándem (Figura 4.9) presentan 

una forma similar a los de los dominios individuales (Figura 4.7), con una única 

transición, que decrece en intensidad y cuyo máximo se desplaza a temperaturas 

menores a medida que el pH se hace más ácido. Estas curvas a distintos valores 

de pH coinciden en sus valores de Cp a bajas temperaturas (aproximadamente 22 

kJ�K-1�mol-1), en lo que corresponde a la capacidad calorífica del estado nativo. En 

Tabla 4.3. Enumeración de los estados accesibles para el desplegamiento de un tándem de 
dominios. 

 Estado Energía libre (∆∆∆∆G) Peso estadístico 

0 
 

0 1 

1 
 

∆G2 + ∆gint χ�K2 

2 
 

∆G1 + ∆gint χ�K1 

3 
 

∆G1 + ∆G2 + ∆gint χ�K1�K2 
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general, en el tándem, las funciones Cp,N (T) y Cp,D (T) están peor definidas que en 

los dominios individuales porque la transición es más ancha y abarca casi todo el 

intervalo de temperaturas estudiado (aproximadamente desde los 30 ºC hasta los 

80 ºC). La función de Cp,N (T) del tándem es lineal y, al igual que ocurría con los 

dominios individuales, se caracteriza por una elevada pendiente. La función Cp,D 

(T) ha tenido que ser definida para cada pH, al igual que sucede con los dominios 

independientes. Posiblemente, su variación se debe a distintas contribuciones de 

la protonación de las cadenas laterales durante el desplegamiento. De hecho, el 

valor estimado para el cambio de la capacidad calorífica de protonación a 100 ºC, 

∆Cp,prot(100 ºC), es de unos de 2 kJ�K-1�mol-1, y está en concordancia con la 

adición de los valores estimados para los dominios individuales. Además, se 

observa que la traza calorimétrica recogida a pH 5.0 presenta un artefacto 
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Figura 4.9. Dependencia de la capacidad calorífica con la temperatura medida experimentalmente 
mediante DSC en diferentes condiciones de pH para el tándem hYap-WW1-WW2. Los datos 
experimentales se han representado como círculos vacíos en diferente color según la condición de pH 
que representan: rojo para fosfato sódico 20mM pH 7.0, naranja para acetato sódico 20mM pH 5.0, verde 
para acetato sódico 20mM pH 4.0 y azul para glicina 20mM pH 3.0. Las líneas continúas en rojo y en 
verde corresponden al mejor ajuste individual según el modelo de dos estados (ecuación I.X del Apéndice 
I) de los datos experimentales a pH 7.0 y pH 4.0, respectivamente. La línea recta continua en negro bajo 
los datos experimentales representa la función teórica Cp,N(T) correspondiente a una estimación basada 
en el peso molecular del tándem (Freire 1995), mientras que la línea continua con cierta curvatura en 
negro representa la función teórica Cp,D(T) calculada mediante la adición de las contribuciones 
individuales de cada aminoácido (Privalov & Makhatadze 1990). 
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reproducible en torno a 60 ºC, que podría deberse a eventos de agregación parcial 

originados por la proximidad de este pH al punto isoeléctrico del tándem (pIteórico = 

4.88).  

Para investigar el nivel de cooperatividad entre los dominios en el tándem, 

en primer lugar, se ha realizado el ajuste individual de las curvas de DSC de 

acuerdo con el modelo de dos estados (Apéndice I). Sin embargo, este modelo no 

reproduce adecuadamente ninguno de los perfiles de Cp del tándem de dominios 

WW de hYap. En la Figura 4.9, se han representado los mejores resultados 

obtenidos, correspondientes a las condiciones de pH 7.0 y pH 4.0 y, como se 

puede apreciar, la desviación del ajuste con el modelo de dos estados de los datos 

experimentales se produce en todo el intervalo de temperatura. Este resultado es 

indicativo de que el desplegamiento del tándem de estos dominios WW no se 

produce como una única unidad cooperativa. No obstante, este resultado tampoco 

descarta la existencia de una cierto grado de cooperatividad entre los dominios 

WW, o entre ellos y la secuencia que los conecta, que pueda inducir a una 

estabilización entre dominios, a una orientación espacial como la observada en el 

tándem de dominios WW de Prp40 (Wiesner et al. 2002) o a otros efectos 

contextuales, como por ejemplo efectos autorregulatorios (Sudol et al. 2005; 

Jennings et al. 2007).  

A raíz de estos resultados, en segundo lugar, hemos considerado el caso 

opuesto, es decir, hemos supuesto que no hay ningún efecto cooperativo entre 

ellos. En este contexto, el valor de χ es 1 y su función de partición es 

Q=(1+K1)�(1+K2), o lo que es lo mismo, la capacidad calorífica molar parcial del 

tándem es equivalente a la adición de las respectivas capacidades caloríficas de 

los dominios individuales (Cp,tándem=Cp,WW1+Cp,WW2). Para comprobar si éste es 

nuestro caso hemos comparado los distintos perfiles de desnaturalización por DSC 

en la Figura 4.10. En el Panel A, se han representado las curvas de DSC a pH 7.0 

de los dominios individuales hYap-WW1 y hYap-WW2 (círculos en colores azul 

oscuro y azul claro, respectivamente). Comprobamos que ambas curvas solapan 

casi totalmente debido a que los dominios WW individuales presentan transiciones 

muy anchas. En esta misma figura, la línea discontinua en color negro representa 

la suma de los perfiles de Cp de ambos dominios, y como se puede apreciar, 
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aunque no describe el perfil de DSC del tándem (círculos en color rojo) presenta 

exactamente su misma forma. Si además, a la suma de los perfiles de DSC de los 

dominios hYap-WW1 y hYap-WW2 se añade la contribución a la Cp de la 

secuencia de conexión entre los dos dominios de acuerdo con los valores 

tabulados por cada aminoácido (Privalov & Makhatadze 1990), entonces la curva 

resultante (la línea continua de color rojo) describe perfectamente los datos 

experimentales. En el Panel B de la Figura 4.10, se ha realizado el mismo 

procedimiento para las curvas obtenidas a otros valores de pH y se han obtenido 

resultados similares. Los perfiles de DSC del tándem en todas las condiciones de 

pH se describen adecuadamente por la adición de las contribuciones de los 

dominios individuales más la de la secuencia que los conecta, salvando ligeras 

desviaciones para las curvas a pH 4 y pH 3. Las desviaciones podrían tener 

relación con las pequeñas contribuciones a la Cp debidas a la protonación de 

algunos residuos en la secuencia de conexión. Estas contribuciones de la 
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Figura 4.10. Comparación de los datos experimentales de DSC del tándem hYap-WW1-WW2 con 
las curvas de DSC de los dominios WW individuales. A) Adición de la dependencia con la temperatura 
de las capacidades caloríficas de los dominios WW individuales en tampón fosfato sódico pH 7.0. Los 
datos experimentales normalizados de los dominios WW individuales se muestran como círculos de color 
azul oscuro para el dominio hYap-WW1 y de color azul claro para el dominio hYap-WW2. La línea 
discontinua negra (-�-) representa la curva resultante de la adición lineal de las curvas para los dominios 
individuales. La línea continua de color rojo resulta de la adición a la curva anterior de la contribución a la 
capacidad calorífica de cada aminoácido de la secuencia de conexión entre los dos dominios (Privalov & 
Makhatadze 1990). B) Comparación de los datos experimentales de DSC del tándem hYap-WW1-WW2 
con las curvas de DSC de los dominios WW individuales en diferentes condiciones de pH. Los círculos 
corresponden a los datos experimentales empleando el mismo código de colores que en la Figura 4.9. 
Las líneas representan la adición lineal de las curvas experimentales de los dominios individuales más la 
contribución de la secuencia que los conecta para cada condición experimental. La líneas continuas en 
negro bajo los datos experimentales representan la función teórica Cp,N(T) y la función teórica Cp,D(T) 
calculadas como se detalla en la Figura 4.9. 
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protonación normalmente son de pequeña magnitud respecto al cambio de Cp en 

el desplegamiento y no se suelen tener en cuenta. En la tabulación de los valores 

de Cp por resto, tampoco se consideraron (Makhatadze & Privalov 1990; Privalov & 

Makhatadze 1990). 

Al comprobar que la relación Cp,tándem=Cp,WW1+Cp,WW2+Cp,conector describe con 

precisión los perfiles de Cp obtenidos experimentalmente para el tándem a distintos 

valores de pH, podemos considerar que χ vale uno y, por tanto, que ambos 

dominios se comportan de manera totalmente independiente durante el 

desplegamiento. En resumen, el tándem de dominios WW de hYap, no presenta 

ningún tipo de cooperatividad conformacional entre los dos dominios, ni tampoco 

entre ellos y la secuencia que los conecta.  

4.4. Reconocimiento de ligandos naturales por el tándem de dominios WW 

de hYap 

Hemos planteado previamente los posibles mecanismos mediante los 

cuales la presencia del segundo dominio en la isoforma hYap2 puede dotar a la 

proteína de nuevas funcionalidades. En este capítulo, se ha investigado la unión 

de los dominios WW individuales de esta isoforma a una serie de ligandos 

naturales de hYap y se ha caracterizado el equilibrio conformacional de los 

dominios individuales y del tándem. Los resultados obtenidos indican, por un lado, 

que los dominios hYap-WW1 y hYap-WW2 presentan una especificidad de unión 

diferente y, por otro lado, que no existe ninguna cooperatividad conformacional 

entre los dos dominios en tándem durante el desplegamiento. Es interesante 

señalar que, en ocasiones, un mecanismo de modulación mediante una 

estabilización por la formación de complejos supra-macromoleculares entre los 

ligandos y diferentes módulos de la misma proteína también pueden tener efectos 

importantes en el reconocimiento molecular de los dominios WW (Huang et al. 

2000; Sudol et al. 2005; Chong et al. 2010). En el caso del tándem de dominios 

WW de hYap, este tipo de interacciones también puede proporcionar una 

funcionalidad diferente a la isoforma hYap2. Con el fin de investigar este 

comportamiento para el tándem en la isoforma hYap2, se han realizado los 

experimentos de titulación del tándem hYap-WW1-WW2 con los cinco ligandos 
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naturales Lats1-a, Lats1-b, Lats2, Ptch1-a y Ptch1-b a 25 ºC y en tampón fosfato 

sódico 20 mM, pH 7.0.  

En la Figura 4.11, a modo de ejemplo, se representa la titulación 

calorimétrica del tándem hYap-WW1-WW2 con el ligando Lats1-b.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A raíz de los resultados obtenidos anteriormente para el estudio de los 

dominios individuales, cabe esperar que el tándem reconozca estos ligandos, 

aunque pueden existir algunas variaciones en el modo de reconocimiento que 

afecten a la afinidad de unión. Las titulaciones del tándem con aquellos ligandos 

que unen a ambos dominios individuales, pero que muestran cierta preferencia de 
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Figura 4.11. Titulación del tándem hYap-WW1-WW2 con el el ligando Lats1-b. En el panel superior, 
se presenta el termograma de la titulación del tándem hYap-WW1-WW2 a 25 ºC en fosfato sódico 20 
mM, pH 7.0 del ligando Lats1-b (1), en el que se muestran los calores por unidad de tiempo liberados 
tras la inyección de ligando sobre una disolución de proteína, y el termograma de dilución del ligando (2) 
en las mismas condiciones sobre el tampón (en rojo y desplazado en el eje para mayor claridad). En el 
panel inferior, se observa la isoterma de unión correspondiente a la normalización de los calores 
derivados de cada inyección, corregidos teniendo en cuenta los calores debidos a la dilución del ligando. 
Los datos experimentales se representan como círculos, mientras que la línea continua corresponde al 
mejor ajuste según el modelo de unión de un ligando a una macromolécula con  dos clases de sitios 
diferentes e independientes (ecuación IV.XI del Apédice IV). 
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unión por uno de ellos, Lats1-b y Ptch1-a, se han analizado de acuerdo con el 

modelo que considera dos clases de sitios distintos e independientes (SDI, 

Apéndice IV), mientras que para el resto de titulaciones del tándem se ha utilizado 

el modelo que tiene en cuenta sitios de unión idénticos e independientes (SII, 

Apéndice III). 

Los parámetros termodinámicos obtenidos a partir de estos análisis de los 

experimentos de titulación, tanto del tándem como de los dominios WW 

individuales, se han recogido en la Tabla 4.4. 

En los análisis de las titulaciones con los ligandos Lats1-a, Lats2 y Ptch1-b 

(realizados con el modelo de unión SII), el valor de n (el número de sitios) se ha 

dejado flotar durante el ajuste, obteniéndose en todos los casos valores en torno a 

dos. La única excepción se observa para la interacción del tándem con el ligando 

Ptch1-b, cuyo valor de n es igual a 1.23. En este caso, al estequiometría de unión 

confirma que, al igual que ocurría con los dominios individuales, este ligando sólo 

es reconocido por el primer dominio WW de hYap, hYap-WW1. Posiblemente 

exista una interacción residual con el segundo dominio con una afinidad muy débil, 

varios órdenes de magnitud inferior, lo que se refleja en que el número de sitios 

sea algo superior a 1. En los análisis realizados para las titulaciones de Lats2 y 

Ptch1-a (según el modelo SDI), el valor n se ha fijado en 1 para cada dominio WW 

para minimizar el número de variables ajustables en estos análisis. 

En la Figura 4.12, junto a las constantes de disociación obtenidas a partir de 

las titulaciones de los dominios individuales con cada uno de los ligandos, se han 

representado las constantes de disociación correspondientes a las titulaciones del 

tándem. En esta figura se observa que, en general, las constantes de disociación 

de los complejos con el tándem hYap-WW1-WW2 prácticamente no varían con 

respecto a las obtenidas para los dominios individuales hYap-WW1 y hYap-WW2. 

Los ligandos Lats1-a y Lats2 no muestran preferencia de unión por uno u otro 

dominio en el tándem, los ligandos Last1-b y Ptch1-a tienen mayor afinidad por 

uno de los dos dominios, y el ligando Ptch1-b sólo une a uno de los dominios del 

tándem. Estos resultados sugieren que, como cabía esperar a partir de los datos 

de DSC, no hay ninguna clase de cooperatividad entre los dominios WW en 

tándem durante el reconocimiento de estos ligandos naturales de hYap. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

aDominio hYap-WW1    aDominio hYap-WW2   
Ligandos n Kd 

(µµµµM) 
∆∆∆∆Gap 

(kJ�mol-1) 
∆∆∆∆Hap 

(kJ�mol-1) 
T�∆∆∆∆Sap 

(kJ�mol-1) 
n Kd 

(µµµµM) 
∆∆∆∆Gap 

(kJ�mol-1) 
∆∆∆∆Hap 

(kJ�mol-1) 
T�∆∆∆∆Sap 

(kJ�mol-1) 
1LATS1-a 

NRQPPPPYPLTA 
0.96 21.5 -26.7 -67.0 40.3 

 
1.09 27.0 -26.1 -76.2 50.1 

 
1LATS1-b 

YQGPPPPYPKHL 
0.91 3.7 -31.0 -69.0 38.0 

 
0.94 33.9 -25.6 -70.2 44.6 

 
1LATS2 

RRCPPPPYPKHL 
1.05 7.1 -28.8 -78.5 49.7 

 
1.08 8.2 -29.1 -57.8 28.7 

 
1PTCH1-a 

RYSPPPPYSSHS 
0.95 27.6 -26.1 -65.0 38.9 

 
0.91 45.8 -24.8 -65.9 41.1 

 

 
 
 

Dominios 
 

WW 
 

individuales 
1PTCH1-b 

EGLWPPPYRPRR 
1.09 13.2 -27.9 -75.2 47.3 n.i. -- -- -- -- 

1LATS1-a 
NRQPPPPYPLTA 

2.04 33.4 -25.6 -72.0 46.4 
 

     

2LATS1-b 
YQGPPPPYPKHL 

b1 4.8 -30.4 -70.8 40.4 
 

b1 31.9 -25.7 -51.8 26.1 
 

1LATS2 
RRCPPPPYPKHL 

2.02 9.2 -28.8 -68.8 40.0 
 

     

2PTCH1-a 
RYSPPPPYSSHS 

b1 24.7 -26.4 -52.9 26.5 
 

b1 47.4 -24.7 -75.2 50.5 

 
 

 
Tándem   

 
dominios  

 
WW 
 

1PTCH1-b 
EGLWPPPYRPRR 

1.23 16.9 -27.3 -80.2 52.9      

1Datos analizados mediante el modelo de unión SII. 2Datos analizados mediante el modelo de unión SDI. n.i.: No hay interacción. aLos errores en los ajustes por regresión no 
lineal de los datos experimentales deben estimarse en torno al 5% para la entalpía de unión y al 10% para la constante de disociación. bEl valor del número de sitios, n, se ha 
mantenido fijo en 1 durante el análisis de estos experimentos.  

 

Tabla 4.4. Parámetros termodinámicos para la unión de ligandos naturales a los dominios WW de hYap. Todos los datos se han obtenido a partir del análisis mediante el 
modelo de unión de un ligando a una macromolécula con “n” sitios de unión idénticos e independientes1 (SII) (ecuación X.III del Apédice III) o mediante el modelo de unión de 
un ligando a una macromolécula con dos clases de sitios de unión diferentes e independientes2 (SDI) (ecuación IV.XI del Apédice IV) de distintos experimentos de ITC con 
dominios WW individuales y en tándem realizados a 25 ºC en tampón fosfato sódico 20 mM  pH 7.0 (más β-mercaptoetanol 10 mM en los experimentos con el ligando Lats2). 
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En la Tabla 4.4 se recogen los cambios de energía libre para la unión del 

tándem hYap-WW1-WW2 con los distintos ligandos y las correspondientes 

disecciones termodinámicas de estas interacciones. A partir de estos datos 

podemos comparar las contribuciones entálpicas y entrópicas a la afinidad de 

unión del tándem con las obtenidas para las interacciones de los dominios WW 

individuales. En el caso de los ligandos Lats1-a y Lats2, el modelo SII promedia el 

cambio de entalpía si se compara con los valores obtenidos para las titulaciones 

de los dominios individuales. En cambio, este mismo modelo SII, obtiene valores 

muy similares para las magnitudes termodinámicas determinadas para las 

interacciones de Ptch1-b con el tándem (cuyo valor de n es 1.23) y de este ligando 

Figura 4.12. Afinidad de unión de los ligandos naturales a los dominios individuales y en tándem 
de hYap. Representación en forma de barras de las constantes de disociación para la unión de los 
ligandos Lats1-a, Lats1-b, Lats2, Ptch1-a y Ptch1-b al tándem hYap-WW1-WW2, junto con las 
constantes de los dominios individuales, hYap-WW1 y hYap-WW2, de la Figura 4.4. Se ha empleado el 
mismo código de colores que en dicha figura, correspondiendo las barras de colores lisos a los dominios 
individuales y las de colores rayados a los dominios en tándem. Todas las constantes se han obtenido 
mediante distintos experimentos de ITC en tampón fosfato sódico 20 mM pH 7.0 a 25 ºC (en presencia 
de β-mercaptoetanol 10 mM en aquellos experimentos con el ligando Lats2). Los errores asociados a las 
constantes de disociación se estiman en torno al 10 %. El asterisco indica que las constantes de 
disociación del tándem se han obtenido mediante el análisis con el modelo de SDI (Apéndice IV), 
mientras que el resto corresponden a análisis con el modelo SII (Apéndice III). En la parte inferior, se ha 
representado un alineamiento de las secuencias de los ligandos empleados en el estudio. 
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con el dominio hYap-WW1 (n=1.09). Por otro lado, el modelo SDI reconoce como 

sitios de unión diferentes los dominios WW del tándem en sus interacciones con 

los ligandos Lats1-b y Ptch1-a. Aunque este modelo proporciona una medida 

realista de la afinidad de cada sitio de unión, al ser las constantes bastante 

parecidas, la correlación entre los parámetros termodinámicos (∆Hap y n) de ambos 

sitios es elevada y no permite distinguir la energética de cada sitio. Así, en la 

interacción de Lats1-b con el tándem, los incrementos de entalpía y entropía 

correspondientes al segundo dominio WW son menores que los determinados para 

el dominio individual hYap-WW2 (Tabla 4.4), mientras que, para la unión del 

ligando Ptch1-a al tándem, los términos energéticos están subestimados para del 

primer dominio y sobrestimados para el segundo dominio WW, en comparación 

con los parámetros obtenidos para la interacción con los dominios individuales. 

En resumen, los resultados para el reconocimiento de ligandos, recogidos 

en la Figura 4.11 y en la Tabla 4.4, están en la línea de lo descrito para el equilibrio 

conformacional del tándem de dominios WW. Estos datos indican que no existe 

cooperatividad entre los dominios WW en el tándem de la isoforma hYap2 durante 

la unión a los ligandos naturales que hemos seleccionado.  

4.5. Implicaciones funcionales del segundo dominio WW en la isoforma 

hYap2  

A partir de la información obtenida, y teniendo en cuenta las diferentes 

afinidades de los dominios WW de hYap por los ligandos estudiados, es posible 

plantear ciertas hipótesis sobre el mecanismo mediante el cual la presencia o 

ausencia del dominio hYap-WW2 pudiera contribuir a la regulación funcional de las 

distintas isoformas de hYap. Así, por ejemplo, la unión de los dominios WW de la 

forma hYap2 a los dos motivos PPxY encontrados en la quinasa de serina Last1, 

sugiere que la orientación durante la fosforilación de algunas de las distintas 

dianas de serina está doblemente modulada por los dominios WW que presenta 

esta isoforma y, por tanto, su específicidad será diferente.  

La quinasa Lats2 sólo puede ser reconocida mediante un único motivo 

PPxY (el ligando Lats2) y éste presenta una afinidad similar por los dos dominios 

WW de hYap. Estos resultados sugieren que esta proteína se une indistintamente 
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al primer dominio WW de cualquiera de las dos isoformas sin que se puedan 

pronosticar diferencias funcionales entre ambas isoformas de hYap. Por otro lado, 

la unión al segundo dominio WW en la isoforma hYap2 podría inducir 

fosforilaciones en posiciones diferentes, dotando a esta isoforma de otras 

funcionalidades (Komuro et al. 2003).  

Es posible que el reclutamiento citosólico de la forma hYap2 mediante la 

unión a Ptch1, presenta una complejidad mayor que el de la isoforma hYap1. Esta 

última reconoce dos sitios de unión en Ptch1 con afinidades bastante similares, 

pero la otra isoforma, hYap2, presenta dos dominios WW que reconocen la 

secuencia Ptch1-a con diferente afinidad y un sólo dominio (hYap-WW1) que 

reconoce a Ptch1-b. Además, en el supuesto de que hYap2 reconozca a la vez las 

dos secuencias de Ptch1, esta interacción proteína-proteína tendría una 

orientación clara debida a las preferencias de unión de los dominios WW, lo cual 

sugiere de nuevo, posibles efectos de modulación en la funcionalidad de hYap2. 

En resumen, nuestro análisis indica que la presencia de dos dominios WW 

con capacidad para reconocer distintos ligandos permite modular la especificidad y 

el modo de interacción de las dos isoformas de hYap con sus distintos ligandos y, 

por tanto, añadir un nivel adicional de regulación funcional. En el contexto de la 

construcción en tándem de los dos dominios WW aislados del resto de la proteína, 

hemos descartado la existencia de cooperatividad entre ambos dominios, como se 

ha descrito para otros dominios WW (Fedoroff et al. 2004; Jennings et al. 2007; 

Ramirez-Espain et al. 2007; Huang et al. 2009; Chong et al. 2010). No obstante, es 

importante tener en cuenta que efectos cooperativos adicionales podrían surgir 

asociados a factores contextuales, bien originados por interacciones con ligandos 

con motivos de unión consecutivos en su secuencia o bien, en el contexto de 

proteínas completas, originados por interacciones adicionales establecidas entre 

los dominios WW y otros elementos en la estructura de hYap. En este sentido, el 

análisis del equilibrio conformacional y la unión de ligandos en construcciones más 

complejas de hYap suscitan un gran interés.  
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CAPíTULO 5. Conclusiones 

Capítulo 2 

 

De la caracterización del equilibrio conformacional de los distintos dominios 

WW, se concluya que:  

 

1. Estos dominios pueden clasificarse como proteínas que contienen una lámina 

tipo β-II. 

2. El equilibrio conformacional se encuentra en el límite de lo que puede 

considerarse un comportamiento cooperativo, lo que indica que la barrera que 

separa los macroestados nativo y desnaturalizado es de pequeña magnitud. 

 

Capítulo 3.  

 

Del análisis termodinámico-estructural de la unión de ligandos L víricos al 

tercer dominio WW de la ligasa de ubiquitina Nedd4 se extraen las siguientes 

conclusiones: 

 

3. El análisis termodinámico de la unión de varios dominios WW a un conjunto de 

ligandos indica que el proceso está gobernado por una fuerte componente 

entálpica y penalizado por efectos de naturaleza entrópica 

4. Las secuencias de dominios L aisladas del resto de la proteína vírica 

reconocen de forma específica al tercer domino WW de la ligasa Nedd4. 

5.  El análisis de la termodinámica de unión y la caracterización estructural de los 

complejos formados entre el dominio hNedd4-WW3 y los ligandos HTLV1-b y 

Ébola-a revelan dos modos diferentes de reconocimiento de estos ligandos 

relacionados con la elevada flexibilidad conformacional del dominio hNedd4-

WW3. 
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Capítulo 4. 

 

Del estudio de reconocimiento de ligandos naturales por el tándem de 

dominios WW de hYap se obtienen las siguientes conclusiones: 

 

6. Los cinco ligandos naturales, Lats1-a, Lats1-b, Lats2, Ptch1-a y Ptch1-b son 

reconocidos por al menos unos de los dominios WW de hYap. 

7. La presencia el dominio hYap-WW2 modula la especificidad de hYap, dotando 

a la isoforma hYap2 de la posibilidad de establecer interacciones adicionales 

de diferente naturaleza a las que puede establecer el dominio hYap-WW1. 

8. Los dominios WW de hYap2 se comportan como unidades independientes, 

tanto en lo que respecta a su equilibrio conformacional como al reconociminto 

de ligandos. 
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CAPíTULO 6. Materiales y Métodos 

6.1. Clonado, expresión y purificación de los dominios WW 

6.1.1. Dominios WW 

Los genes que codifican los dominios WW3 y WW4 de la ligasa de 

ubiquitina humana Nedd4 (código P46934 de la base de datos SwissProt/TrEMBL), 

los dominios WW1 y WW2 de la proteína humana Fbp11 (código O75400) y del 

mutante L30K del dominio WW1 de Yap (Macias et al. 1996) fueron construidos en 

nuestro laboratorio mediante el método de la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR: Polymerase Chain Reaction) (Mullis & Faloona 1987; Ausubel 1992; 

Creighton 1993) a partir de cuatro nucleótidos solapantes. La secuencia resultante 

se diseñó para que cada secuencia de nucleótidos que codifica los dominios WW 

esté situada entre dos dianas de las enzimas de restricción NcoI y HindIII como se 

muestra en la Figura 6.1 para el dominio hNedd4-WW4. El producto de la PCR fue, 

a continuación, digerido por dichas enzimas y clonado en el plásmido pETM30 (G. 

Stier, EMBL, Heidelberg, Alemania) que se muestra en la Figura 6.1B. La identidad 

e integridad de los genes clonados fueron confirmadas mediante secuenciación de 

nucleótidos por el Servicio de Secuenciación del Instituto de Parasitología y 

Biomedicina “López Neyra” del Consejo Superior de investigaciones Científicas 

(C.S.I.C), en Granada. Los genes que codifican los dominios WW1 y WW2 de Yap 

o el tándem de ambos dominios WW (código P46937-2) fueron adquiridos a la 

empresa GENEART AG (Regensburg, Alemania) y reclonados en el vector 

pETM30 siguiendo el mismo proceso.  

Los genes de todos los dominios WW fueron expresados en células E. Coli 

BL21-DE3 (NOVAGEN) como proteínas de fusión a  Glutatión-S-Transferasa 

(GST) y a una cola de histidinas (6xHis tag) en el extremo N-terminal, con un sitio 

de reconocimiento para la proteasa del mosaico del tabaco (TEV). Para su 

expresión, se empleó como medio de cultivo el Luria-Bertani (LB) en presencia de 

kanamicina 1mM y se añadió IPTG como agente inductor hasta alcanzar una 

concentración final de 1mM, cuando la absorbancia del cultivo celular a 600 nm 



Capítulo 6 

 

 

 

 

 

176 

alcanzó valores entre 0.6 y 0.8. La incubación se llevó a cabo durante toda la 

noche a 37 ºC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las células se recogieron por centrifugación a 7000 rpm y 4 ºC durante 10 

minutos (centrífuga HETTICH modelo Roto Super 40, rotor A6.9) y posteriormente 

se resuspendieron en tampón fosfato sódico 50 mM, cloruro sódico 0.3 M, pH 8.0 

(tampón A); después se lisaron mediante prensa French (AMINCO) a una presión 

de 1200 psi y se recogieron por ultracentrifugación (BECKMAN Optima LE-80, 

rotor 45Ti) a 30.000 rpm y 4 ºC durante 30 minutos. Los dominios WW se 

purificaron mediante cromatografía de afinidad a Níquel, para lo cual el 

sobrenadante resultante de la centrifugación se pasó por una columna con 5 mL 

de resina Ni-NTA (QUIAGEN) previamente equilibrada con 50 mL de tampón A y 

se llevaron a cabo sucesivos lavados de 50 mL con tampón A, tampón A + 20 mM 

imidazol y tampón A + 50 mM imidazol. Por último, la proteína se eluyó con 30 mL 

de tampón A + 500 mM imidazol y aquellas fracciones que contenían la proteína se 
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Figura 6.1. Clonación y expresión de dominios WW. A) Secuencia de nucleótidos completa de 
hNedd4-WW4 y en cuadros de diferentes colores, los oligonucleótidos seleccionados para la producción 
del dominio mediante dos RCP: oligonucleótido 1 en rojo, oligonucleótido 2 en azul, oligonucleótido 3 en 
verde  y oligonucleótido 4 en amarillo. En negro se han resaltado las dianas de corte de las enzimas de 
restricción Nco I y Hind III. B) Representación esquemática o mapa de los elementos presentes en los 
vectores plasmídicos utilizados para el clonaje de los genes de los dominios WW. En la izquierda, se 
representado el mapa del plásmido pETM30, y en la derecha, el mapa del plásmido pETM11 
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dializaron frente a tampón A para eliminar el imidazol. A continuación, se eliminó la 

cola de histidinas en posición N-terminal mediante una etapa de hidrólisis 

controlada para lo cual la proteína purificada se incubó con la proteasa TEV a 

temperatura ambiente durante 4 horas en una relación de peso aproximada de 

100:1. Los productos de la hidrólisis se sometieron a una segunda etapa de 

cromatografía de afinidad en Ni-NTA, de modo que la cola de histidinas, la proteína 

no hidrolizada y la propia TEV, que también posee una cola de histidinas, 

quedaron retenidas en la columna mientras que la proteína libre de la cola de 

histidinas se recogió en las primeras fracciones de elución en ausencia de 

imidazol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las diferentes etapas de la purificación así como la pureza final fueron 

controladas mediante electroforesis en gel de acrilamida (SDS-page) al 16 %. 

Aquellas fracciones que contenían alguna impureza, se sometieron a una etapa 

adicional de cromatografía de exclusión molecular utilizando una columna Hi-Load 

Superdex-75 26/60 (AMERSHAM BIOSCIENCIES) equilibrada en tampón A. 

Posteriormente, mediante espectrometría de masas, se comprobó la pureza de la 

proteína (superior al 99 %) y se determinó el peso molecular correcto, cuyos 

valores son recogidos en la Tabla 6.1. Finalmente, las fracciones de proteína 

purificada se concentraron hasta 2-3 mg�mL-1, se congelaron en nitrógeno líquido y 

se almacenaron a -80 ºC en el mismo tampón A. En estas condiciones los 

dominios WW son estables durante varios meses. El rendimiento final aproximado 

Tabla 6.1. Coeficientes de extinción molar a 280 nm y pesos moleculares determinados para la los 
distintos dominios WW. 

 
Dominios WW 

Coeficiente de  
extinción molar 

(M-1 cm-1) 

 
Peso molecular 

(g mol-1) 
hNedd4-WW3 11380 5568 
hNedd4-WW4 11660 5720 

hYap-WW1 12550 5524 
hYap-WW1(L30K) 12600 5539 

hYap-WW2 13960 5410 
hYap-WW1-WW2 26400 12529 

hFbp11-WW1 15440 5323 
hFbp11-WW2 16990 5697 

 



Capítulo 6 

 

 

 

 

 

178 

para cada purificación fue de unos 5-10 mg de proteína por cada litro de medio de 

cultivo.  

6.1.2. Dominio hNedd4-WW3 enriquecido en 13C y/o 15N 

El gen que codifica el dominio WW3 de la ligasa de ubiquitina humana 

Nedd4, clonado en el plásmido pETM30, se cortó mediante una digestión con las 

enzimas de restricción NcoI y HindIII y se clonó de nuevo en el plásmido pETM11 

(G. Stier, EMBL, Heidelberg, Alemania) (Figura 6.1B). La expresión y purificación 

de este dominio enriquecido en 13C y/o 15N (en dos procedimientos 

independientes para obtener una muestra sólo enriquecida en 15N y otra 

enriquecida en los dos isótopos, 13C y 15N) se realizó en colaboración con el Dr. 

Francisco J. Blanco en el Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 

(CNIO, Madrid).  

El dominio hNedd4-WW3 se expresó en células E. Coli BL21-DE3 con una 

cola de histidinas (6xHis tag) en el extremo N-terminal y con un sitio de 

reconocimiento para la proteasa TEV. Varias colonias se incubaron en LB como 

preinóculos de 50 mL por cada litro de medio LB final a 37 ºC durante toda la 

noche para aumentar la masa celular de partida. Las células se recogieron por 

centrifugación (5000 g, 10 minutos y 4 ºC), se resuspendieron y se incubaron a 37 

ºC en 5 litros de medio de cultivo LB en presencia de kanamicina 1mM hasta que 

la absorbancia del cultivo celular a 600 nm alcanzó valores entre 0.6 y 0.8. 

Entonces, se hicieron dos lavados sucesivos con 800 mL y 500 mL de medio 

mínimo salino M9 preparado según se detalla en la Tabla 6.2 con el fin de eliminar 

subproductos del metabolismo de las bacterias (como lactatos, piruvatos, etc) que 

pudieran afectar a su crecimiento, y se recogieron de nuevo las células por 

centrifugación. A continuación, las células se resuspendieron, en 2 L de medio 

mínimo de cultivo en las proporciones que se detallan en la Tabla 6.2, compuesto 

por una solución salina M9, un complemento de vitaminas, algunos 

oligoelementos, 15NH4Cl como fuente de nitrógeno y 12C- ó 13C-glucosa como 

fuente de carbono (dependiendo si se expresa una muestra de proteína sencilla o 

doblemente etiquetada). Entonces, las células se incubaron en el medio  de cultivo 

nuevo durante 1 h a 37 ºC, se indujo su expresión con 1mM IPTG y se incubaron 
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durante 4-5 horas a 20 ºC. Después, las células fueron recogidas por 

centrifugación y resuspendidas en tampón A. 

 

 

 

 

 

 

 

En esta ocasión, las células fueron lisadas mediante el sistema de ultra-

filtración Emulsiflex-C50 (Avestin, Canadá) que presenta múltiples ventajas frente 

a otros métodos, como son: una fácil limpieza, con lo que se evitan posibles 

contaminaciones; un preciso control tanto de presión (en este caso, entre 15000 y 

20000 psi) como de temperatura (4 ºC), con lo que se evitan posibles efectos de 

desnaturalización de la proteína sobre-expresada; y además, baja fragmentación 

del ADN, lo que facilita posteriores pasos de la purificación. Posteriormente, se 

procedió a la purificación siguiendo el mismo protocolo descrito en el Apartado 

6.1.1, con las siguientes excepciones: en lugar de tampón A, en todos los pasos se 

utilizó el tampón 0.5 M NaCl, 50 mM Tris, pH 8.0 (Tampón B); para la 

cromatografía de afinidad a Níquel se utilizó una columna HisTrap FF de 5 mL en 

un sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) (ambos de 

AMERSHAM BIOSCIENCES) equilibrada en tampón B + 20 mM imidazol; y la 

elución de la proteína se realizó mediante un gradiente de concentración de 

imidazol desde 20 mM hasta 500 mM en tampón B. El rendimiento final 

aproximado para las muestras de hNedd-WW3 enriquecidas en isótopos fue de 

unos 4 mg de proteína por cada litro de medio de cultivo LB inicial, algo menor que 

el obtenido para las proteínas no marcadas isotópicamente. Finalmente, las 

fracciones de proteína purificada se concentraron según lo requerido en cada 

experimento de RMN y se almacenaron a 4 ºC mientras no fue necesaria su 

utilización. 

  

Tabla 6.2. Composición en 1 L de medio mínimo M9. 
Medio salino M9 Vitaminas y oligoelementos 

(concentración final) 
Fuentes de nitrógeno y 

carbono 
3 g KH2PO4 0.001 g mL-1 Tiamina 1g 15NH4Cl 

6.8 g Na2HPO4 2 mM MgS04 4g 13C-glucosa 
0.5 g NaCl 0.1 mM CaCl2 ó 

 0.4 g mL-1 FeCl3 4g 12C-glucosa 
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6.2. Preparación de muestras 

6.2.1. Preparación de disoluciones de proteína 

Las soluciones tampón se prepararon a partir de disoluciones de las formas 

ácida y básica del sistema tamponante en el 80 % del volumen final. Tras medir el 

valor de pH, se enrasó al volumen final y se volvió a comprobar nuevamente el pH 

de la disolución. Alternativamente, el tampón se preparó a partir de su forma ácida 

o básica, ajustando el pH al valor deseado añadiendo la cantidad adecuada de una 

disolución de hidróxido sódico o ácido clorhídrico. Tal procedimiento se siguió, por 

ejemplo, para preparar los tampones glicina, MES, Tris-HCl e Imidazol. 

Las alícuotas de proteína descongeladas se dializaron frente a un volumen 

de tampón unas 500 o 600 veces mayor que el de la muestra, para lo que se 

introdujeron en una membrana de diálisis de SPECTRA-POR con un tamaño de 

poro de 1.0 KDa durante al menos el tiempo mínimo necesario para alcanzar el 

equilibrio de la diálisis (unas 8 horas) a 4° C con agitación suave. Para asegurar 

que la muestra se encuentra en las condiciones experimentales deseadas, se 

realizaron sucesivas etapas de diálisis (al menos 2) con tampón fresco. La 

disolución dializada de proteína se extrajo de la bolsa de diálisis y se filtró con un 

filtro de nitrocelulosa de tamaño de poro de 0.45 µm (SARSTEDT FiltroPur). 

Con el fin de minimizar posibles diferencias en la composición de las 

disoluciones de proteína y ligando (ver Apartado 6.2.2), para los experimentos de 

ITC, las disoluciones de proteína se prepararon a una concentración de proteína 

superior al doble de la necesaria en el experimento; de forma análoga, el tampón 

de diálisis también contenía el doble de concentración sales del sistema 

tamponante (2x) deseadas en el experimento. Las disoluciones finales a la 

concentración deseada para cada experimento se prepararon añadiendo las 

cantidades necesarias proteína dializada, de agua Milli-Q y de tampón (2x) del 

último cambio de diálisis (prácticamente sin necesidad de corregir posteriormente 

el pH).  

La determinación de la concentración de las diferentes proteínas se llevó a 

cabo midiendo la absorbancia a 280 nm y empleando coeficientes de extinción 
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recogidos en la Tabla 6.1, que fueron calculados empleando el método de Gill y 

von Hippel (Gill & von Hippel 1989). 

6.2.2. Preparación de las disoluciones de ligando 

Los ligandos peptídicos fueron adquiridos en las casas comerciales 

PEPTIDE 2.0 (Chantilly, EEUU) y SYNBIOSCI (Livermore, EEUU). En todos los 

casos, los péptidos estaban acetilados y amidados en sus extremos carboxilo y 

amino terminal, respectivamente; y su pureza era superior al 98 %. 

Las disoluciones de ligando para los experimentos de fluorescencia se 

prepararon en el momento de la realización del experimento pesando la cantidad 

necesaria de péptido liofilizado y disolviéndola en un volumen adecuado de 

tampón de diálisis, corrigiendo posteriormente el pH. Dado que los experimentos 

de ITC requieren disoluciones de ligando bastante concentradas (unos 5 mg�mL-1), 

éstas se prepararon a partir de una disolución madre en agua Milli-Q de alta 

concentración, que generalmente se encuentra a un pH ácido debido las sales que 

acompañan a los péptidos comerciales. Las disoluciones finales a la concentración 

deseada para cada experimento se prepararon añadiendo las cantidades 

necesarias de la disolución madre, de agua y de tampón (2x) del último cambio de 

diálisis, como se ha mencionado en el apartado anterior. En el caso de algunos 

ligandos fue necesario corregir posteriormente el pH. Por último, en todos los 

casos, se comprobó espectrofotométricamente la concentración final de la 

disolución de péptido. 

Todos los ligandos utilizados contenían al menos un resto de tirosina, por lo 

que sus concentraciones se determinaron, bien mediante medidas de absorbancia 

a 276 nm considerando un coeficiente de extinción molar de 1450 M-1 cm-1 para 

cada aminoácido de tirosina en su secuencia, o bien mediante medidas de 

absorbancia a 280 nm para los péptidos Rabia y Ptch1b, que contienen un resto 

triptófano en su secuencia. Estos coeficientes de absorción y pesos moleculares 

de los ligandos se resumen en la Tabla 6.3. 
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6.2.3. Preparación de disoluciones de agente desnaturalizante (urea) 

Las disoluciones de urea empleadas en los experimentos de 

desplegamiento térmico en presencia de agente desnaturalizante se prepararon a 

partir de una disolución madre concentrada de urea 9.8 M en tampón fosfato 

sódico 20 mM, pH 7.0. Para ello, se pesó la cantidad necesaria de urea que se 

disolvió, debido al aumento de volumen que tiene lugar durante la solubilización, 

mediante sucesivas adiciones sobre un pequeño volumen de agua Milli-Q hasta 

alcanzar aproximadamente el 80 % del volumen final deseado y calentando 

ligeramente para acelerar la solubilización, dado que estamos muy cerca de la 

saturación (10.49 M a 25 ºC) (Pace 1986). Una vez comprobada la concentración, 

procedimos a purificar la disolución de urea de los iones cianato y amonio, fruto de 

Tabla 6.3. Coeficientes de extinción molar a 276 nm y pesos moleculares determinados para todos 
los distintos ligandos. 

 
Ligandos 

Coeficiente de  
extinción molar 

(M-1 cm-1) 

Peso molecular 
(g mol-1) 

p53bp2 
(EYPPYPPPPYPSG) 

 
4350 

 
1501.2 

PPPY 
(PPPY) 

 
1450 

 
510.0 

HTLV1-a 
(PPPYVEPTAP) 

 
1450 

 
1107.1 

HTLV1-b 
(SDPQIPPPYVEP) 

 
1450 

 
1379.5 

Ébola-a 
(ILPTAPPEYME) 

 
1450 

 
1302.1 

Ébola-b 
(ILPTAPPEY) 

 
1450 

 
1041.1 

Marburgo 
(MQYLNPPPYADH) 

 
2900 

 
1465.6 

Rabia 
(DLWLPPPEYVPL) 

 
6990* 

 
1478.6 

Lats1a 
(NRQPPPPYPLTA) 

 
1450 

 
1392.0 

Lats1b 
(YQGPPPPYPKHL) 

 
2900 

 
1436.0 

Lats2 
(RRCPPPPYPKHL) 

 
1450 

 
1503.0 

Ptch1a 
(RYSPPPPYSSHS) 

 
2900 

 
1415.5 

Ptch1b 
(EGLWPPPYRPRR) 

 
6990* 

 
1563.7 

*Son coeficientes de extinción molar a 280 nm determinados teóricamente en base a la 
secuencia por el herramienta informática ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.html) 
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su descomposición, añadiendo una pequeña cantidad de una resina de 

intercambio iónico, AG501-X8(D) (Biorad), que se separó por filtración después de 

30 minutos. A continuación se añadieron las sales correspondientes para la 

preparación del tampón y se confirmó el pH. Entonces se enrasó al volumen final, 

se filtró la disolución resultante con un filtro de 0.45 µm y se comprobaron de 

nuevo los valores de pH y concentración de urea finales. 

La concentración exacta de las disoluciones de urea se determinó a partir 

de la medida del índice de refracción a temperatura ambiente (Pace 1986), 

mediante un refractómetro de mano ATAGO modelo R5000. La diferencia entre el 

índice de refracción de la disolución de urea y el tampón, ∆n = nurea-ntampón, se 

relaciona con la concentración de urea a través de la ecuación (Warren & Gordon 

1966):  

(6.2.1) 

Las disoluciones finales a la concentración deseada, tanto de proteína 

como de urea, para cada experimento se prepararon añadiendo las cantidades 

necesarias de disolución de proteína dializada, disolución madre de urea y de 

tampón del último cambio de diálisis. Posteriormente se determinaron las 

concentraciones de urea y de proteína tal como se ha mencionado anteriormente. 

6.3. Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 

6.3.1. Introducción 

La calorimetría diferencial de barrido (en inglés “Differential Scanning 

Calorimetry”, DSC) es una técnica ampliamente utilizada para estudiar las 

transiciones de fase inducidas térmicamente y los cambios conformacionales en 

los sistemas biológicos, como las proteínas, ácidos nucleicos y las membranas 

lipídicas (Sanchez-Ruiz 1995; Cobos et al. 2001; Dragan & Privalov 2002; Garcia-

Mira et al. 2002; Cobos et al. 2004; Ruiz-Sanz et al. 2004; Privalov & Dragan 2007; 

Streicher & Makhatadze 2007; Candel et al. 2008; Varela et al. 2009; Farber et al. 

2010; Morel et al. 2010). Esta técnica mide la diferencia en la capacidad calorífica 

entre la muestra y las soluciones de referencia en función de la temperatura. A 

[ ] ( ) ( ) ( )32 56.185753.2966.117)( nnnMurea ∆+∆+∆=
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modo de ejemplo, en el Panel A de la Figura 6.2, se ilustra un esquema de un 

bloque calorimétrico con los principales componentes de estos calorímetros.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.2. Fundamentos de la Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC). A) Sistema automatizado 
de un calorímetro capilar VP-DSC de Microcal LLC y un diagrama esquemático de su bloque 
calorimétrico. B) En trazo continuo negro se representa, a modo de ejemplo, la curva de capacidad 
calorífica en función de la temperatura del domino N-terminal del represor R69 del fago 434 en acetato 
sódico 20 mM a pH 4.5 (Ruiz-Sanz et al. 1999). Cp,N  y Cp,D representan las capacidades caloríficas de los 
estados nativo y desnaturalizado en rojo y azul, respectivamente. La Tm corresponde a la temperatura de 
desnaturalización. La curva sigmoidal en color naranja representa la función de la capacidad calorífica 
interna (ecuación 6.4.13). El área bajo la transición, con rayas naranjas, corresponde al cambio total de 
entalpía para la temperatura de desnaturalización, ∆Hm,exp o entalpía calorimétrica. C) Dependencia de las 
variaciones de entalpía, entropía y energía de Gibbs con la temperatura para una proteína hipotética. En 
él se muestran las temperaturas de desnaturalización a alta y baja temperatura, Tm y Tm

* respectivamente, 
así como TS  y la temperatura de inversión de entalpía TH. 
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La capacidad calorífica se obtiene mediante la medida de la potencia 

necesaria para mantener la solución de la muestra a la misma temperatura que la 

de la solución de referencia (∆T-1), mientras la temperatura de ambos se aumenta 

de forma lineal. Así, a medida que se produce el cambio de temperatura durante 

una calorimetría de barrido, la proteína en la solución de la muestra sufre una 

transición de una manera cooperativa. Esta transición se relaciona con la 

destrucción de numerosas pequeñas fuerzas que estabilizan la estructura nativa. 

Dado que este proceso suele ser endotérmico, los cambios observados en la 

entalpía del sistema, como resultado de dichas perturbaciones, dan lugar a un 

descenso en la temperatura. Por lo tanto, el calorímetro proporcionará energía a la 

muestra para mantener su temperatura en el mismo valor que el de la solución de 

referencia. Esta energía se mide como potencia suministrada y produce la salida 

de un conjunto de datos brutos de potencia en función de la temperatura. En los 

calorímetros modernos la diferencia de potencial se convierte, mediante 

calibraciones internas, en los valores molares parciales capacidad calorífica. El 

posterior análisis del termograma obtenido utilizando modelos basados en la 

termodinámica del equilibrio proporciona la caracterización termodinámica 

completa del proceso de desplegamiento térmico de la macromolécula. 

El modelo de equilibrio más simple que existe para el análisis del 

desplegamiento térmico de proteínas es el modelo de dos estados, el cual supone 

que las proteínas sólo pueden encontrarse en estado nativo o en estado 

desplegado (ver Apéndice I). Otros modelos pueden suponer la existencia de 

intermedios de plegamiento significativamente poblados y/o estados con diferentes 

grados de asociación (Luque et al. 2002; Martinez et al. 2011).  En el Panel B de la 

Figura 6.2, se ha representado un ejemplo de una endoterma del desplegamiento 

térmico de una proteína con los principales parámetros que pueden determinarse a 

partir de un análisis calorimétrico. La temperatura del máximo del pico de la 

transición, Tm, corresponde a la temperatura donde el 50% de las moléculas de 

proteína se encuentran desnaturalizadas en el caso de una transición de dos 

estados sin ningún tipo de proceso acoplado de asociación o de disociación. El 

calor de la transición o entalpía calorimétrica correspondiente a la temperatura Tm, 

∆Hm,exp, es el área de la curva de capacidad calorífica. Las líneas de base el pre- y 
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post- transición son las funciones de las capacidades caloríficas dependientes de 

la temperatura para el estado desplegado, Cp,D, y el estado nativo, Cp,N, de la 

proteína. La diferencia entre estas funciones, ∆Cp,N-D, es el cambio de capacidad 

calorífica asociado a la desnaturalización de la proteína. A parir de estos 

parámetros obtenidos del análisis se completa la caracterización termodinámica 

del desplegamiento mediante distintas relaciones matemáticas, de acuerdo con el 

modelo en equilibrio utilizado para el análisis, como por ejemplo, las representadas 

en el Panel C de la Figura 6.2: el cambio de entalpía, ∆HN-D(T), de entropía, ∆SN-

D(T), la energía de Gibbs, ∆GN-D(T), la temperatura de máxima estabilidad, TS, la 

temperatura de inversión de la entalpía, TH, etc.  

Una descripción más detallada de los fundamentos y características de esta 

técnica así como de los modelos termodinámicos más comunes se puede 

encontrar en algunas tesis doctorales desarrolladas en nuestro grupo de 

investigación (Cobos 2002; Casares 2003; Candel 2008b), y en numerosas 

referencias bibliográficas (Sturtevant 1977; Privalov 1979; Privalov 1982; Mateo et 

al. 1984; Cooper & Johnson 1994; Freire 1995; Sanchez-Ruiz 1995; Martinez et al. 

2011).  

6.3.2. Realización del experimento calorimétrico 

Para la realización de todos los experimentos de DSC se han utilizado dos 

calorímetros VP-DSC (Microcal LLC., Northampton, Massachusetts) (Plotnikov et 

al. 1997) con diferente arquitectura de células calorimétricas: uno con células de 

moneda de 0.524 mL y otro con células capilares en espiral de 137 µL (Figura 

6.2A). El experimento calorimétrico se inicia llenando ambas células con el tampón 

filtrado y desgasificado procedente del último cambio de la diálisis. Entonces, se 

registran varios barridos de temperatura sucesivos que deben ser reproducibles y 

el último de ellos se guarda como línea base instrumental. Después, se llena la 

célula de muestra con la disolución de proteína desgasificada (en la célula de 

referencia se mantiene la disolución de tampón), y se realiza un primer barrido de 

temperatura de la muestra manteniendo las mismas condiciones experimentales. 

Posteriormente, se realiza un segundo barrido de temperatura de la muestra sin 

extraer la proteína del calorímetro para comprobar la reversibilidad del proceso de 
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desplegamiento. La reversibilidad depende de la temperatura final de 

calentamiento. La transición se considera que es reversible cuando, después de 

calentar la muestra pasando del máximo de la transición en dos barridos 

sucesivos, se recupera al menos un 70% de la endoterma inicial. 

6.3.3. Cálculo de la capacidad calorífica molar parcial de la proteína 

Como se ha descrito anteriormente, los calorímetros modernos generan 

archivos de datos experimentales como curvas de capacidad calorífica aparente de 

exceso en función de la temperatura. Sin embargo, con el fin de obtener los 

parámetros correctos de la evolución del proceso termodinámico (Tm, ∆Hm,exp, 

∆Cp,N-D, etc) es necesario realizar un tratamiento previo y las correcciones de estos 

archivos de datos. El primer paso es la sustracción de archivos de datos de la línea 

base instrumental al primer y segundo barridos de temperatura de la muestra, por 

lo que se obtiene la dependencia de la capacidad calorífica de la proteína con la 

temperatura, y las posibles contribuciones instrumentales a la capacidad calorífica 

se eliminan. Además, la medida se ve afectada por un tiempo de respuesta 

conocido del bloque térmico del instrumento (τ), al no ser instantánea la 

transferencia de calor que se produce en las células del calorimétrico. La brecha 

temporal entre el calor producido y la señal registrada afecta y distorsiona los 

termogramas obtenidos durante el experimento. Esta distorsión es mayor a medida 

que el valor de la velocidad de barrido se incrementa. Por tanto, es importante 

corregir el efecto del tiempo de respuesta del calorímetro (Lopez Mayorga & Freire 

1987): 

(6.3.1) 

 

donde ν es la velocidad de barrido de temperatura. 

A continuación, se expresan los datos brutos (potencia eléctrica frente a 

temperatura) en términos de capacidad calorífica molar mediante la siguiente 

expresión:  

(6.3.2) 
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donde ν es la velocidad de barrido de temperatura, c la concentración de 

proteínas de la solución de la muestra del experimento y V el volumen del 

calorímetro de la célula. Hay una diferencia de capacidad calorífica aparente entre 

la línea de base instrumental y el barrido de temperatura de la muestra, debido a 

las moléculas del disolvente reemplazadas por moléculas de proteína en la célula 

de la muestra del calorímetro al realizar el experimento. La capacidad calorífica de 

estas moléculas de disolvente desplazadas presentan un valor mucho mayor que 

el de las moléculas de la muestra y por tanto esta diferencia generalmente es 

negativa. Para corregir este efecto en los datos obtenidos de Cp,ap debidos a la 

sustracción de referencia, se obtiene la capacidad calorífica molar parcial, Cp,p: 

(6.3.3) 

 

La diferencia de capacidad calorífica aparente, ∆Cp,ap, se puede expresar 

como: 

 (6.3.4) 

 

donde ∆ms son las moléculas del disolvente sustituidas, Cp,s la capacidad 

calorífica del disolvente, mp la masa de la proteína en la celda calorimétrica y, νp y 

νs los volúmenes parciales específicos del disolvente y la proteína, 

respectivamente. Mientras que el disolvente sea un tampón acuoso diluido, se 

pueden utilizar los valores del agua pura 1 mL�g-1 y 4.186 J�K-1�g-1, para el νs y la 

Cp,s, respectivamente (Privalov & Potekhin 1986), y un valor de 0,73 g�mL-1 se 

utiliza para νp como promedio supone para las proteínas globulares (Privalov & 

Potekhin 1986; Makhatadze & Privalov 1990; Privalov & Makhatadze 1990). Por lo 

tanto, para convertir el Cp,ap obtenido de la resta de referencia en Cp,p la 

transformación que se utiliza es: 
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 (6.3.5) 

donde Pm es el peso molecular de la proteína.  
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Todas las operaciones de normalización y tratamiento previo de los datos 

brutos del DSC hasta obtenerlos en unidades de capacidad calorífica molar parcial 

han sido realizadas mediante el programa Origin DSC Data Analysis de OriginLab 

(Microcal LLC., Northampton, Massachusetts). 

6.3.4. Análisis de las trazas calorimétricas   

Como se ha mencionado anteriormente, del análisis de la capacidad 

calorífica molar parcial de la proteína en función de la temperatura de acuerdo con 

un modelo de equilibrio adecuado, se obtienen los parámetros termodinámicos del 

proceso de desnaturalización térmica.  El modelo de equilibrio de dos estados es el 

modelo más sencillo que se puede utilizar, según el cual, durante el proceso de 

desplegamiento de la proteína sólo existen dos estados poblados en el equilibrio, 

que son el estado nativo (N) y el estado desnaturalizado o desplegado (D). En el 

Apéndice I se describe el desarrollo matemático completo de todas las ecuaciones 

utilizadas en los análisis realizados con este modelo. Así, las curvas 

experimentales de Cp se ajustaron mediante el método de mínimos cuadrados no 

lineales a la ecuación I.X del Apéndice I, cuya rutina ha sido implementada en el 

programa SigmaPlot (SPSS Inc): 

(I.X ó 6.3.6) 

 

6.4. Dicroísmo circular 

6.4.1. Introducción 

La espectroscopía de dicroísmo circular (Circular Dichroism, CD) es una de 

las técnicas más empleadas en el estudio de las propiedades conformacionales de 

proteínas y ácidos nucleicos en disolución (Padmanabhan et al. 1999; Cobos et al. 

2002; Martin-Sierra et al. 2003; Oliva & Munoz 2004). Un rayo de luz polarizado en 

un plano puede considerarse formado por dos componentes polarizados 

circularmente, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes están 

en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio ópticamente activo, 
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cada componente interactúa de manera diferente con los centros quirales de las 

moléculas presentes. La interacción de la radiación con la muestra induce un 

desfase y un cambio de magnitud diferenciales en ambas componentes 

circularmente polarizadas de la luz, y estos fenómenos provocan una rotación del 

plano de polarización en un ángulo θ y la distorsión de este plano genera una 

elipse como se representa en el Panel A la Figura 6.3. La rotación del plano y la 

diferente absorción de los componentes circularmente polarizados varían de 

acuerdo con la longitud de onda, pudiéndose obtener espectros de estos 

fenómenos, esto es, gráficas de la rotación o elipticidad, θ, frente a la longitud de 

onda.  

Los espectros de dicroísmo circular se obtienen generalmente en las 

regiones del ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm) de la 

radiación electromagnética. En la región del ultravioleta cercano, los cromóforos 

más importantes son los grupos aromáticos de las cadenas laterales de triptófano, 

tirosina, y fenilalanina. Ya que la asimetría de estos grupos químicos se debe 

exclusivamente a su entorno y como los residuos aromáticos generalmente se 

encuentran distribuidos en toda la macromolécula, los espectros en esta región 

son extremadamente sensibles a los cambios en la conformación global de la 

proteína. Los espectros de dicroísmo en la región del ultravioleta lejano, se deben 

principalmente a los enlaces amida que unen los residuos de los aminoácidos 

entre sí. La asimetría de estos cromóforos se debe a la distribución espacial de la 

cadena principal de la proteína (ángulos diedros φ y ψ), por lo tanto, las señales de 

dicroísmo circular se pueden interpretar en términos del contenido de estructura 

secundaria presente, es decir, se pueden relacionar con el porcentaje de residuos 

que se encuentran en las diferentes conformaciones estructurales: hélices α, 

láminas β, giros β o estructuras desordenadas (Compton & Johnson 1986; 

Johnson 1990). En el Panel B Figura 6.3, se representan los espectros 

característicos de cada una de estas conformaciones, y se pueden observar 

importantes diferencias entre ellos.  
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6.4.2. Obtención de espectros de dicroísmo circular 

Los experimentos de CD se llevaron a cabo en un espectropolarímetro 

JASCO modelo J-715 equipado con un control de temperatura del compartimento 

de células (PTC-348WI).  

 Los espectros de CD en la región del ultravioleta lejano se registraron entre 

190 nm  y 260 nm a una velocidad de barrido de 50 nm min-1, usando una cubeta 

de 1 mm de paso de luz y una concentración de proteína en torno a 0.3 mg mL-1 

(50 µM). Los espectros se realizaron a diferentes temperaturas, en un intervalo 

desde 2 ºC hasta 98 º C, generalmente obteniendo un espectro cada 10 ºC y otro 

después del calentamiento. Antes de registrar cada espectro se dejó equilibrar la 

muestra a la temperatura deseada al menos 5 minutos. Los espectros en la región 

del UV-cercano se registraron entre 350 nm y 250 nm a una velocidad de barrido 

de 50 nm�min-1, usando una cubeta de 5 mm de paso de luz y una concentración 

de proteína en torno a 1 mg mL-1 (180 µM).  
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Figura 6.3. Fundamentos de Dicroísmo Circular (CD). A) La luz linealmente polarizada se representa 
como la superposición (EI+ED) de luz polarizada circularmente a izquierdas (EI) y derechas (ED) de igual 
amplitud y fase. Cuando se produce una absorción diferencial de sus componentes polarizadas se 
produce la rotación óptica o elipticidad que se define en base al ángulo, θ, resultante. B) Representación 
conjunta de los espectros correspondientes a cuatro situaciones de estructura secundaria, en el intervalo 
de longitud de onda comprendido entre 180 y 250 nm: Hélice α en verde, lámina β en azul y estructura de 
ovillo-desordenado o “random-coil” en rojo. 
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Para eliminar tanto las contribuciones de tampón como las contribuciones 

instrumentales se recogió también un espectro con el tampón del último cambio de 

diálisis para cada condición experimental que se restó al espectro de proteína. En 

todos los casos se acumularon un total de 10 espectros consecutivos, número 

suficiente, en nuestro caso, para obtener una aceptable relación señal/ruido. 

En todos los casos, las medidas de elipticidad se han normalizado a 

unidades de elipticidad molar media por residuo (θMRW) (grados�dmol-1�cm2), para 

lo cual se ha utilizado la siguiente ecuación: 

(6.4.1) 

 

donde θ es la elipticidad medida experimentalmente en milésimas de grado, 

C es la concentración de la proteína en mg�mL-1, l es el paso de luz de la célula en 

cm, Pm es la masa molecular de la proteína en g�mol-1 y n es el numero de 

residuos de la proteína. El factor de 10 es el resultado de convertir las unidades de 

concentración de mg�mL-1 a dmol�cm-3 y la elipticidad a grados. 

6.4.3. Estudio del desplegamiento térmico de dominios WW 

El estudio del desplegamiento térmico mediante CD de los dominios 

hNedd4-WW4, hYap-WW1(L30K), hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2 se ha llevado a 

cabo, por una parte a diferentes condiciones de pH y, por otra, en presencia de 

urea, registrando los cambios de elipticidad observados en la región del ultravioleta 

lejano, a una longitud de onda de 230 nm, variando linealmente la temperatura de 

la muestra en un intervalo de 2 a 98 ºC. El desplegamiento del dominio hNedd4-

WW4, además, se ha monitorizado en esta región a 203 nm, y en el ultravioleta 

cercano a 260 nm. En todos los casos la velocidad de barrido de temperatura 

empleada ha sido de 1.5 ºC�min-1.  

El procedimiento experimental fue el mismo para todo el estudio (tanto 

muestras de proteína como blancos con el tampón correspondiente). En primer 

lugar, se disminuyó la temperatura hasta 2 ºC en el instrumento registrando un 

espectro previo antes de comenzar el barrido de temperatura hasta 98 ºC, 

temperatura a la que se registró otro espectro. A continuación, se enfrió 
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rápidamente hasta 2 ºC para reducir la irreversibilidad causada por los fenómenos 

de oligomerización que tienen lugar a alta temperatura una vez se encuentra la 

proteína en el estado desnaturalizado. En estas condiciones, se registró entonces 

un espectro para comprobar la reversibilidad del proceso de desplegamiento, 

mediante la comparación de éste con el espectro registrado antes de comenzar el 

calentamiento. La señal del desplegamiento térmico seguido mediante CD se 

expresó como la diferencia entre los barridos temperatura de la muestra de 

proteína y del blanco correspondiente. En todos los casos, la temperatura se 

determinó mediante una sonda de temperatura en el mismo bloque térmico donde 

se situó la cubeta de cuarzo, muy próxima a ella, debido a que el estrecho paso de 

luz requerido para estos experimentos no permitía introducir la sonda directamente 

en la cubeta. 

6.4.4. Análisis de las curvas de desplegamiento térmico 

En el apéndice II se ha realizado el desarrollo matemático necesario para 

seguir por CD la desnaturalización térmica de acuerdo con el modelo de equilibrio 

de dos estados. El análisis de las curvas de CD se realizó mediante el ajuste por 

mínimos cuadrados no lineales de acuerdo con este modelo. Para ello, se ha 

utilizado la ecuación II.IX, implementada en el programa SigmaPlot versión 6.10 

(SPSS Inc).  

 

  

(II.IX ó 6.4.2) 

6.5. Espectroscopía de fluorescencia 

6.5.1. Introducción 

La fluorescencia molecular es un proceso en el cual las moléculas son 

excitadas por la absorción de radiación electromagnética. Como se muestra en la 

Figura 6.4A, las especies excitadas se relajan al estado fundamental, liberando su 

exceso de energía en forma de fotones, en lo que se denomina emisión de 
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fluorescencia. Una vez excitada, la molécula pasa a un modo de menos energía 

dentro del estado excitado (el modo vibracional) debido a un proceso de 

transferencia de energía. Desde este nivel se produce la emisión de un fotón que 

devuelve a la molécula al estado fundamental. Este fotón emitido por fluorescencia 

tiene menos energía que el absorbido, y por tanto, posee una frecuencia menor, es 

decir se emite a mayor longitud de onda (Figura 6.4A). En muestras biológicas la 

molécula fluorescente (fluoróforo) está normalmente en disolución y puede 

interaccionar con otras moléculas y, como consecuencia, se pueden producir 

variaciones en la emisión fluorescente. En el caso de las proteínas, en general, los 

aminoácidos aromáticos son capaces de emitir fluorescencia cuando son excitados 

con luz ultravioleta y, en particular, el triptófano es el que tiene un rendimiento 

cuántico mayor. 

La fluorescencia de proteínas puede emplearse para el estudio de procesos 

de unión de ligandos a las proteínas gracias a la alta sensibilidad del triptófano a 

los cambios en su entorno próximo, de tal manera que se pueden observar 

cambios en los espectros de emisión del triptófano. En algunas ocasiones, dichos 

ligandos poseen fluorescencia propia, que puede cambiar cuando se unen a una 

proteína (Daniel & Weber 1966; Anderson 1969; Anderson & Weber 1969; Condie 

& Quay 1983). Sin embargo, el proceso de unión de ligandos se puede seguir aún 

cuando éstos carezcan de fluorescencia propia, ya que la unión de ligandos a 

proteínas normalmente induce cambios en la estructura tridimensional de las 

mismas que, si suponen una alteración del entorno de algún fluoróforo, provocarán 

cambios en los espectros de fluorescencia. Todos estos cambios en la emisión de 

fluorescencia a una longitud de onda determinada, pueden emplearse para 

obtener información sobre la constante de unión. 

En nuestro caso, las medidas de fluorescencia realizadas sirvieron para 

obtener una estimación inicial de la constante de disociación (Kd) de los diferentes 

ligandos peptídicos a los diferentes dominios WW, lo que nos fue de gran utilidad 

para el diseño de los experimentos de titulación calorimétrica. En estos 

experimentos de fluorescencia, se siguieron las variaciones en la intensidad de 

fluorescencia y el desplazamiento del máximo de longitud de onda del espectro de 

fluorescencia. Por otro lado, durante la caracterización termodinámica del dominio 
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hNedd4-WW4 también se monitorizó el cambio en la fluorescencia durante la 

desnaturalización térmica de este dominio, como se ilustra en el Panel B de la 

Figura 6.4. En ambos casos, las medidas de fluorescencia se realizaron en un 

espectrofluorímetro Cary Eclipse (Varian Inc) equipado con un sistema peltier de 

control de temperatura utilizando una cubeta cuadrangular de 1 cm de paso de luz. 
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Figura 6.4. Fundamentos de la espectroscopía de fluorescencia. A) Fenómeno de la emisión de 
fluorescencia en proteínas. A la izquierda, diagrama de energía que representa la absorción de un fotón 
por una molécula en el estado fundamental y su posterior emisión de fluorescencia desde el estado 
excitado. A la derecha, los correspondientes espectros de absorción y emisión. B) Experimentos de 
desnaturalización térmica seguida por emisión florescencia a dos longitudes de onda diferentes: 344 nm 
(en círculos negros) y 355 nm (en círculos rojo). En el recuadro, los espectros de fluorescencia a 
diferentes temperaturas del dominio: a 10 ºC antes de calentar (en línea negra), a 100 ºC (en línea roja) y 
a 10 ºC después de calentar (en línea azul). C) Experimento de titulación de una proteína con un ligando 
seguido por emisión florescencia. Arriba, se representan los espectros de emisión recogidos durante la 
titulación, y abajo, la curva de titulación resultante de la representación del centro de masas (ϖ) de cada 
espectro frente a concentración total de ligando añadido. En rojo se muestra el ajuste de la curva de 
titulación a un modelo de unión. 
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6.5.2. Experimento de desplegamiento térmico seguido por fluorescencia 

El estudio del desplegamiento térmico mediante fluorescencia del dominio 

hNedd4-WW4 se ha realizado únicamente a pH 7.0, de forma análoga a como se 

ha descrito para la desnaturalización térmica seguida por CD: se recogen 

espectros a 10 ºC, a 100 ºC y de nuevo a 10 ºC después de enfriar una vez 

terminado el barrido de temperatura para comprobar la reversibilidad. El rango de 

temperatura escogido fue entre 10 y 100 ºC, la velocidad de barrido fue de 1.5 ºC 

min-1 y los tiempos de espera antes de registrar cada espectro fueron de 5 

minutos. Los espectros y el barrido de temperatura se recogieron tanto con la 

muestra a una concentración de 20 µM como con el tampón para luego restarlo 

(blanco). La excitación de la muestra se realizó a una longitud de onda de 298 nm 

y 5 nm de ancho de rendija. Los espectros se registraron con 5 nm de anchura de 

rendija a longitudes de onda comprendidas entre 305 y 500 nm y la 

desnaturalización térmica se siguió simultáneamente a dos longitudes diferentes, a 

344 nm donde se encuentra el máximo de fluorescencia de la proteína nativa y a 

355 nm donde se encuentra el máximo teórico para el grupo indol del triptófano en 

disolución. La intensidad de fluorescencia se normalizó por la concentración de 

proteína total en la cubeta (MT) y se representaron las curvas de desnaturalización 

seguidas a distintas longitudes de onda frente a la temperatura como se puede 

observar en la Figura 6.4 B. Ambas curvas se analizaron mediante un ajuste por 

mínimos cuadrados de acuerdo con el modelo de dos estados de forma análoga a 

los experimentos de desnaturalización térmica seguidos por CD, haciendo uso de 

la ecuación II.IX ó 6.4.2 del Apéndice II. 

6.5.3. Experimento de titulación proteína-ligando mediante espectroscopía de 

fluorescencia 

Para determinar las diferentes constantes de disociación (Kd) se realizó una 

serie de experimentos de titulación por adición de volúmenes variables de 

disoluciones de los diferentes péptidos sobre disoluciones de los dominios WW.  

Como se ha descrito en el Apartado 6.2, estas titulaciones implicaron la 

preparación de dos disoluciones, una disolución de proteína 20 µM y otra de 

ligando con una concentración final entre 1.2 mM y 4 mM, ambas en tampón 
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fosfato sódico 20 mM a pH 7.0. Inicialmente se introdujeron 120 µL de la disolución 

de proteína en una cubeta de cuarzo para fluorescencia, de 3 mm de paso de luz. 

Después se atemperó la muestra a 25 ºC durante 5 minutos en el instrumento, y se 

recogió un espectro de la proteína libre. Sobre esta disolución inicial se 

adicionaron progresivamente, mediante el uso de distintas jeringas Hamilton de 

alta precisión, volúmenes crecientes (entre 0.5 y 25 µL) de la disolución de ligando. 

Tras cada adición de ligando, la disolución de muestra se agitó para conseguir su 

homogeneización y posteriormente se registraron los espectros de emisión de 

fluorescencia entre 305 y 500 nm. Para el análisis de las curvas de fluorescencia 

es necesario tener en cuenta la fluorescencia intrínseca del ligando debida a la 

presencia de restos de tirosina en su secuencia. Para ello se registraron espectros 

correspondientes a las mismas adiciones de ligando sobre el mismo volumen 

inicial de disolución de tampón que se restaron a cada espectro equivalente de la 

titulación proteína-ligando. Todos los espectros se registraron a 25 ºC, utilizando 

una longitud de onda de excitación de 298 nm, y anchos de rendijas de excitación 

y emisión de 5 nm. 

6.5.4. Análisis de un experimento de titulación mediante espectroscopía de 

fluorescencia 

Una vez corregida la contribución del ligando libre, cada espectro se 

normalizó por la concentración de proteína total en la cubeta (MT), teniendo en 

cuenta la dilución de ésta tras cada adición de ligando. De este modo, la señal de 

intensidad de fluorescencia en cada medida del experimento de titulación viene 

dada por la ecuación: 

(6.5.1) 

 

donde Fi,n se refiere a la intensidad de fluorescencia corregida por la 

fluorescencia debida al ligando y normalizada por la concentración total de 

proteína; FM a la intensidad de fluorescencia de la proteína libre; FML a la 

intensidad de fluorescencia del complejo ML, y Θi a la fracción de saturación en 

cada punto de la titulación, que se define como: 

( ) iMiMMLM
T

i
ni FFFFF

M

F
F Θ⋅∆+=⋅−+== θ,
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        (6.5.2) 

donde MT y LT son las concentraciones totales de proteína y ligando 

respectivamente. 

Sustituyendo 6.5.2 en 6.5.1 se obtiene la ecuación correspondiente al 

modelo de unión a un único sitio, al cual se ajustaron los datos experimentales: 

( ) ( ) ( )
T

TTTTddTT
MMLMni M

LMLMKKLM
FFFF

⋅

⋅⋅−++−++
⋅−+=

2

42

,  

 (6.5.3) 

Además de producirse un cambio en la intensidad de fluorescencia se 

observó que para algunos ligandos tiene lugar un desplazamiento en la longitud de 

onda del máximo de emisión. En estos casos, para poder analizar adecuadamente 

los datos experimentales se utilizó el centro de masas espectral (Mohana-Borges 

et al. 1999), el cual se define como: 

(6.5.4) 

 

donde ϖ  es el centro de masas en números de onda (cm-1) y Fi es la 

fluorescencia emitida para cada número de onda ϖ i. Empleando este método de 

análisis se consideran simultáneamente tanto los cambios en la intensidad como 

los desplazamientos en longitud de onda del máximo de emisión tras cada adición 

de ligando. La representación del centro de masas ϖ  frente a la concentración de 

ligando total en la cubeta (LT) proporciona la curva de unión como la mostrada en 

el Panel C de la Figura 6.4, cuyo ajuste por regresión no lineal de mínimos 

cuadrados empleando la ecuación 6.5.3 (siendo niF ,≡ϖ ), permite determinar el 

valor de la constante de disociación (Kd). 
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6.6. Calorimetría isotérmica de titulación (ITC) 

6.6.1. Introducción 

La calorimetría isotérmica de titulación (Isothermal Titration Calorimetry, 

ITC) es una técnica que mide directamente el calor liberado o absorbido en 

cualquier proceso de interacción intermolecular, como es el caso de asociaciones 

proteína-ligando, proteína-proteína, etc (Ladbury & Chowdhry 1996). Un 

experimento de ITC es un experimento de valoración calorimétrica de un cierto 

volumen de disolución de uno de los reactivos (normalmente macromolécula) con 

cantidades controladas de otro reactivo (normalmente ligando) a presión y 

temperatura constantes. Por tanto, el calor medido directamente durante la 

valoración equivale a la entalpía de dicho proceso (Wiseman et al. 1989). La 

calorimetría isotérmica de titulación permite obtener, de forma relativamente 

sencilla, una caracterización termodinámica completa y precisa del proceso de 

unión. Así, si el efecto térmico es lo suficientemente grande y la magnitud de la 

constante de unión adecuada, un único experimento de ITC permite  determinar la 

constante de equilibrio de unión, K, el cambio de entalpía aparente de unión, 

∆Happ, así como la estequiometría de la reacción, n. Además, si se realizan los 

experimentos a diferentes temperaturas es posible determinar el cambio en la 

capacidad calorífica del proceso, ∆Cp. 

Los calorímetros de titulación más comunes son adiabáticos y funcionan por 

compensación del efecto térmico que tiene lugar durante la adición de reactivo en 

la célula de muestra localizada en un entorno adiabático (Wiseman et al. 1989). En 

el Panel A de la Figura 6.5, se ilustra un diagrama general de uno de estos 

instrumentos, en donde se puede observar los dispositivo termoeléctricos que 

miden la diferencia de temperatura entre las células de muestra y de referencia 

(∆T-1) y entre cada célula y la camisa adiabática (∆T-2). A medida que se produce 

la reacción en la célula de muestra se disminuye el valor de ∆T-1 hasta 0 mediante 

el calentamiento de la célula muestra (si la reacción es endotérmica) o de la célula 

de referencia (si es exotérmica). De esta manera, se obtiene un pico característico 

sobre la línea base de potencia estacionaria y la integral de este potencial 
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requerido para llevar ∆T-1 a 0 en el tiempo necesario para recobrar el equilibrio es 

el calor correspondiente a cada inyección.  

Normalmente, en un experimento de ITC, se realizan sucesivas adiciones 

hasta superar la saturación del equilibrio entre los reactantes de modo que las 

últimas adiciones no produzcan un calor significativo como se muestra en el Panel 

B (arriba) de la Figura 6.5. El termograma neto se obtiene de la integración de 

cada pico individualmente, estableciendo los límites de integración en la línea base 

que precede y sigue a dicho pico (Figura 6.5B), mediante la ecuación: 

(6.6.1) 

 

Los límites prácticos para una correcta determinación de los parámetros 

termodinámicos de unión utilizando esta técnica vienen determinados por el 

producto entre la constante de asociación, Ka, y la concentración total de 

macromolécula, [M]T: 1< Ka [M]T >1000 (Wiseman et al. 1989). En el Panel C de la 

Figura 6.5 se muestran las simulaciones de un experimento convencional de ITC 

con adiciones de idéntico volumen para las que se han considerado cuatro 

posibles valores de la constante de asociación, 2.5x106, 2.5x105, 2.5x104 y 2.5x103 

M-1, que abarcan un intervalo desde una afinidad relativamente alta hasta una 

afinidad baja (cuyo producto va Ka�[M]T desde 450 hasta 0.45). Como puede 

observarse cuando el producto Ka�[M]T está dentro del intervalo adecuado, es fácil 

obtener una isoterma de unión de forma sigmoidal, adecuada para realizar un 

análisis  con unos errores estándar aceptables. En los casos en que el producto 

Ka�[M]T se aproxima a los límites se puede tratar de optimizar la isoterma haciendo 

algunas variaciones en el diseño del experimento en las concentraciones de 

macromolécula total o del ligando en la jeringa, asi como en el perfil de volúmenes 

de inyección del ligando. Cuando el producto K�[M]T está fuera del intervalo 

adecuado, la solución puede ser realizar experimentos de titulación por 

desplazamiento, en los que el ligando problema compite por el mismo sitio de 

unión con otro cuya interacción ha sido caracterizada previamente (Zhang & Zhang 

1998; Sigurskjold 2000; Velazquez-Campoy & Freire 2006). 
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6.6.2. Realización de los experimentos de ITC 

Los experimentos se realizaron utilizando dos calorímetros isotérmicos de 

titulación MCS-ITC y VP-ITC (MicroCal LLC., Northampton, MA). Las disoluciones 

de proteína y ligando preparadas según los Apartados 6.2.1 y 6.2.2 fueron 

filtradas, desgasificadas para evitar la formación de burbujas y equilibradas a la 

temperatura experimental. La mayoría de los experimentos se realizaron a 25 ± 0.1 

ºC, aunque para el cálculo de la capacidad calorífica de unión también se 

registraron experimentos a 20 y 30 ºC. El tiempo esperado para que la potencia 

suministrada por el calorímetro recupere la línea base entre cada adición fue de 

450 s. 

Con el fin de obtener una isoterma adecuada, previamente, diversas 

simulaciones (como las mostradas en la Figura 6.5B) a partir de las constantes de 

disociación obtenidas por titulaciones seguidas mediante fluorescencia (Apartado 

6.5.4) han servido para optimizar las concentraciones de macromolécula total, de 

ligando en la jeringa o los perfiles de volúmenes de inyección. Las disoluciones de 

proteína en la célula de muestra con concentraciones entre 20 µM y 60 µM fueron 

tituladas con ligandos con concentraciones entre 0.6 mM y 4 mM, y utilizando 

generalmente un perfil de volúmenes de 25 a 28 inyecciones desde 4 µL hasta 22 

µL para poder definir mejor la curva de titulación. En aquellos casos que el 

producto Ka�[M]T fue menor que 1, se realizaron experimentos de ITC por 

desplazamiento. Para ello, se introdujo una disolución de proteína saturada con el 

ligando problema (ambas concentraciones conocidas) en la célula de muestra y se 

realizó la titulación con un ligando de afinidad moderada-alta (el ligando p53bp2) 

que compitió por el sitio de unión de la macromolécula hasta que desplazó por 

completo el equilibrio del primer ligando y se alcanzó nuevamente la saturación. 

Los termogramas correspondientes a los experimentos de dilución se 

obtuvieron titulando el ligando sobre la disolución tampón en ausencia de proteína 

utilizando el mismo perfil de volúmenes. 
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6.6.3. Análisis de los experimentos de ITC 

Una vez corregida la línea base, el termograma neto se integra para 

obtener los calores correspondientes de cada inyección de la titulación, los cuales 

se corrigen por los calores de dilución del ligando y se normalizan por la 

concentración de ligando total en la célula tras cada inyección. Estos valores del 

 

A)

Sensor
Inyector

Agitador

Jeringa
Camisa 

adiabática

Célula de
referencia

Célula de
muestra

Sensor
Inyector

Agitador

Jeringa
Camisa 

adiabática

Célula de
referencia

Célula de
muestra

Sensor
Inyector

Agitador

Jeringa
Camisa 

adiabática

Célula de
referencia

Célula de
muestra

∆T-1
∆T-2

Dispositivos
calentadores

B)

∫=
tf

ti

dttWQ )�(

2.01.51.00.5

[L]T/[M]T

0.5

5

10

15

20

d
Q

i
/ 

d
[L

] T

Ka�[M]T

450
45
4.5
0.45

A)

C)

d
Q

i�d
L

i-1

(k
J�

m
o

l-1
)

Tiempo (min)

[L]T/[M]T [L]T/[M]T

d
Q

i�d
T

-1
( µµ µµ

J�
s-

1 )

d
Q

i�d
L

i-1

Figura 6.5. Fundamentos de la Calorimetría Isoterma de Titulación (ITC). A) Calorímetro Isotérmico 
de Titulación VP-ITC de Microcal LLC y un diagrama esquemático de su bloque calorimétrico con los 
principales componentes. B) Experimento de titulación de una proteína con un ligando seguido por ITC. 
Arriba, se muestra el termograma de titulación como calores por unidad de tiempo liberado tras cada 
inyección de ligando sobre la proteína. En el recuadro se muestra la ecuación utilizada para obtener el 
calor liberado tras cada inyección de ligando. Abajo, la isoterma de unión o dependencia del calor 
liberado en cada inyección frente al cociente concentración de ligando total/concentración de proteína 
total. Los cuadrados representan los datos experimentales y la línea el ajuste al modelo de ”n” sitios de 
unión idénticos e independientes (ecuación III.X). C) Simulación del calor por mol de ligando añadido 
asociado a cada inyección para un experimento de ITC con los siguientes parámetros experimentales: 
VC=1.347 mL; [M] inicial en célula de 1.8x10-4 M; 20 inyecciones de 5 µL; [L] en la jeringa de inyección de 
5 mM; un solo sitio de unión para el ligando, n de 1 y cuatro posibles valores de la constante de 
asociación, 2.5x106, 2.5x105, 2.5x104 y 2.5x103 M -1 
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calor transferido por mol de ligando añadido (dQi/dLT,i) representados frente a la 

fracción molar ([L]T/[M]T) permiten obtener la isoterma de unión (Figura 6.5B). 

El análisis de las isotermas se realizó mediante el ajuste no lineal por 

mínimos cuadrados de acuerdo con distintas ecuaciones dependiendo del tipo de 

unión del ligando a la macromolécula. Todos los ajustes de las curvas a los 

diferentes  modelos se realizaron con el programa Origin 7.0. En los Apéndices III, 

IV y V, se han recogido los desarrollos matemáticos de donde derivan las 

ecuaciones para el ajuste de los siguientes modelos de unión: 

Apéndice III. El modelo de unión de un ligando a una macromolécula con 

“n” Sitios Idénticos e Independientes (SII). 

 

 

(III.X ó 6.6.2) 

siendo Vc el volumen de la célula y [M]T  la concentración de macromolécula 

total. 

A partir del ajuste a esta ecuación, se obtuvieron la estequiometría, n; la 

constante de unión en el equilibrio, K; y la entalpía aparente de asociación, ∆Happ, 

directamente del ajuste de los datos experimentales.  

Apéndice IV. El modelo de unión de un ligando a una macromolécula con 

“m” clases de Sitios Diferentes e Independientes (SDI). 

(IV.VII ó 6.6.3) 

 

(IV.XI ó 6.6.4) 

 

Las ecuaciones para este modelo se han desarrollado considerando dos 

clases de sitios diferentes e independientes. De modo que a partir del ajuste no 

lineal de las isotermas haciendo uso de estas ecuaciones, se obtuvo la 

estequiometría correspondiente para cada sitio, n1 y n2; las constantes de 

asociación en el equilibrio, K1 y K2; y las entalpías aparentes de unión para cada 

sitio, ∆Happ,1 y ∆Happ,2. 
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Apéndice V. El modelo de unión a una macromolécula (con un solo sitio de 

unión) de un ligando A con afinidad moderada por desplazamiento de otro B de 

afinidad baja. 

 

(V.XIV ó 6.6.5) 

Esta ecuación utilizada en el ajuste por regresión no lineal de mínimos 

cuadrados, requiere definir previamente las fracciones molares de las especies 

formadas por la macromolécula, xMA, xMB y xM (ecuaciones V.V, V.VI y V.VII); y el 

factor de dilución tras cada inyección, fi (ecuación V.XIII). Para el análisis con este 

modelo se utilizó una plantilla para el programa Origin 7.0 que generosamente fue 

ofrecida por el Dr. Sigurskjold (Universidad de Copenhague, Dinamarca) 

(Sigurskjold 2000). El término ∆xMA,i – fi�xMA,i-1 será siempre positivo, de modo que 

la contribución de la unión del ligando A al calor tendrá siempre el mismo signo 

que ∆HA. Mientras que el término ∆xMB,i – fi�xMB,i-1 será siempre negativo, de modo 

que la disociación del ligando B del complejo MB contribuirá al calor total con el 

signo opuesto a ∆HB. El modelo de unión por desplazamiento permite obtener 

directamente del ajuste los parámetros de unión del ligando B a la macromolécula: 

la constante de asociación en el equilibrio, KB; y la entalpía aparente de 

asociación, ∆HB. 

Para todos los modelos utilizados, el resto de parámetros termodinámicos 

que caracterizan la interacción se obtienen haciendo uso de las ecuaciones 

fundamentales ∆G = −RT�ln(K) y ∆G = ∆H − T�∆S (Jelesarov & Bosshard 1999; 

Velazquez Campoy & Freire 2005). 

6.7. Resolución estructural de complejos proteína-ligando mediante 

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)  

6.7.1. Introducción 

La Resonancia Magnética Nuclear es un fenómeno físico basado en las 

propiedades magnéticas que poseen algunos núcleos atómicos. La mayoría de 

técnicas basadas en este fenómeno utilizan núcleos con número másico impar 

[ ] { })�()�(� 1,,�1,,�� −− −∆∆+−∆∆=∆ iMBiiMBiMAiiMATci xfxHxfxHMVQ
BA
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como H1, C13, N15, O17, F19 y P31. Cuando estos núcleos están sometidos a un 

campo magnético externo (B0) y se les aplica una onda electromagnética dentro de 

las frecuencias de radio, algunos de estos núcleos generan una pequeña corriente 

oscilante de radiofrecuencia que puede ser detectada cuando cesa la radiación por 

una bovina. Posteriormente, esta señal es amplificada y un ordenador genera una 

gráfica Voltaje/Tiempo que mediante la Transformada de Fourier es convertida en 

una gráfica Frecuencia/Intensidad que es lo que se conoce como el espectro de 

RMN como se ha ilustrado en la Figura 6.6. En un mismo campo magnético, la 

radiación con ondas de diferente frecuencia afectan a núcleos diferentes (H1, C13, 

N15). Por ejemplo, en un campo magnético de 14,1 Tesla, una onda de 600 MHz 

hará que los protones de la muestra generen una corriente oscilante de la misma 

frecuencia. Mientras una radiación de frecuencia 150,86 MHz en el mismo campo 

magnético afectará a los núcleos de 13C. Siguiendo con el ejemplo del protón, 

como estos núcleos se comportan como pequeños imanes, los núcleos vecinos 

alteran el campo magnético al que cada protón está sometido, por lo que en 

función del entorno químico, el campo magnético real (Befectivo) percibido por cada 

protón es diferente. Como la frecuencia de resonancia varía con el campo 

magnético, las diferencias en el Befectivo hacen que cada protón resuene a una 

frecuencia distinta y, por tanto, que cada protón genere una señal diferente en el 

espectro. El desplazamiento de la frecuencia de resonancia de cada protón, νnúcleo, 

respecto a la frecuencia teórica, νreferencia, es lo que se conoce como 

desplazamiento químico, δnúcleo. Para poder comparar señales adquiridas en 

espectrómetros con B0 distintos, es necesario dividir los desplazamientos químicos 

por la frecuencia de operación del espectrofotómetro correspondiente, ν0. Los 

valores obtenidos son muy pequeños, por lo que se suelen expresar en parte por 

millón (ppm): 

(6.7.1) 

 

La espectroscopía de RMN es una herramienta útil para identificar regiones 

de proteínas que interaccionan con ligandos y para resolver estructuras 

moleculares, entre otras aplicaciones, ya que las variaciones del entorno químico 
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de los núcleos quedan reflejadas en los espectros de RMN por los cambios de sus 

frecuencias de resonancia. Existe una gran diversidad de experimentos de RMN 

basados en la aplicación de diferentes secuencias de pulsos que permiten 

seleccionar los núcleos observados (1Hs conectados a 1H 15N y 13C en nuestro 

caso). La utilización de la resonancia magnética nuclear en el estudio de proteínas 

tiene una importante limitación, el denominado problema del solapamiento. El gran 

número de átomos similares en una proteína hace que exista un elevado número 

de señales por espectro. La probabilidad de que estas estén superpuestas es muy 

elevada, lo cual dificulta su identificación. Sin embargo, mediante la utilización de 

la espectroscopía de bidimensional (2D) y tridimensional (3D) tanto homonuclear 

como heteronuclear, es posible la interpretación de los complejos espectros de 

RMN de proteínas y la obtención de los parámetros necesarios para la 

determinación de sus estructuras. Los espectros 2D se obtienen a partir de una 

serie de espectros monodimensionales (1D) con una variación sistemática de un 

tiempo de la secuencia de pulsos llamado tiempo de evolución, t1. Esta variación 

hace que los picos aparezcan en diferentes 1D y al apilar los 1D se obtiene una 

segunda dimensión como se ilustran en la Figura 6.6. Para realizar un espectro 3D 

se acumula una serie de 2D a los que durante la adquisición del experimento se 

añade un segundo tiempo de evolución, t2 (Figura 6.6) 

A continuación se presenta una relación de todos los espectros de RMN 

utilizados en la resolución estructural de dos complejos formados entre el dominio 

hNedd4-WW3 y dos ligandos peptídicos: el péptido HTLV1-b  y el péptido Ébola-a. 

Espectros monodimensionales (1D): 

 

-1H-monodimensional: 

Los espectros monodimensionales de protón son los espectros más 

sencillos. Cuando la proteína está plegada, su espectro presenta dispersión en las 

señales de los protones del enlace peptídico (resuenan entre 6 y 10 ppm) y 

aparecen señales por debajo de 0 ppm debido a la interacción terciaria entre 

cadenas laterales. Cuando la proteína está desnaturalizada, la dispersión de la 

señal de los protones amida disminuye drásticamente y desaparecen las señales 

por debajo de 0 ppm debido a la pérdida de las interacciones terciarias. Además 
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de la dispersión de la señal de los 1H característica de todas las proteínas 

plegadas, los dominios WW presentan dos señales alrededor de 10 ppm 

generadas por la amida del indol de los 2 triptófanos característicos de estos 

dominios y también se han utilizado de forma estándar para comprobar que los 

dominios WW están plegados (Macias et al. 2000; Socolich et al. 2005; Jager et al. 

2006). En la resolución estructural de los complejos de hNedd4-WW3, su principal 

aplicación fue la de comprobar si la proteína estaba plegada en las diferentes 

preparaciones de muestra realizadas. 

Espectros bidimensionales (2D): 

 

-15N-HSQC: 

El experimento heteronuclear de 2D 15N HSQC (“Heteronuclear Single 

Quantum Coherence”) necesita que la proteína haya sido enriquecida 

isotópicamente en 15N, pues sirve para correlacionar el protón de la amida con el 

nitrógeno al que está unido. Por tanto, en estos experimentos se genera un 

espectro con tantas señales como residuos hay en la secuencia (exceptuando las 

prolinas). Además se observan pares de picos para las cadenas laterales con 

amidas como las de glutaminas (Q), asparaginas (N), argininas (R) y triptófano 

(W). Mediante el registro de sucesivos espectros HSQC se puede seguir el cambio 

en el entorno químico de varios grupos amida a la vez. Este espectro resulta de 

gran utilidad para monitorizar la interacción con un ligando, para determinar el 

efecto de la variación de la temperatura o del pH, o para detectar simplemente si 

una proteína esta plegada. En nuestro caso, estos espectros se han utilizado para 

monitorizar qué residuos se ven implicados en la interacción del dominio hNedd4-

WW3 con cada uno de los dos ligandos.  

 

-1H-TOCSY: 

El TOCSY (“Total Correlation Spectroscopy”) es un espectro de 2D de 1H en 

el que los protones conectados por enlaces covalentes generan una señal como 

resultado de la transferencia de la magnetización a través de los enlaces. Se dice 

que estos protones están acoplados escalarmente. Este espectro se ha utilizado 
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durante la asignación para localizar y relacionar todos los protones pertenecientes 

a un mismo aminoácido.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-1H-NOESY: 

Este experimento se basa en el efecto NOE ("Nuclear Overhauser Effect"). 

El NOE se produce debido a una interacción a través del espacio entre 2 núcleos 

cercanos, concretamente a una distancia de hasta 5 Å. En contraste con el 

acoplamiento escalar (a través de enlaces), el NOE es el resultado de una 

interacción o acoplamiento dipolar (interacción entre dipolos magnéticos a través 
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Figura 6.6. Fundamentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Esquema de la adquisición de 
espectros de RMN de proteínas. Después de una secuencia de pulsos adecuada para un núcleo, se hace 
la Transformada de Fourier a la representación de la diferencia de potencial frente al tiempo (t0) y se 
obtiene un espectro 1D en el que los núcleos afectados por la radiación presentan diferentes frecuencias 
e intensidades debido a la diferencias de sus entorno químicos. Adquiriendo una serie de espectros 1D en 
los que el t1 se incrementa en cada espectro se obtiene un espectro 2D. Se muestra una visión de la 
serie de 1Ds apilados y una visión frontal del 2D  en la que los picos se ven como contornos. Adquiriendo 
una serie de 2D en los que el t2 incrementa en cada espectro se obtiene un espectro 3D. Hay que 
realizar la Transformada de Fourier en las 3 dimensiones para que todas ellas se muestren como 
frecuencias (F0, F1, F2). En verde se muestra la dimensión directa (frecuencias adquiridas) y en azul y en 
rojo, las dimensiones indirectas. 
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del espacio). Si nos centramos en los espectros de proteínas, en el 1H-NOESY se 

pueden observar todos los picos del 1H-TOCSY, ya que los protones a tres enlaces 

de distancia no están separados espacialmente por una distancia superior a 5 Å. 

La característica más interesante del 1H-NOESY es que se observan otras señales  

entre protones que en la secuencia de aminoácidos son lejanos pero que debido a 

la estructura secundaria y terciaria de la proteína están situados a menos de 5 Å. 

Estas señales proporcionan la información principal que ha sido utilizada para 

resolver los dos complejos. 

 

Espectros tridimensionales (3D): 

 

-CBCANH, CACB(CO)NH y CC(CO)NH: 

Los experimentos 3D CBCANH, CACB(CO)NH y CC(CO)NH transfieren la 

magnetización a través de los aminoácidos y del enlace peptídico permitiendo 

observar señales o picos de conexión entre aminoácidos consecutivos, es decir el 

esqueleto polipeptídico. A modo de ejemplo, en la Figura 6.7 se muestra la 

transferencia de la magnetización y que señales aparecen en varios de estos 

espectros. Debido a que transfieren la magnetización entre protones, nitrógeno y 

carbono las muestras de proteína para estos experimentos deben estar 

enriquecidas tanto en 15N como en 13C. Con estos espectros se asignan las 

frecuencias de todos los carbonos de una proteína y de las de los protones 

enlazados a éstos. 

-15N-HSQC-TOCSY, 15N-HSQC-NOESY y HCCH-TOCSY: 

En el experimento 15N-TOCSY-HSQC la magnetización se transfiere a 

través de protones vecinos y mediante el heteronúcleo 15N se incrementa la 

resolución del experimento aumentando en una dimensión el mismo. El resultado 

de este experimento es un cubo con dos dimensiones de 1H y una de 15N. Para 

cada plano de 15N-1H se observan los protones del mismo aminoácido.  

En el experimento 15N-NOESY-HSQC, la magnetización se transfiere desde 

el protón amida mediante correlaciones de tipo NOE a los protones cercanos y 

para cada plano de 15N-1H se observan los NOEs intrarresiduo e interresiduo.  
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En el experimento HCCH-TOCSY la magnetización se transfiere por toda la 

cadena lateral a través de acoplamientos directos entre 1H-13C ó 13C-13C unidos 

por un solo enlace y obtenemos los planos 13C-1H para cada 13C, donde se pueden 

asignar los picos de cruce con los protones (Panel D de la Figura 6.7). Estos 

espectros se asignaron completamente con el fin de evitar ambigüedades debidas 

al solapamiento de señales y fueron de gran utilidad para completar la asignación 

del experimento bidimensional 1H-NOESY.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.7.2. Adquisición, procesado y asignación de los espectros de RMN 

Todos los experimentos de RMN fueron adquiridos a 15 ºC en 2 

espectrómetros de RMN Bruker de 700MHz y 600MHz en la Unidad de 

Espectroscopía y RMN del CNIO de Madrid en colaboración con el Dr. Francisco J. 

Blanco (actualmente, Unidad de Biología Estructural del Centro de Investigación 

Científica BioGune, Vizcaya). Las muestras se prepararon en tampón fosfato 

sódico 20 mM pH 7.0 de acuerdo con el procedimiento descrito en el Apartado 6.2, 

usando concentraciones 1 mM del dominio hNedd4-WW3 y 3 mM de ligando 

 

N

H

A

C

B

D

Figura 6.7. Experimentos tridimensionales de RMN de proteínas. Ejemplos de algunos experimentos 
de triple resonancia usados habitualmente para la asignación de proteínas: A) experimento 
CBCA(CO)NH,  B) experimento CBCANH, C) experimento CC(CO)NH y D) experimento HCCH-TOCSY. 
Los distintos dipéptidos mostrados en la figura muestran las conectividades detectadas en cada 
experimento (como círculos rojos) y los átomos que no se detectan (como círculos vacíos), pero que se 
usan para la transferencia de la magnetización (línea roja). 



Materiales y Métodos 

 

 

 

 

 

211 

HTLV1-b ó 10 mM de ligando Ébola-a en cada caso. Todas las medidas se 

realizaron en tubos de RMN Shigemi Inc. que contenían 300 µL de muestra en 

presencia de 25 mM DSS (ácido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonico) y 1% acida 

sódica. 

Para optimizar el tiempo de medida disponible en los dos espectrómetros, 

sólo se obtuvo un juego completo de espectros 2D y 3D para el complejo de 

hNedd4-WW3 con el ligando HTLV1-b. Una vez se asignó completamente el 

dominio WW en este primer complejo, se utilizó dicha asignación del dominio para 

resolver un segundo complejo de hNedd4-WW3 con el ligando Ébola-a, del que 

sólo se obtuvo el conjunto de espectros 2D. Para una mayor claridad, en la Tabla 

6.4 se resumen los espectros registrados con cada una de las muestras 

(enriquecidas en 13C y/o 15N), así como la información que se puede obtener de 

cada uno de ellos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez adquiridos, los espectros se procesaron con el programa TOPSPIN 

(Bruker Biospin, Karlsruhe, Alemania). Para ello se realizó la transformada de 

Tabla 6.4. Resumen de los experimentos de RMN adquiridos. Estos experimentos se ha utilizado 
para asignación y cálculo de la estructura tridimensional de los complejos formados por el dominio 
hNedd-WW3. 

*Experimento Muestra Correlaciones Información obtenida 

2D    
15N-HSQC 15N 1H H-N Asignación esqueleto 

1H-TOCSY 1H H-H Asignación cadenas laterales 
1H-NOESY 1H H-H Restricciones distancia 

3D    

CBCA(CO)NH 15N 13C H, N, Cα, Cβ Asignación esqueleto 

CACBNH 15N 13C H, N, Cα, Cβ Asignación esqueleto 

CC(CO)NH 15N 13C H, N, Cα, Cβ Asignación esqueleto 

HCCH-TOCSY 15N 13C H, C, H Asignación cadenas laterales 

HCCH-NOESY 15N 13C H, C, H Restricciones distancia cadenas laterales 
15N-TOCSY-HSQC 15N 1H H, N, H Asignación cadenas laterales 
15N-NOESY-HSQC 15N 1H H, N, H Restricciones distancia 

*El juego completo de experimentos 2D y 3D, sólo se recogieron para el complejo con el ligando HTLV1-
b. Para la estructura del complejo con el ligando del Ébola-a sólo se adquirieron experimentos 2D. 
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Fourier de los datos brutos y se aplicó una corrección de línea base en todas las 

dimensiones. Entonces se asignaron de manera secuencial los átomos del 

esqueleto polipeptídico mediante los experimentos 3D CBCA(CO)NH, CBCANH y 

CC(CO)NH. A continuación, se identificaron las cadenas laterales alifáticas 

mediante la combinación de información procedente de los espectros 3D HCCH-

TOCSY, 15N-TOCSY-HSQC y 15N-NOESY-HSQC. Luego, se obtuvo la asignación 

los protones aromáticos a partir de la información procedente de espectros 2D 1H-

TOCSY y 1H-NOESY realizados tanto en agua (95% H2O y 5% D2O) como en 

agua deuterada (100% D2O), concluyendo así la asignación de la proteína. Por 

último, combinando la información de los espectros 2D, 1H-TOCSY y 1H-NOESY  

(Tabla 6.4), se identificaron los átomos de cada péptido así como los NOEs 

intermoleculares de cada complejo. Para la visualización y asignación de los 

distintos espectros se utilizó el programa XEASY (Bartels et al. 1995).  

La asignación de las señales de RMN de ambos complejos fue depositada 

en la base de datos del BioMagResBank, BMRB (http://www.bmrb.wisc.edu/), con 

los números de acceso 16574 para el complejo con el ligando HTLV1-b y 16575 

para el complejo con el ligando del Ébola-a. 

6.7.3. Cálculo de las estructuras 

La determinación de la estructura tridimensional de una proteína en 

disolución consiste en la obtención de las coordenadas atómicas compatibles con 

las restricciones experimentales derivadas de los espectros de RMN. Normalmente 

las restricciones utilizadas para el cálculo de coordenadas son distancias 

interatómicas y una serie de ángulos diedros admisibles para las distintas regiones 

de la proteína de acuerdo con las diferentes estructuras secundarias presentes. 

Los programas informáticos para el cálculo de la estructura tridimensional de una 

proteína tratan de satisfacer tantas restricciones como sea posible, así como 

determinadas propiedades generales de las proteínas como son la longitud de los 

enlaces y los ángulos. Haciendo uso de distintos algoritmos, estos programas 

convierten las restricciones impuestas y las propiedades generales de las 

proteínas en una función de energía y, realizando diversas iteraciones, tratan de 

que el valor de esta función sea mínimo. En el proceso se genera un conjunto de 
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estructuras que convergen si los datos son suficientes y tienen la calidad 

adecuada. 

Las restricciones de distancia entre protones intermoleculares e 

intramoleculares de ambos complejos formados por  hNedd4-WW3 se obtuvieron a 

partir de la integración del volumen (o intensidad) de las señales de correlación por 

el efecto NOE en los espectros 1H-NOESY mediante el programa XEASY (Bartels 

et al. 1995).  

Las restricciones para los ángulos diedros “phi” (φ) y “psi” (ψ) de la cadena 

principal de la proteína utilizados en el cálculo se estimaron a partir de la 

predicción de la estructura secundaria de la proteína a través del índice de 

desplazamiento químico (Chemical-Shift Index; CSI) (Wishart & Sykes 1994). Este 

método consiste en comparar los desplazamientos químicos experimentales de los 

núcleos 1Hα, 
13Cα, 

13Cβ y 13CO con los tabulados para estos en una conformación 

desordenada, de modo que se asigna un índice de +1, 0 ó -1 según esas 

diferencias sean positivas o negativas y superen en magnitud ciertos umbrales 

previamente establecidos. Teniendo en cuenta los patrones de estos índices que 

normalmente presentan las estructuras secundarias para cada uno de estos 

núcleos, se puede identificar cuáles de los residuos se encuentran formando 

dichas estructuras. 

Los cálculos estructurales se realizaron en colaboración con la Dra. Maria J. 

Macias del Laboratorio de RMN de Proteínas del Instituto de Investigación 

Biomédicas de Barcelona. Para ello se utilizó el programa “Structcalc” 

(http://maciasnmr.net/), basado en CNS (“Cristalogphy and NMR System”) 

(Brunger et al. 1998), que ha sido desarrollado en este laboratorio por Pau Martín. 

En este proceso se calcularon 120 modelos estructurales de acuerdo con las 

restricciones correspondientes para cada complejo. De todos estos modelos, se 

seleccionaron los 20 modelos de menor energía.  

6.7.4. Evaluación de las estructuras 

Para analizar la calidad de las estructuras se suelen evaluar tanto la 

precisión de las coordenadas como la desviación de sus ángulos en términos 

estadísticos. 
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La precisión de las coordenadas de las estructuras se analizó mediante una 

inspección visual de los 20 modelos de menor energía superpuestos con el 

programa PYMOL (http://www.pymol.org/) y se calculó la desviación cuadrática 

media (RMSD) de las coordenadas de estos 20 modelos mediante el programa 

MOLMOL (Koradi et al. 1996). 

Por otro lado, también se analizaron los ángulos entre los distintos 

elementos de estructura secundaria de los 20 modelos de menor energía con el 

programa PROCHECK-NMR (Laskowski et al. 1996). Este programa representa 

los ángulos diedros sobre el mapa de Ramachandran, un gráfico que representa 

los valores estándar de estos ángulos para proteínas. PROCHECK-NMR muestra 

así las desviaciones de los ángulos para los modelos analizados. 

Las coordenadas de los 20 modelos derivados del cálculo de la estructura 

de cada complejo han sido depositadas en el “Protein Data Bank”, PDB 

(http://www.rcsb.org/pdb/), con los números de acceso 2KPZ y 2KP0 para los 

complejos con el péptido HTLV1-b y con el péptido del Ébola-a, respectivamente. 

6.8. Cálculo del potencial electrostático de una proteína mediante el 

programa DelPhi 

Todos los cálculos de potencial electrostático tanto de los dominios WW 

como de los péptidos que los reconocen, en distintas estructuras de complejos, se 

han realizado mediante el programa DelPhi implementado en el conjunto de 

aplicaciones informáticas Discovery Studio (Accelrys Inc.). El programa DelPhi 

calcula la energía electrostática basada en un potencial continuo y resolviendo 

numéricamente una aproximación de la ecuación de Poisson-Boltzmann. Estos 

cálculos los realiza en dos pasos: en el primero, se realiza la estimación de la 

energía coulombiana para la proteína o el péptido. En nuestro caso se asignaron 

las cargas propias de todos los átomos en el sistema de acuerdo con los 

parámetros del campo de fuerza CHARMm (Brooks et al. 2009). En el segundo, se 

estima la energía libre de solvatación. La energía coulombiana es la energía libre 

correspondiente a la disposición las cargas atómicas desde el infinito a un medio 

dieléctrico de constante igual a la del interior de la proteína. La energía libre de 

solvatación es la energía resultante de la transferencia de la proteína de un medio 
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con una constante dieléctrica dada a un medio con una constante dieléctrica del 

agua. La evaluación de estas cantidades para la proteína y para el solvente 

permite calcular la energía electrostática.  

6.8.1. Generación de modelos estructurales 

Para aquellos complejos para los que no se dispone de una estructura 

obtenida experimentalmente, se decidió modelarla a partir de otra estructura 

existente. A ser posible, se utilizó la estructura de un complejo formado con el 

mismo dominio u otro muy similar. Para producir los archivos de coordenadas de 

estos dominios WW  se separaron de las coordenadas del ligando y se realizaron 

las siguientes operaciones mediante las herramientas de diseño que contiene el 

programa Discovery Studio. Con el objetivo de alterar lo menos posible la 

estructura del dominio WW de estructura conocida, tan sólo se modificaron 

aquellas cadenas laterales de los residuos del archivo que no coinciden en un 

alineamiento de secuencia con el dominio WW problema. De forma análoga se 

sustituyeron las cadenas laterales del péptido por las del que nos interesa. Por 

tanto, se realizaron los cálculos del potencial electrostático de dos moléculas 

independientes: la estructura del dominio WW libre y de un péptido libre; pero 

ambos con la conformación que tuvieran en el complejo. 
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APÉNDICES 

APÉNDICE I. Modelo de equilibrio de dos estados utilizado para el análisis 

de las trazas calorimétricas de DSC 

 

El modelo de dos estados considera que durante el proceso de 

desplegamiento de una proteína sólo existen dos estados poblados en un equilibrio 

químico, el estado nativo (N) y el estado desnaturalizado o desplegado (D):  

 

N ⇄⇄⇄⇄ D, 

 

A continuación se describe este modelo que ha sido el utilizado para el 

análisis de los termogramas que se presentan en esta Tesis. En este tipo de 

equilibrio, la constante de equilibrio aparente para el desplegamiento viene dada 

por la expresión: 

 

[ ]
[ ]N

D
KD =      (I.I) 

 

La función de partición del sistema se define como:  

 

DKq += 1     (I.II) 

 

A partir de la función de partición pueden calcularse las poblaciones de los 

estados N y D:  

 

q
xN

1
=    (I.III) 

q

K
x D

D =    (I.IV) 
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La entalpía molar parcial del sistema será:  

 

D
D

NDDNDDNN H
q

K
HHxHHxHxH ∆+=∆+=+= ����    (I.V)  

 

donde ∆HD es el cambio de entalpía de desplegamiento, ∆HD = HD - HN. De esta 

manera, la capacidad calorífica molar parcial, Cp, se define como: 
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donde Cp,N es la capacidad calorífica molar parcial del estado nativo. Si ahora 

expresamos las dependencias de KD, ∆HD y ∆SD con la temperatura empleando las 

relaciones de Kirchhoff y van´t Hoff: 
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donde 






 ∆
−=

RT

G
K D

D exp , y siendo DG∆  la diferencia de energía de Gibbs entre el 

estado desplegado y el nativo. Entonces, la ecuación 6.3.10 puede escribirse como: 

 

pD
D

DD
Npp Cx

K

K

RT

H
CC ∆+

+
∆

+= 22

2

, )1(
)(

   (I.X) 

 



Apéndices 

 

 

 

 

 

249 

Según los trabajos de Privalov y colaboradores, la función que describe el 

cambio de capacidad calorífica de desplegamiento de una proteína no es 

constante, sino que presenta una dependencia no lineal de la temperatura. La 

función capacidad calorífica de una proteína desplegada, Cp,D(T), puede describirse 

como un polinomio de segundo grado y puede estimarse a partir de su secuencia 

de aminoácidos (Makhatadze & Privalov 1990; Privalov & Makhatadze 1990). Por 

otro lado, la función que describe a la capacidad calorífica molar parcial del estado 

nativo, Cp,N(T), es prácticamente lineal en el intervalo antes de la transición 

(Privalov 1989). Así las funciones Cp,D, Cp,N y ∆Cp pueden describirse de acuerdo 

con la siguientes expresiones: 

 
2

, �� TcTbaC Dp ++=     (I.XI) 

TedC Np �, +=      (I.XII) 

2�)�()( TcTebdaCp +−+−=∆     (I.XIII) 

 

Para obtener las dependencias de ∆HD y ∆SD con la temperatura integramos 

las ecuaciones I.VIII y I.IX: 

 

∫ ⋅∆+∆=∆
T

Tm
pmD dTCHTH )(     (I.XIV) 

∫ ⋅
∆

+∆=∆
T

Tm

p
mD dT

T

C
STS )(     (I.XV) 

 

donde ∆Hm y ∆Sm son los incrementos de entalpía y entropía de desplegamiento 

a la temperatura de la transición (Tm), en la que xD es 0.5, ∆GD se anula y por lo 

tanto KD se hace igual a 1. En ese punto, el cambio de entropía, ∆Sm, se puede 

obtener según la ecuación siguiente: 
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Si integramos las ecuaciones de ∆HD(T) y de ∆SD(T) con respecto a la 

temperatura, obtenemos:  
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DDD STHG ∆−∆=∆ �      (I.XIX) 

                   

De acuerdo con este modelo, las curvas experimentales de Cp se 

analizaron mediante ajustes no lineales por mínimos cuadrados a la ecuación 

I.X, implementada en el programa SigmaPlot2000 versión 6.10 (SPSS Inc). Pero 

antes es preciso definir las magnitudes de las que depende Cp en dicha ecuación 

en función de la temperatura, ∆HD, ∆SD y ∆GD, mediante las ecuaciones I.XVII, 

I.XVIII y I.XIX. 
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APÉNDICE II. Modelo de equilibrio de dos estados utilizado para el análisis 

de la desnaturalización térmica seguida por CD 

 

Las curvas de desplegamiento térmico se analizaron de acuerdo al modelo de 

equilibrio de dos estados. Para ello, se define el equilibrio entre el estado nativo (N) y 

el estado desplegado (D), de manera análoga a los datos de DSC en el apéndice I: 

N ⇄⇄⇄⇄ D 

Es necesario definir las líneas base correspondientes a las funciones lineales 

del cambio de elipticidad de los estados nativo y desnaturalizado con la temperatura, 

θN y θD: 

 

)(0, rNNN TTm −+= θθ      (II.I) 

)(0, rDDD TTm −+= θθ      (II.II) 

 

donde Tr es la temperatura de referencia (25 ºC), θN,0 y mN, por una parte, y θD,0 y mD 

por otra, representan las respectivas ordenadas en el origen y pendientes. La 

elipticidad total, θ, puede expresarse de acuerdo con la una combinación lineal de las 

funciones de elipticidad de los estados nativo y desplegado: 

 

DDNN XX θθθ +=      (II.III)  

 

en la que, las fracciones XN  y XD, están determinadas por el valor de la constante de 

equilibrio, KD, entre los dos estados definidos. Sustituyendo, se obtiene la siguiente 

expresión para la elipticidad: 
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A su vez, la KD está determinada por la diferencia de energía libre de Gibbs 

entre el estado desnaturalizado y el nativo  ∆GD(T): 

 








 ∆
−=

RT

TG
K D

D

)(
exp      (II.V) 

 

donde R es la constante universal de los gases ideales. Por otra parte, los cambios en  

entalpía, ∆HD, y  entropía, ∆SD, asociados al proceso de desplegamiento se pueden 

escribir mediante las siguientes ecuaciones que tienen en cuenta su dependencia con 

la temperatura, 

 

( )mDpmD TTCHTH −∆+∆=∆ ,)(      (II.VI) 









∆+∆=∆

m
DpmD T

T
CSTS ln)( ,     (II.VII) 

 

donde Tm es la temperatura de transición,  en la que la población del estado nativo es 

igual que la población del estado desnaturalizado, ∆Hm y ∆Sm son los cambios de 

entalpía y entropía a la temperatura de la transición, y ∆Cp,D es el cambio de la 

capacidad calorífica del proceso de desnaturalización que, como aproximación más 

sencilla, puede considerarse independiente de la temperatura y de la concentración de 

urea. Teniendo en cuenta que ∆Sm = ∆Hm / Tm, y sustituyendo las funciones de 

entalpía y entropía de desplegamiento en la ecuación general ∆GD = ∆HD(T)-T�∆SD(T), 

se obtiene la siguiente expresión para la energí libre de Gibbs: 
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Finalmente, sustituyendo todos los términos de la ecuación II.IV para 

expresarlo en función del menor número posible de parámetros haciendo uso de las 

expresiones II.I, II.II, II.V y II.VIII, obtenemos la siguiente ecuación para la elipticidad: 
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(II.IX) 

De acuerdo con este modelo, las curvas experimentales de θ se analizaron 

mediante ajustes no lineales por mínimos cuadrados a la ecuación II.IX, implementada 

en el programa SigmaPlot2000 versión 6.10 (SPSS Inc). Los parámetros que se 

obtienen de estos ajustes son θN,0, mN, θD,0, mD, Tm, ∆Hm y ∆Cp,D. 
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APÉNDICE III. Modelo de unión de un ligando a una macromolécula 

con “n” sitios idénticos e independientes para ITC 

 

El término “idénticos” implica la misma constante de unión microscópica a 

cualquiera de los “n” sitios, y el término “independientes” que la unión a un sitio 

cualquiera no modifica la afinidad de los restantes. La formulación y el desarrollo 

matemático correspondiente para este modelo de unión se detallan a continuación:  

 

M + n L  ⇄ ⇄ ⇄ ⇄  MLn 

 

Función de partición de unión (Z) de los diferentes estados moleculares 

accesibles del sistema: 

 

                                 ])[�1( LKZ += n    (III.I) 

 

donde K es la constante de equilibrio por sitio de unión, [L] la concentración 

de ligando libre y n es el número de sitios de unión de la macromolécula para el 

ligando. 

 

Parámetro de unión (ν ) o relación de la concentración de ligando unido, 

[L]b, a la concentración de macromolécula total, [M]T, está relacionada con la 

función de partición de unión por: 
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Calor liberado o absorbido en una inyección cualquiera “i”:  
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b

api molesL
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donde ∆Hap es el cambio de entalpía aparente por mol de ligando unido. 

Entonces, se puede escribir como: 

 

)]�[]�[�(�)][][�(� 1,1,1,, −−− −∆=−∆= iTiiTicapibibcapi MMVHLLVHq νν   (III.IV) 

 

donde Vc representa el volumen de la célula o volumen inicial de la muestra 

y [M]T la concentración de proteína en la célula. Considerando el volumen efectivo 

de la célula, el volumen de inyección Vin y la concentración en jeringa del ligando 

[L]0, se corrigen las concentraciones de macromolécula y ligando, [M]T,i y [L]T,i, 

mediante las ecuaciones: 

c

inc

iTiT V

VV
MM

−
= −1,, ][][      (III.V) 
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Calor total acumulado después de N inyecciones: 
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Durante el experimento el valor de la variable [L] no es conocida por lo que 

operativamente conviene expresarla en función de las variables experimentales 

[L]T y Q: 
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Q
LLLL

∆
−=−=

�
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Sustituyendo la ecuación anterior en la ecuación II.VII, y despejando Q se 

obtiene una ecuación de segundo grado, cuya solución es: 
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Derivando esta expresión respecto a [L]T y escribiendo el cociente 

[L]T/[M]T como θ, obtendremos una expresión para el calor por mol de ligando 

añadido asociado a cada inyección: 
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APÉNDICE IV. Modelo de unión de un ligando a una macromolécula 

con “m” clases de sitios diferentes e independientes para ITC 

 

Cada clase de sitios de unión se definen como sitios diferentes (no idénticos)  

e independiente de las otras clases para el mismo ligando. El término “sitios 

diferentes” implica una constante microscópica en el equilibrio para cada clase 

sitios, y el término “independiente” que la unión a un sitio cualquiera no modifica la 

afinidad de los restantes. La formulación y el desarrollo matemático 

correspondiente para este modelo de unión, considerando que sólo existen dos 

clases diferentes de sitios (m = 2), n1 y n2, se describe a continuación (Brandts et al. 

1990):  

M + (mxni) L  ⇄ M -Ln1

-L
n2

 
 

Parámetro de unión (ν ) o relación de la concentración de ligando unido en 

cada sitio, [L]b,i, respecto a la concentración de macromolécula total, [M]T: 
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Calor liberado o absorbido en una inyección cualquiera “j”:  
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donde ∆Hap,i es el cambio de entalpía aparente por mol de ligando unido 

para una clase de sitio, i. Entonces, se puede escribir como: 

 



Apéndices 

 

 

 

 

 

258 
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donde Vc representa el volumen de la célula o volumen inicial de la muestra 

y [M]T,j la concentración de proteína en la célula en la inyeccion “j”. Considerando 

el volumen efectivo de la célula, el volumen de inyección Vin y la concentración en 

jeringa del ligando [L]0, entonces se corrigen la concentraciones de 

macromolécula, [M]T,j, y ligando, [L] T,i, mediante las siguientes ecuaciones: 

c

inc

jTjT V

VV
MM

−
= −1,, ][][     (IV.IV) 

c

iniTinc
iT

V

LVLVV
L

0�1,
,

][])�[(
][

+−
=

−
    (IV.V) 

 

Calor total acumulado después de N inyecciones: 
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Durante el experimento el valor de la variable [L] no es conocida por lo que 

operativamente conviene expresarla en función de las variables experimentales 

ligando unido total TTb ML ]]�[[][ 21, νν += y el calor total acumulado Q(N): 
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Sustituyendo y ordenando se obtiene la siguiente ecuación cúbica: 

 



Apéndices 

 

 

 

 

 

259 

[ ] [ ] [ ] 001
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donde se definen: 
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; y cuya solución es: 

 

[ ] CBAABAAL ++−+++= 3 323 32   (IV.X) 

 

ahora, las expresiones A, B y C agrupan de nuevo los términos a, b y c 

como: 
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La solución de la ecuación cúbica IV.X nos permite calcular el calor total 

acumulado tras un número dado de inyecciones. Sustituyendo en la ecuación IV.VII 

y haciendo uso de la expresión propuesta que incluye la corrección del calor 

generado por la fracción de volumen desplazado en cada inyección, se calculan los 

calores asociados a cada inyección: 
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APÉNDICE V. Modelo de unión a una macromolécula (con un solo sitio 

de unión) de un ligando A con afinidad moderada por desplazamiento de otro 

B de afinidad baja 

 

Para formular este modelo de unión por desplazamiento, se suponen dos 

ligandos, A y B, que pueden unir al mismo sitio de unión de una proteína, M, con 

diferentes constantes de afinidad (KA>> KB), siguiendo el esquema: 

M + B          MB 

+ A MA + B

KA      

KB

⇄
⇄

 
Es necesario asumir que la unión de dos ligandos, A y B, se produce en el 

mismo sitio de unión de la macromolécula, M. Entonces, se consideran los 

equilibrios de unión, M + A ⇄⇄⇄⇄  MA y M + B ⇄⇄⇄⇄  MB, con sus respectivas constantes 

de asociación:  

 

[ ]
[ ][ ]AM

MA
KA �

=           (V.I) 

[ ]
[ ][ ]BM

MB
KB �

=       (V.II) 

 

Sustituyendo en función de las constantes iniciales, [A]0=[MA]+[A] y 

[B]0=[MB]+[B], se obtienen: 

[ ] [ ][ ]
[ ]MK

AM
MA

A +
=

/1
� 0      (V.III) 

[ ] [ ][ ]
[ ]MK

BM
MB

B +
=

/1
� 0      (V.IV) 

 

Considerando que KA>>KB, durante la titulación del ligando A sobre la 

macromolécula M en presencia del ligando B, el ligando A desplazará parcialmente 

al ligando B del complejo MB dependiendo de los valores de sus constantes y de 

[A]0 y [B]0.  
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Primero, se definen las fracciones molares de todas las especies que 

contengan a la macromolécula como: xM = [M]/[M]T, xMA = [MA]/[M]T, y xMB = 

[MB]/[M]T, donde [M]T es la concentración de macromolécula total. Si además, se 

escriben las relaciones molares entre las cantidades iniciales de A y B respecto de 

las concentración de macromolécula total, rA= [A]0/[M]T y rB = [B]0/[M]T. Y por 

último, si se expresan las concentraciones de A y B durante la interacción como 

productos de las constantes de asociación cA = KA [M]T y cB = KB [M]T. Entonces, 

sustituyendo estas expresiones en las ecuaciones V.III y V.IV, se llega a las 

siguientes expresiones para todas las especies que forma la macromolécula: 
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Sustituyendo las ecuaciones V.VI y V.VII en la ecuación V.V; y ordenando, 

se obtiene la siguiente ecuación cúbica: 
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−= . Si se resuelve la ecuación cúbica, se encuentra la siguiente solución 

real: 

 

3
)3/)�cos(3�(2 2 aba

xM

−−
=

θ
    (V.IX) 

 

En la cual, θ se puede escribir como: 
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Una vez se determina la fracción molar de macromolécula libre, xM, también 

se conocen las fracciones molares de las otras especies que forma la 

macromolécula, xMA y xMB, despejando las ecuaciones V.VI y V.VII. 

Calor liberado o absorbido en una inyección: El calor liberado tras cada 

inyección será proporcional a los cambios en [MA] y [MB] y sus respectivas entalpías 

molares de unión. Por tanto, se puede escribir como: 

 

[ ] [ ] [ ] )�()( ������ MBMATcc xHxHMVMBHMAHVQ
BABA

∆∆+∆∆=∆∆+∆∆=∆  (V.XI) 

 

siendo Vc el volumen de la célula. Para corregir las concentraciones de 

macromolécula y ligandos, se define el siguiente cambio infinitesimal: 
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donde [X] representa la concentración de cualquiera de las especies. De la 

integración de la expresión anterior entre los límites: [X]i y [X]i-1; y V0 y Vi; resulta: 
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donde fi, es el factor de dilución que permiten definir las relaciones molares 

tras cada inyección como [ ] [ ] )1(1 iii fAA −= − ; [ ] [ ] 1−= iii MfM ; y [ ] [ ] 1−= iii BfB . Ahora 

el calor liberado tras cada inyección puede expresarse como: 
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