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ORIGINAL

resumen
La diabetes mellitus tipo II ha emergido como una pandemia mundial, convirtiéndose en un grave
problema de salud pública para muchos países. Los tratamientos actuales presentan efectos adversos
indeseables, falta de eficacia o simplemente solo tratan los síntomas, no las causas. La proteína ti-
rosina fosfatasa 1b se ha reconocido como una diana prometedora para el tratamiento de esta en-
fermedad. A pesar de todos los estudios realizados sobre esta enzima, apenas existe conocimiento
acerca de la selectividad entre esta y la tirosina fosfatasa de linfocitos t, su homólogo más cercano,
responsable de complicados efectos adversos. en este estudio, las aproximaciones computacionales
aplicadas a un inhibidor alostérico previamente descrito de esta enzima, han permitido identificar
un residuo de fenilalanina como crucial para esta selectividad. Los resultados han permitido explicar
esta selectividad desde el punto de vista bioquímico y guiarán el diseño de nuevos fármacos más
potentes y selectivos.

AbstrAct
Diabetes mellitus type II has spread as a problematic pandemia for countries all over the world.
Despite of the current available treatments, approved drugs still show undesirable side effects, loss
of efficacy or they target symptoms instead of causes. since its discovery, protein tyrosine phosphatase
1b has emerged as a very promising target against this disease. Despite of the information about
the enzyme, there is no knowledge regarding the selectivity between this enzyme and its closest
homologue, lymphocyte t tyrosine phosphatase, responsible of complicate side effects. In this study
different computational approaches have let us to highlight the importance of a phenylalanine re-
sidue located in protein tyrosine phosphatase 1b, but no in its homologue, as a crucial hotspot that
causes selectivity. these results let to explain the observed selectivity and they can be used as a
guide for the design of new inhibitors.
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1. INTRODUCCIÓN

La Organización mundial de la salud (Oms) define la dia-
betes mellitus como: “una enfermedad crónica que aparece cuando
el páncreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo
no utiliza eficazmente la insulina que produce”. Ésta se clasifica
principalmente en dos tipos atendiendo a su origen etiopatológico.
Por un lado, la diabetes mellitus tipo I, también conocida como in-
sulinodependiente, afecta principalmente a personas jóvenes e in-
dividuos que son incapaces de producir insulina de forma endógena.
Por otro lado, la diabetes mellitus tipo II (Dm II), es una afección
más propia de personas en edad adulta y/o avanzada, las cuales
han desarrollado resistencia a la acción de esta hormona en los te-
jidos periféricos de su cuerpo. A estas dos variantes se le la diabetes
gestacional que se manifiesta en mujeres durante el embarazo y
que puede suponer un aumento del riesgo de padecer Dm II en eta-
pas posteriores de la vida. 

si bien todas las formas presentan síntomas similares,
destacando: poliuria, polidipsia y polifagia (todos ellos patogno-
mónicos de la enfermedad), los trastornos visuales, complicaciones
cardiovasculares y la afección renal son las consecuencias que hacen
de la Dm II una de las mayores causas de morbi-mortalidad en los
países desarrollados (1) actualmente. Del mismo modo, la diabetes
no sólo se ha relacionado con las complicaciones mencionadas an-
teriormente sino también con un aumento en la prevalencia de cier-
tas neoplasias, así como de deterioros cognitivos, como la
enfermedad de  Alzheimer (2). Las elevadas cifras de prevalencia
de este trastorno lo convierten en una pandemia de la era moderna,
estimándose que en 2012 la carga total de mortalidad asociada a
la Dm II fue de 3,7 millones de muertes. Además, en 2014 se estimó
una prevalencia total de la enfermedad de 422 millones de personas
(mayores de 18 años), siendo europa la tercera región con mayor
prevalencia (64 millones de afectados) según el Informe mundial
sobre la Diabetes publicado en el 2016 por la Oms. Debido al cam-
bio en los hábitos de vida y al aumento de la esperanza de vida, se
estima que estas cifras seguirán elevándose en los años venideros,
constituyendo un auténtico problema no sólo para las personas afec-
tadas, sino también para los sistemas de salud encargados de hacer
frente a este reto económico y asistencial para la salud pública.

en la actualidad, el arsenal farmacológico disponible para
el manejo en pacientes de la Dm II lo constituyen los hipogluce-
miantes no insulínicos (sulfonilureas, meglitinidas, metformina, tia-
zolidinonas, inhibidores de a-glucosidasa, etc) (3). sin embargo,
estas terapias, focalizadas en el aumento de la insulinemia plas-
mática, no son totalmente óptimas. Independientemente del número
y tipo de efectos adversos, estas aproximaciones no combaten as-
pectos importantes de la Dm II, como la reducción de la sensibilidad

de las células b pancreáticas a la glucosa o el incremento de glucosa
vía gluconeogénesis. Por ello, la búsqueda de nuevas dianas y el
desarrollo de nuevos antidiabéticos orales continúa siendo una de
las principales líneas de investigación, tanto de industrias farma-
céuticas como de grupos académicos de todo el mundo. 

Hacia finales del siglo XX se clonó el primer gen de una
proteína tirosina fosfatasa, identificada como Proteína tirosina Fos-
fatasa 1b (PtP1b) o Proteína tirosina Fosfatasa de tipo no-receptor
(PtPn1) (4). esta es una enzima de 435 aminoácidos que es capaz
de catalizar la hidrólisis de los residuos de fosfotirosina del receptor
de insulina activado, y otros sustratos relacionados con la misma,
como el sustrato I del receptor de insulina y el receptor de leptina.
esta proteína se ha asociado a los fenómenos de resistencia a la in-
sulina y a la obesidad, al tratarse de un regulador negativo de las
vías de señalización de la insulina y la leptina (5). no sólo eso, sino
que PtP1b ha sido ampliamente validada como una prometedora
diana terapéutica para el tratamiento de la Dm II (6): los ratones
knock-out para el gen que codifica esta proteína presentan una
mayor sensibilidad a la insulina y a la pérdida de sobrepeso (7).
estos hechos han motivado el desarrollo de numerosas moléculas
potenciales candidatas a fármaco capaces de inhibir la PtP1b por
parte de la industria farmacéutica (8). se pueden distinguir dos
grandes grupos atendiendo a la zona específica de unión de estas
moléculas en la enzima: inhibidores dirigidos al centro activo e in-
hibidores dirigidos a sitios alostéricos (8), (9). Los primeros consti-
tuyen sin ninguna duda la familia más numerosa, con numerosas
moléculas de distinta naturaleza, aunque casi todas ellas con la ca-
racterística común de presentar grupos cargados negativamente a
pH fisiológico, con el fin de mimetizar los restos de fosfotirosina pre-
sentes en el segmento intracelular del receptor de insulina. esta ca-
racterística compromete la biodisponibilidad de todas estas
moléculas para su administración por vía oral, dada su baja per-
meabilidad a través de membranas biológicas. Por otro lado, la alta
homología del centro activo de la PtP1b con respecto a otras tirosina
fosfatasas, supone un gran inconveniente a la hora de desarrollar
inhibidores lo suficientemente selectivos (10). estos hechos han te-
nido como resultado que ningún inhibidor dirigido al centro activo
haya alcanzado los ensayos clínicos. Por otro lado, existen inhibi-
dores alostéricos de PtP1b, la mayoría de ellos con un carácter
mucho más lipófilo, como el ertiprotafib, que llegó a ensayos clínicos
de fase I, o la trodusquemina (un derivado de fitoesterol), que al-
canzó ensayos clínicos de fase II (8). esto se debe a su mejor biodis-
ponibilidad y mayor selectividad, puesto que los sitios alostéricos
de las proteínas no se encuentran tan conservados dentro de una
misma familia y suponen una fuente de selectividad (11), (12). Den-
tro de este grupo de inhibidores destaca una familia de benzbro-
maronas descrita por Wiesmann en 2004 (Figura 1) (13). 
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Figura 1. Inhibidores alostéricos de PtP1b descritos por Wiesman y colaboradores y su actividad frente a PtP1b y tcPtP.

Figura 2. A) estructura tridimensional de PtP1b (entrada del PDb:1Oem) b) Ampliación de la estructura sitio alostérico 
descrito por Wiesman y colaboradores cuando no presenta inhibidor

estos compuestos demostraron unirse a una región no
antes explorada de la PtP1b que se encuentra a 20 Å del centro ac-
tivo tal y como se puedo determinar en los estudios de cristalografía
de rayos X (PD: 1t48, 1t49 y 1t4J). esta región está compuesta por
las a hélices 3, 6 y 7 situadas cerca del extremo c-terminal de la
proteína, tal y como se puede observar en la Figura 2. 

este hecho supuso el inicio de nuevos programas de bús-
queda de inhibidores de PtP1b partiendo del concepto de “diseño
basado en estructura” a comienzos del siglo XXI. esta nueva familia
de inhibidores alostéricos es capaz de desplazar el residuo de trp291
situado en la hélice a7 de PtP1b con el fin de acomodarse en su
interior generando una nueva cavidad y desestructurando la hélice
a7. La unión del inhibidor desencadena una serie de movimientos
en el esqueleto proteico que se traducen en el bloqueo del bucle ca-
talítico de la PtP1b (14). este bucle, conocido entre todas las tirosina
fosfatasas de la familia como WPD-loop, se encuentra en una posi-
ción abierta antes de alojar el sustrato en su interior. una vez los
residuos de fosfotirosina se acomodan en el centro catalítico, es ne-
cesario el cierre del bucle para que tenga lugar el ciclo catalítico de
la enzima. sin embargo, tras la unión de las benzbromaronas al
correspondiente sitio alostérico, el WPD-loop queda bloqueado en
su conformación abierta de tal manera que, aunque permite que el

sustrato se aloje en su interior, la enzima es catalíticamente inactiva
y por lo tanto, queda inhibida (15). 

Durante la última década, numerosos estudios computa-
cionales han pretendido arrojar luz al mecanismo de inhibición alos-
térica, a las bases del diseño de inhibidores o a la dinámica del
bolsillo alostérico de PtP1b (16), (17), (14). sin embargo, no existe
ningún tipo de estudio que trate las bases de selectividad entre
PtP1b y su homóloga más cercana, la Proteína tirosina Fosfatasa
de Linfocitos t (tcPtP). La inhibición de esta última, con la que
PtP1b comparte más de un 71% de identidad, conduce a efectos
adversos indeseables como la destrucción de la médula ósea, y pro-
cesos de eritropoyesis y linfopoyesis aberrantes (18). Además, los
modelos murinos knock-out para el gen de tcPtP demostraron ser
inviables a las pocas semanas del nacimiento (19).

Desde su inicio hasta nuestros días, las técnicas de mode-
lado molecular han experimentado un desarrollo exponencial y se
han convertido en herramientas indispensables en campos tan va-
riados como la farmacología, biología y bioquímica estructural, el
diseño de fármacos y la química biológica (20). más en concreto, los
estudios de dinámica molecular y el cálculo de energía libre han
sido aplicados con éxito al estudio de la catálisis enzimática (21), la
resistencia a fármacos (22), (23), el diseño de fármacos (24), (25),
o la más novedosa farmacología de sistemas (26).



teniendo en cuenta todos los antecedentes y la falta de
conocimiento acerca de las bases estructurales que rigen la selecti-
vidad entre ambas enzimas, clave para la obtención de nuevos fár-
macos y mejor comprensión de la función de ambas proteínas a nivel
molecular, se planteó un estudio computacional que permitiese arro-
jar luz sobre el mecanismo. el objetivo de este trabajo ha sido el
estudio de la benzbromarona bb2, descrita por Wiesmann, me-
diante técnicas computacionales de dinámica molecular clásica y cál-
culo de energía libre con el fin de explicar su selectividad y asentar
las bases para el futuro el diseño de inhibidores selectivos hacia
PtP1b.   

2. MATERIAL Y MÉTODOS

2.1. Modelado por homología 
Dado que no existen estructuras tridimensionales de inhibi-

dores alostéricos con la hélice a7 resuelta se hizo necesario utilizar
técnicas de modelado por homología. Para la construcción de los
modelos se emplearon las estructuras depositadas en el Protein Data
bank (PDb) como 1t48 y 1L8K para PtP1b y tcPtP, respectiva-
mente. Para incorporar las estructuras no resueltas de la hélice a7
en ambas proteínas y el loop a6 en 1L8K, se empleó un método
descrito en la bibliografía previamente con el fin de crearlas con el
WPD-loop abierto (27). Junto a estas estructuras se utilizó la PtP1b
completa y con el WPD loop cerrado 2F6F. Del mismo modo, se uti-
lizó el ligando BB2 presente en 1t48 para introducir restricciones
en ambos modelos. Los moldes se alinearon con las secuencias de
la base de datos génica uniprot para ambas enzimas (P18031 para
PtP1b y P17706 para tcPtP) a través de la interfaz gráfica de
usuario del programa modeller 9.2  en ucsF chimera 1.13 (ver ma-
terial complementario) (28) . Los modelos mejor posicionados según
su puntuación en la función Z-DOPe de modeller fueron selecciona-
dos y sometidos a una inspección visual para ajustar aquellos rotá-
metros peor posicionados. el estado de protonación de la proteína
se investigó empleando el servidor H++ (29), a continuación,
tanto el modelo como la red de enlaces de hidrógeno se comprobó
y optimizó con el servidor WHAt-IF (30). tras esto se comprobaron
los mapas de ramachandran con el fin de validar la calidad de los
modelos (ver material complementario).

2.2. Simulaciones de dinámica molecular 
Las simulaciones de dinámica molecular se llevaron a cabo

empleando la suite de programas Amber 16 junto con Ambertools
16 (31). La proteína se describió empleando el campo de fuerzas
ff14sb, mientras que para el ligando se utilizó GAFF. Las cargas de
este últimos se asignaron empleando el módulo Antechamber y
ajustándolas a un nivel teórico Am1-bcc. Ambos complejos se sol-
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vataron en un cubo de moléculas de aguas tIP3P de 12 Å de tamaño
de lado y se adicionaron 5 iones de sodio con el fin de neutralizar
el sistema empleando el módulo Leap de Ambertools. A continua-
ción, se pasó a la fase de preparación del sistema por pasos: mini-
mización de los hidrógenos, minimización de las moléculas de
disolvente, minimización del sistema completo (aplicando un po-
tencial de restricciones de 5 kcal/mol en los ca de la proteína), ca-
lentamiento hasta los 300 K durante 20 ps con las mismas
restricciones, equilibrado durante 100 ps a 300 K (manteniendo
constante el número de partículas, temperatura y volumen) y equi-
librado, liberando las restricciones posicionales gradualmente du-
rante 100 ps (manteniendo constante temperatura, volumen y
presión). tras esta última fase de equilibrado, se pasó a la produc-
ción de dos réplicas para cada sistema de dinámica molecular clásica
durante 25 ns, empleando un intervalo de integración de 2 fs. La
producción se llevó a cabo a través de GPus utilizando el módulo
PmemD.cuDA implementado en Amber. Los cálculos requirieron 7
días para completar cada una de las réplicas. todos los sistemas se
simularon por duplicado empleando las condiciones de límite pe-
riódico, y aplicando el método de ewald para tratar las interacciones
electrostáticas de corto alcance con un límite de 8 Å. Así mismo, se
empleó el algoritmo sHAKe (32) en todos los enlaces en los que
participan átomos de hidrógeno con el fin de simplificar los cálculos
durante la dinámica. Las trayectorias de la dinámica molecular se
analizaron empleando el software cpptraj, VmD y chimera. 

2.3. Cálculos con WaterSwap
Para el cálculo de la energía libre se empleó el programa ba-

sado en el método de montecarlo, Waterswap (33). Las estructuras
empleadas para llevar a cabo estos cálculos procedían de los 15 ns
de dinámica cuando el sistema se encontraba en equilibrio termo-
dinámico. Los cálculos se llevaron a cabo en el módulo implemen-
tado en el paquete de programas sire, utilizando los mismos datos
de topología y parámetros generados para la dinámica molecular
(Amber ff14sb). La energía libre de unión absoluta se calculó me-
diante el método de integración termodinámica de réplica de inter-
cambio, a lo largo de 16 ventanas de transformación
ligando-moléculas de agua. todos los cálculos requirieron de 7 días
para ser completados. Las energías finales se obtuvieron utilizando
el script de Python freenrg, también presente en la suite sire. 

3. DISCUSIÓN Y RESULTADOS

3.1. Modelado por homología
Para llevar a cabo el estudio con la benzbromarona BB2, se

hizo necesario el uso de técnicas de modelado por homología que
permitiesen predecir las estructuras tridimensionales de ambas en-



zimas. Las entradas depositadas en el PDb co-cristalizadas con in-
hibidores alostéricos, carecen de la hélice a7 como consecuencia de
la alta movilidad que presenta esta hélice tras la unión del inhibidor
y que imposibilita su resolución por técnicas convencionales de cris-
talografía de rayos X. Por otro lado, la única estructura disponible
de la tcPtP (1L8K) carece también de esta hélice y presenta una
baja resolución. es por esto por lo que se hizo necesario recurrir al
modelado por homología para obtener estructuras tridimensionales
completas y de buena calidad de ambas enzimas. Para generar los
modelos se utilizó el método descrito por shinde y colaboradores
(27), empleando como moldes para el modelado las estructuras cris-
talinas de PtP1b con el bucle catalítico abierto, 1t48, y con la hélice
a7 resuelta, 2F6F. en el caso de la tcPtP se utilizó 1L8K. superpo-
niendo los moldes con las correspondientes secuencias de ambas
proteínas extraídas de la base de datos uniprot se generaron mo-
delos en base al alineamiento para ambas enzimas que posterior-
mente fueron refinados e inspeccionados visualmente de forma
cuidadosa. Las estructuras generadas obtuvieron una puntuación Z-
DOPe de -1,27 para PtP1b y -1,07 para tcPtP, valores que corres-
ponden a modelos fiables y bien resueltos. 

una vez construidos, se pasó a llevar a cabo una inspección
visual de las estructuras generadas. en primer lugar, la observación
del sitio alostérico modelado para ambas enzimas permitió tener
una idea de la geometría de este. como se puede comprobar en la
Figura 3, el sitio alostérico está constituido por una cavidad com-
prendida entre las hélices a3, a6 y a7, con un carácter altamente
hidrofóbico debido a la naturaleza de los aminoácidos que lo cons-
tituyen. 

A pesar de la gran similitud entre los bolsillos alostéricos de
ambas enzimas, hay algunas diferencias bastante reseñables: por
un lado, el residuo de Phe280 de la PtP1b se encuentra sustituido

por una cisteína que en la secuencia de tcPtP ocupa la posición
278. esto es una diferencia bastante notable puesto que la natura-
leza y tamaño de estos aminoácidos es bastante distinta. Algo si-
milar ocurre con la Val287 que pasa a ser una ocupada por la Ile284
de tcPtP. Así mismo existen algunas diferencias también en el ex-
tremo c-terminal, pero estas no fueron contempladas por tratarse
de una zona alejada del bolsillo y con alta movilidad. estos primeros
resultados parecen indicar que, si bien ambos son bolsillos hidrófo-
bos, el de la tcPtP presentaría un carácter más polar y mayor ta-
maño por la presencia del residuo de cisteína en lugar de
fenilalanina. 

3.2. Dinámica molecular
con el fin de profundizar en el proceso de interacción entre

BB2 y ambas fosfatasas, se llevaron a cabo experimentos de diná-
mica molecular entre los complejos ligando-enzima. La geometría
inicial de los complejos se obtuvo, en el caso de la PtP1b, directa-
mente del cristal, y en el caso de la tcPtP por superposición del li-
gando bb2 durante la fase de modelado. un primer vistazo a las
geometrías iniciales permite revelar las claves de la interacción,
como se puede comprobar en la Figura 4. 

Las benzbromaronas se asientan en la cavidad alostérica es-
tableciendo numerosos contactos hidrofóbicos con residuos de gli-
cina, isoleucina y el esqueleto carbonado de la proteína. se pueden
diferenciar dos enlaces de hidrógeno iniciales: uno por parte del
grupo carbonilo de BB2 que interacciona con los residuos Asn193 y
Asn194 de PtP1b y tcPtP, respectivamente gracias a su –nH2; y
otro por parte del grupo sulfonamida, a través de su –nH, que inter-
acciona con el cOOH del Glu276 de PtP1b y el Glu274 en el caso
de la tcPtP. Hay que destacar que a los contactos hidrofóbicos se le
unen fuertes interacciones de tipo apilamiento-π que establece el
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Figura 3. A) bolsillo alostérico de PtP1b modelada. b) bolsillo alostérico de tcPtP modelada. 
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esqueleto de benzofurano de BB2 con los anillos aromáticos de los
residuos Phe196, Phe280 y trp291 de la PtP1b. en el caso de la
tcPtP, estos contactos se mantienen a excepción del apilamiento-π
paralelo de la Phe280, ya que en esta posición se encuentra la
cys278. La pérdida de este apilamiento podría ser una de las causas
que contribuyese negativamente a su unión a la tcPtP (Ic50 =129
µm) favoreciendo por tanto la selectividad del compuesto (6 veces
más selectivo sobre la PtP1b, Ic50 = 22 µm) (13). 

Las técnicas de dinámica molecular convencional permiten si-
mular con un alto grado de exactitud los complejos ligando-proteína
en condiciones que simulen el ambiente biológico (presencia explí-
cita de disolvente y de iones para fijar el pH y fuerza iónica) a lo
largo del tiempo y de este modo poder estudiar los eventos que ten-
gan lugar a nivel molecular. una vez minimizados los distintos áto-
mos del sistema (para eliminar geometrías forzadas y contactos
demasiado cercanos), éste se calentó gradualmente hasta 25 ºc, se

hizo una pequeña fase de equilibrado para reestablecer la densidad
y se pasó a la fase de producción, donde se generan los resultados
de la dinámica que se analizan y comentan durante la discusión. 

uno de los parámetros más empleados para evaluar la esta-
bilidad de los complejos es el cálculo de la desviación cuadrática
media (rmsD) a lo largo del tiempo de las trayectorias generadas.
este parámetro representa las fluctuaciones de la posición de los
átomos de distintos elementos, como el esqueleto proteico, compa-
rándola con la conformación inicial a lo largo de la simulación. su
monitorización nos permite comprobar si el sistema ha alcanzado
el equilibrio (se mantiene estable), o, por el contrario, continúa evo-
lucionando en el espacio conformacional en búsqueda de estados
termodinámicamente más favorecidos para el sistema. 

como se puede observar en la Figura 5, ambos sistemas pa-
recen haber alcanzado el equilibrio, especialmente a partir de los
5 ns de dinámica, cuando los valores de rmsD presentan menor

Figura 4. Geometrías iniciales de los complejos bb2-enzima para la dinámica molecular (izquierda PtP1b y derecha tcPtP). 
Los enlaces de hidrógeno entre la Asn193/194 y el Glu 276/274 se encuentran marcados como líneas azules

Figura 5. evolución del rmsD a lo largo de la dinámica molecular para el complejo bb2-PtP1b (izquierda) y bb2-tcPtP (derecha).
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se debe a la ausencia de la interacción correspondiente a la Phe280
(sustituida por un residuo de cisteína en la tcPtP), y a un apila-
miento-π paralelo que mantiene mucho más fijo el ligando en el
caso de PtP1b. el análisis de estos valores de rmsD parece estar
de acuerdo con la actividad experimental observada, lo cual supone
una validación del método teórico.

La pérdida de estabilidad del complejo tcPtP también se
puede constatar midiendo las distancias entre los átomos que par-
ticipan en el enlace de hidrógeno entre el carbonilo de bb2 y el re-
siduo de asparagina presente en ambas proteínas. 

Para el análisis de este enlace de hidrógeno se tomaron como
límites una distancia de 3.5 Å y un ángulo de relajación entre los
pares de átomos participantes de 30 ºc. 

tal y como se puede observar en la Figura 7, a pesar de que
el enlace de hidrógeno se mantiene dentro de la distancia estándar
durante la mayor parte de la dinámica existen diferencias signifi-
cativas en ambas las simulaciones para ambas enzimas. en el caso
de la tcPtP las fluctuaciones en la distancia de este enlace son más
abundantes y frecuentes alcanzando distancias superiores a 3,5 Å y
por tanto incompatibles con la existencia de un enlace de hidrógeno.

este hecho se debe a que BB2 presenta una mayor movi-
lidad dentro de la cavidad de tcPtP por la falta de la interacción
de apilamiento extra con la fenilalanina que lo mantendría más fijo
tal y como previamente fue observado. este hecho da lugar a una
distorsión en la geometría y posición carbonilo de bb2 con respecto
a la asparagina, dificultando así la formación de un enlace de hi-
drógeno.

si bien, durante el transcurso de la simulación de dinámica
molecular estos fueron los enlaces de hidrógeno más estables, no
fueron los únicos. el grupo carbonilo de BB2 es capaz de establecer
eventualmente interacciones con el nH del trp291PtP1b o
trp279tcPtP. sin embargo, esta interacción es mucho menos esta-
ble, y a ella se le une un enlace de hidrógeno temporal entre el
grupo sO2 de la sulfonamida (a través del átomo de oxígeno) que
se puede establecer con los nH del esqueleto peptídico de la prote-
ína. Junto a estos, se les unen enlaces de hidrógeno con una persis-

fluctuación y se mantienen sin grandes incrementos. no obstante,
se pueden encontrar pequeñas diferencias si se estudia el valor
medio a lo largo de toda la dinámica para ciertas partes de la pro-
teína. tal y como recoge la tabla 1, los valores de rmsD correspon-
dientes a los átomos del soluto (proteína-ligando) son superiores
en ambos pares de réplicas para la tcPtP, lo que sugiere una menor
estabilidad del complejo y además mayor flexibilidad. Lo mismo se
puede deducir de los valores obtenidos para los carbonos alfa del
esqueleto peptídico. Además, atendiendo a la movilidad del bucle
catalítico de ambas fosfatasas (WPD-loop), se puede observar que
en el caso de la tcPtP estos valores son ligeramente superiores
comparados con su homóloga. este hecho sugiere que el bucle no
se encuentra estabilizado en la conformación abierta (catalítica-
mente inactiva) de la que se parte en ambas dinámicas. esta posición
queda fijada tras la unión del inhibidor alostérico, sin embargo, en
ausencia de éste, el bucle tiende a moverse entre la conformación
abierta y la cerrada (34) (catalíticamente activa) lo que se traduce
en una movilidad mayor y por tanto en valores superiores de rmsD. 

Tabla 1. Valores medios de RMSD a lo largo de toda la si-
mulación de dinámica molecular

PtP1b tcPtP  

réplica 1                 réplica 2 réplica 1                 réplica 2

complejo 2,93 ± 0,3            2,32 ± 0,21         3,12 ± 0,33           3,47 ± 0,48

cα 2,4 ± 0,42            1,66 ± 0,22         2,28 ± 0,35           2,78 ± 0,51

WPD-loop 1,29 ± 0,29           1,33 ± 0,25         1,44 ± 0,27           1,57 ± 0,27

Dado que el estudio general del rmsD del complejo parece
sugerir una menor estabilidad en el caso de la tcPtP, se decidió
analizar por separado este valor para los átomos pesados (distintos
de hidrógeno) que forman la benzbromarona BB2. 

como se puede observar en la Figura 6, el ligando no solo
presenta un valor bastante más alto en el caso de la tcPtP (2,18 Å
de media en ambas réplicas frente a 0,63 de PtP1b), sino que ade-
más fluctúa más en el interior del bolsillo, lo que se observó durante
la visualización de las trayectorias de la dinámica. este fenómeno

Figura 6. evolución de los valores de rmsD de bb2 a lo largo de la dinámica molecular tanto para la PtP1b (azul) como tcPtP (rojo)
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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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