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tencia menor al 2% que ocurren en momentos concretos de la di-
námica molecular. no obstante, el número total de enlaces de hi-
drógenos establecidos a lo largo del tiempo por el ligando en ambos
complejos también presenta diferencias.

en la Figura 8 se muestra el número total de enlaces de hi-
drógenos que es capaz de establecer BB2 con su proteína a lo largo
del tiempo en una replicada de cada sistema. como se puede ob-
servar existen dos enlaces de hidrógeno que se mantienen relati-
vamente estables a lo largo del tiempo que son los estudiados
previamente. sin embargo, en el diagrama se refleja la posibilidad
de nuevos enlaces de hidrógeno con otros grupos funcionales. se
puede observar que existe una mayor población de enlaces de hi-
drógeno en el caso del complejo bb2-PtP1b. este hecho refleja la
mayor estabilidad del ligando dentro de esta proteína a diferencia
de tcPtP, lo que a su vez se traduce en una menor afinidad por este

último, debida en gran parte a la menor estabilidad del complejo
formado.  

3.3. Cálculo de energía libre
La afinidad de un fármaco por su diana está íntimamente re-

lacionada con la energía libre de unión a la misma (ΔG) (35). Du-
rante los últimos años, los químicos y bioquímicos computacionales
han desarrollado numerosos algoritmos con el fin de determinar
este parámetro, de gran utilidad durante el proceso de desarrollo
de fármacos, especialmente en las campañas hit-to-lead (36). Del
mismo modo, el cálculo de la energía libre de unión puede ser em-
pleado para discernir la afinidad y, por tanto, la selectividad de un
mismo ligando por dos dianas distintas (37). Para determinar la
energía libre de unión de BB2 hacia la PtP1b y tcPtP se decidió
emplear un método bastante novedoso conocido como Waterswap

Figura 7. monitorización a lo largo del tiempo de la distancia entre el oxígeno carbonílico de bb2 y el nH de la asparagina: Arriba PtP1b, abajo tcPtP

Figura 8. Diagramas de número total de enlaces de hidrógenos establecidos a lo largo de la dinámica entre el ligando y PtP1b (A) y tcPtP (b)



(33). este algoritmo emplea coordenadas de reacción para inter-
cambiar el ligando en el interior del sitio de unión por un número
de moléculas de agua equivalente a su volumen (Figura 9). 

una vez intercambiados, se calcula la energía libre absoluta
a través de tres métodos distintos a lo largo del gradiente de coor-
denadas de reacción: algoritmo de bennets, integración termodi-
námica (It) y perturbación de energía libre (PeL). A lo largo de las
coordenadas de reacción se emplean además movimientos de mon-
tecarlo que permitan tener en cuenta la flexibilidad del sistema y
promediar los gradientes de energía libre. cuando los tres valores
son similares, la simulación de Waterswap ha encontrado la con-
vergencia en las coordenadas de reacción y se puede tomar la media
de ambos como valor de energía libre absoluta. 

Tabla 2. Resultados WaterSwap para el cálculo de energía
libre (kcal/mol) entre BB2 y PTP1B o TCPTP

como se puede observar en la tabla 2, la simulación ha al-
canzado la convergencia puesto que las desviaciones de los valores
promedio para la PtP1b y la tcPtP son inferiores a 1 (0,82 y 0,47
kcal/mol, respectivamente). resultó muy interesante comprobar la
capacidad que tiene este método para discernir entre la afinidad
de BB2 por una su diana PtP1b, y sin embargo no mostrar a penas
afinidad por tcPtP. Para la PtP1b los valores de ΔG están cercanos
a las -15 kcal/mol, siendo valores acordes a un proceso de unión
favorable y de un ligando de potencia media. en el caso de la tcPtP,
los valores son mucho peores (-3,97 kcal/mol). esto quiere decir
que el proceso de unión de bb2 hacia la tcPtP no es favorable ter-
modinámicamente por lo que la afinidad por esta es muy baja, lo
cual es acorde a los valores experimentales de Ic50. este hecho lo
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explica la falta del contacto hidrofóbico y del apilamiento π que
proporciona el residuo Phe280 de la PtP1b. La presencia de cisteína
y serina en tcPtP da lugar a un aumento en el tamaño de la cavi-
dad (343 Å3 en comparación con los 227 Å3 de la PtP1b) que en
condiciones normales está ocupada por moléculas de agua. La inter-
acción con la Phe280 de la PtP1b juega un papel clave, ya que per-
mite compensar la pérdida de entropía por desolvatación del
receptor con la contribución entálpica a la energía libre de unión
que proporciona el apilamiento-π de los anillos aromáticos e inter-
acciones de Van der Waals. 

si se estudia la contribución energética de los residuos que
rodean el ligando se pueden observar cómo se cumple esta hipóte-
sis.

tal y como se muestra en la Figura 10 el cambio del residuo
Phe280 por cys278 supone una pérdida de la energía de unión de
casi 2 kcal/mol completas, confirmándose una vez más la impor-
tancia de este residuo. Además, la falta de esta interacción supone,
como se comentó anteriormente, una pérdida de la estabilidad del
ligando en el bolsillo de unión. este efecto se observa en cómo al-
gunos aminoácidos contribuyen en menor medida a la energía de
unión en el caso de la tcPtP como por ejemplo la serina o incluso
el triptófano. La mayor movilidad que presentan ahora estos ami-
noácidos tiene como consecuencia una mayor dificultad para la des-
olvatación del sitio de unión y reemplazar las moléculas de agua
por bb2. cabe destacar que el residuo de Glu a pesar de presentar
un enlace de hidrógeno estable durante la dinámica no presenta
una energía libre de unió favorable. esto puede deberse a que se
encuentra muy cercano al anillo de benceno del ligando y la desol-
vatación del mismo no está muy favorecida a pesar de que luego se
establezca un enlace de hidrógeno. 

teniendo en cuenta todos estos resultados, se podría formular
un modelo farmacofórico que permitiese diseñar inhibidores poten-
tes y selectivos de PtP1b (Figura 11). básicamente este farmacóforo
lo constituiría un núcleo de anillos aromáticos bien carbo o hetero-
cíclicos responsables del apilamiento-π paralelo con la Phe280.

Figura 9. A) Aspecto tridimensional de bb2 durante la simulación con Waterswap. b) moléculas de agua intercambiadas por bb2 durante la simulación de Waterswap

WATERSWAP PTP1B TCPTP
Bennetts -15,65 -3,64

PEL -13,9 -4,99
IT -15,65 -3,29

ΔG Media -15,06 -3,97
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estos deberían estar unidos en la disposición adecuada al aceptor
de enlace de hidrógeno necesario para interactuar con el residuo
de Asn193. A estos puntos se le uniría un donador de enlace de hi-
drógeno situado fuera de este plano a 4 Å y 34º capaz de interac-
cionar con el residuo de Glu274, preferiblemente un grupo
sulfonamida por su geometría. Finalmente, este debería estar unido
a otro anillo aromático capaz de interactuar por apilamiento-π en
forma de t con el residuo de Phe280. 

4. CONCLUSIONES

Desde su descubrimiento hasta nuestros días, numerosos gru-
pos de investigación han intentado desarrollar fármacos inhibidores
de PtP1b al tratarse de una de las dianas más prometedoras para
el tratamiento de la Dm II. el fracaso de la mayoría de estos fár-
macos se debe a su baja biodisponibilidad y a la falta de selectividad
frente a otras fosfatasas, especialmente la tcPtP. si bien se ha pro-
fundizado tanto experimental como computacionalmente en el des-

arrollo de inhibidores del sitio activo, el bolsillo alostérico no ha
sido tan explorado hasta el momento. Dado que el diseño racional
de fármacos y más en concreto las técnicas computacionales hoy día
son cruciales en la identificación de nuevas moléculas con potencia
farmacológico se ha planteado un estudio teórico sobre la selectivi-
dad de los inhibidores alostéricos entre PtP1b y tcPtP. Las técnicas
de dinámica molecular y cálculo de energía libre han permitido pro-
poner una hipótesis sólida acerca de la selectividad entre ambas
proteínas. Los modelos así generados han demostrado una mayor
estabilidad de la PtP1b frente a la tcPtP, lo cual está en acorde a
los valores experimentales de Ic50 y valida esta aproximación. 

La afinidad de un fármaco por su diana viene determinada
por el número de interacciones totales que establece con la misma.
este estudio demuestra cómo a pesar de que en ambos sistemas las
interacciones son similares a priori, no lo es su comportamiento. en
el caso de la tcPtP los enlaces de hidrógenos resultaron ser menos
estables y mantenidos a lo largo del tiempo, teniendo un efecto ne-
gativo en la estabilidad del sistema y por tanto en la afinidad total

Figura 10. contribución energética por residuo a la unión de bb2 en aminoácidos seleccionados de PtP1b y tcPtP

Figura 11. A) modelo farmacofórico para inhibidores alostéricos y selectivos de PtP1b. b) superposión del modelo y bb2, en la que 
se muestran las interacciones aromáticas (verde), aceptoras (roja) y donadoras (azul) de enlace de hidrógeno y su proyección geométrica



de BB2 por tcPtP. más en concreto, nuestras simulaciones han re-
velado cómo el papel clave lo juega la falta de un residuo de feni-
lalanina en la tcPtP que estabiliza el complejo enzima-receptor a
través de interacciones de apilamiento-π y además contribuye a la
energía libre de unión y por tanto a la afinidad de forma decisiva.
si bien, los enlaces de hidrógenos son de las interacciones intermo-
leculares más fuertes, el anormal entorno hidrofóbico del bolsillo
alostérico parece favorecer mucho más las interacciones de carácter
apolar y aromáticas, acusando la repercusión que tiene el residuo
de Phe280 en PtP1b. 

La combinación de estas dos aproximaciones computacionales
no sólo ha servido de base para hacer una propuesta sólida acerca
de esta selectividad y generar un modelo cualitativo, sino que podrá
utilizarse para el diseño de nuevos inhibidores puesto que ha de-
mostrado, y especialmente los cálculos de energía libre, ser capaz
de discernir las diferencias y los determinantes que hacen que esta
unión sea favorable hacia PtP1b, en acorde a los valores experi-
mentales. 

Del mismo modo, se ha puesto de manifiesto como estas téc-
nicas computacionales constituyen una herramienta de gran utilidad
para comprender procesos bioquímicos a nivel molecular. Así pues,
este estudio también abre una puerta para el diseño racional de
fármacos dirigidos a esta diana y que presenten la selectividad su-
ficiente para progresar en ensayos clínicos. 
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