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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo Il ha emergido como una pandemia mundial, convirtiéndose en un grave
problema de salud publica para muchos paises. Los fratamientos actuales presentan efectos adversos
indeseables, falta de eficacia o simplemente solo tratan los sintomas, no las causas. La proteina 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 homélogo mds 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 bioquimico y guiardn el disefio de nuevos farmacos mds
potentes y selectivos.

ABSTRACT

Diabetes mellitus type Il 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-
sidve 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 vsed as a
guide for the design of new inhibitors.
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1. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de lo Salud (OMS) define la dia-
betes mellitus como: “una enfermedad cronica que aparece cuando
el pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo
no ufiliza eficazmente la insulina que produce”. Esta se clasifica
principalmente en dos tipos atendiendo a su origen etiopatoldgico.
Por un lado, la diabetes mellitus tipo I, también conocida como in-
sulinodependiente, afecta principalmente a personas jovenes e in-
dividuos que son incapaces de producir insulina de forma enddgena.
Por otro lado, la diabetes mellitus tipo Il (DM 11), es una afeccion
mds propia de personas en edad adulta y/o avanzada, las cuales
han desarrollado resistencia a la accion 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 Il en eta-
pas posteriores de la vida.

Si bien todas las formas presentan sintomas similares,
destacando: poliuria, polidipsia y polifagia (todos ellos patogno-
ménicos de la enfermedad), los trastornos visuales, complicaciones
cardiovasculares y la afeccion renal son las consecuencias que hacen
de la DM Il una de las mayores causas de morbi-mortalidad en los
paises desarrollados (1) actualmente. Del mismo modo, la diabetes
no solo se ha relacionado con las complicaciones mencionadas an-
teriormente sino también con un aumento en la prevalencia de cier-
tas neoplasias, asi como de deferioros cognitivos, como la
enfermedad de Alzheimer (2). Las elevadas cifras de prevalencia
de este trastorno lo convierten en una pandemia de la era moderna,
estimdndose que en 2012 la carga fotal de mortalidad asociada a
la DM Il fue de 3,7 millones de muertes. Ademds, en 2014 se estimo
una prevalencia total de la enfermedad de 422 millones de personas
(mayores de 18 aiios), siendo Europa la tercera region con mayor
prevalencia (64 millones de afectados) segin el Informe Mundial
sobre la Diabetes publicado en el 2016 por la OMS. Debido al cam-
bio en los hdbitos de vida y al aumento de la esperanza de vida, se
estima que estas cifras seguirdn elevandose en los afios venideros,
constituyendo un auténtico problema no sélo para las personas afec-
tadas, sino también para los sistemas de salud encargados de hacer
frente a este reto econdmico y asistencial para la salud publica.

En la actualidad, el arsenal farmacoldgico disponible para
el manejo en pacientes de la DM Il lo constituyen los hipogluce-
miantes no insulinicos (sulfonilureas, meglitinidas, metformina, tia-
zolidinonas, inhibidores de ou-glucosidasa, etc) (3). Sin embargo,
estas terapias, focalizadas en el aumento de la insulinemia plas-
mdtica, no son fotalmente dptimas. Independientemente del nimero
y tipo de efectos adversos, estas aproximaciones no combaten as-
pectos importantes de la DM I, como la reduccion de la sensibilidad
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de las células 3 pancredticas a la glucosa o el incremento de glucosa
via gluconeogénesis. Por ello, la bisqueda de nuevas dianas y el
desarrollo de nuevos antidiabéticos orales continda siendo una de
las principales lineas de investigacion, tanto de industrias farma-
céuticas como de grupos académicos de todo el mundo.

Hacia finales del siglo XX se clond el primer gen de una
proteina tirosina fosfatasa, identificada como Proteina Tirosina Fos-
fatasa 1B (PTP1B) o Proteina Tirosina Fosfatasa de tipo No-receptor
(PTPN1) (4). Esta es una enzima de 435 aminodcidos que es capaz
de catalizar la hidrolisis de los residuos de fosfotirosina del receptor
de insulina activado, y ofros sustratos relacionados con la misma,
como el sustrato | del receptor de insulina y el receptor de leptina.
Esta proteina se ha asociado a los fendmenos de resistencia a la in-
sulina y a la obesidad, al tratarse de un regulador negativo de las
vias de sefializacion de la insulina y la leptina (5). No sélo eso, sino
que PTP1B ha sido ampliamente validada como una prometedora
diana terapéutica para el tratamiento de la DM 11 (6): los ratones
knock-out para el gen que codifica esta proteina 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 farmaco capaces de inhibir la PTP1B por
parte de la industria farmacéutica (8). Se pueden distinguir dos
grandes grupos atendiendo a la zona especifica de union 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 mds numerosa, con numerosas
moléculas de distinta naturaleza, aunque casi todas ellas con la ca-
racteristica comdn de presentar grupos cargados negativamente a
pH fisioldgico, con el fin de mimetizar los restos de fosfotirosina pre-
sentes en el segmento intracelular del receptor de insulina. Esta ca-
racteristica compromete la biodisponibilidad de todas estas
moléculas para su administracion por via oral, dada su baja per-
meabilidad a través de membranas bioldgicas. Por otro lado, la alta
homologia 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 ningin inhibidor dirigido al centro activo
haya alcanzado los ensayos clinicos. Por otro lado, existen inhibi-
dores alostéricos de PTP1B, la mayoria de ellos con un cardcter
mucho mds lipdfilo, como el ertiprotafib, que llegd a ensayos clinicos
de fase I, o la trodusquemina (un derivado de fitoesterol), que al-
canzd ensayos clinicos de fase Il (8). Esto se debe a su mejor biodis-
ponibilidad y mayor selectividad, puesto que los sitios alostéricos
de las proteinas no se encuentran tan conservados dentro de una
misma familia y suponen una fuente de seledtividad (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

Estos compuestos demostraron unirse a una region no
antes explorada de la PTP1B que se encuentra a 20 A del centro ac-
tivo tal y como se puedo determinar en los estudios de cristalografia
de rayos X (PD: 1748, 1T49 y 1T4)). Esta regi6n estd compuesta por
las o hélices 3, 6y 7 situadas cerca del extremo C-terminal de la
proteina, tal y como se puede observar en la Figura 2.

Este hecho supuso el inicio de nuevos programas de bus-
queda de inhibidores de PTP1B partiendo del concepto de “diseno
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 o7 de PTP1B con el fin de acomodarse en su
interior generando una nueva cavidad y desestructurando la hélice
o.7. La union del inhibidor desencadena una serie de movimientos
en el esqueleto proteico que se traducen en el bloqueo del bucle ca-
talitico de la PTP1B (14). Este budle, conocido entre todas las firosina
fosfatasas de la familia como WPD-loop, se encuentra en una posi-
cion abierta antes de alojar el sustrato en su interior. Una vez los
residuos de fosfotirosina se acomodan en el centro catalitico, es ne-
cesario el cierre del bucle para que tenga lugar el ciclo catalitico de
la enzima. Sin embargo, tras la union de las benzbromaronas al
correspondiente sitio alostérico, el WPD-loop queda bloqueado en
su conformacion abierta de tal manera que, aunque permite que el

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

Durante la Gltima década, numerosos estudios computa-
cionales han pretendido arrojar luz al mecanismo de inhibicion alos-
térica, a las bases del disefio de inhibidores o a la dindmica del
bolsillo alostérico de PTP1B (16), (17), (14). Sin embargo, no existe
ningln tipo de estudio que trate las bases de selectividad entre
PTP1B y su homéloga mds cercana, la Proteina Tirosina Fosfatasa
de Linfocitos T (TCPTP). La inhibicién de esta dltima, con la que
PTP1B comparte mds de un 71% de identidad, conduce a efectos
adversos indeseables como la destruccion de la médula ésea, y pro-
cesos de eritropoyesis y linfopoyesis aberrantes (18). Ademds, 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 dias, 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 farmacologia, biologia y bioquimica estructural, el
disefio de farmacos y la quimica bioldgica (20). Mds en concreto, los
estudios de dindmica molecular y el cdlculo de energia libre han
sido aplicados con éxito al estudio de la catdlisis enzimdtica (21), la
resistencia a fdrmacos (22), (23), el disefio de farmacos (24), (25),
o la mds novedosa farmacologia de sistemas (26).

Figura 2. A) Estructura tridimensional de PTP1B (Entrada del PDB:10EM) B) Ampliacion de la estructura sitio alostérico
descrito por Wiesman y colaboradores cuando no presenta inhibidor
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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 obtencion de nuevos far-
macos y mejor comprension de la funcion de ambas proteinas a nivel
molecular, se planted 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 dindmica molecular ddsica y cdl-
cwlo de energia libre con el fin de explicar su selectividad y asentar
las bases para el futuro el disefio de inhibidores selectivos hacia
PTP1B.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Modelado por homologia

Dado que no existen estructuras tridimensionales de inhibi-
dores alostéricos con la hélice o7 resuelta se hizo necesario utilizar
técnicas de modelado por homologia. Para la construccion de los
modelos se emplearon las estructuras depositadas en el Protein Data
Bank (PDB) como 1748 y 1L8K para PTP1B y TCPTP, respectiva-
mente. Para incorporar las estructuras no resueltas de la hélice o7
en ambas proteinas y el loop .6 en 1L8K, se empled un método
descrito en la bibliografia previamente con el fin de crearlas con el
WPD-loop abierto (27). Junto a estas estructuras se utilizé la PTP1B
completa y con el WPD loop cerrado 2F6F. Del mismo modo, se uti-
lizo el ligando BB2 presente en 1748 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 grdfica de
usuario del programa Modeller9.2 en UCSF Chimera1.13 (ver ma-
terial complementario) (28) . Los modelos mejor posicionados segin
su puntuacion en la funcion Z-DOPE de Modellertueron selecciona-
dos y sometidos a una inspeccion visual para ajustar aquellos rotd-
metros peor posicionados. El estado de protonacion de la proteina
se investigd empleando el servidor H+ + (29), a continuacion,
tanto el modelo como la red de enlaces de hidrdgeno se comprobd
y optimizd 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 dindmica molecular
Las simulaciones de dindmica molecular se llevaron a cabo
empleando la suite de programas Amber 16 junto con AmberTools
16 (31). La proteina se describio empleando el campo de fuerzas
ff14SB, mientras que para el ligando se utilizo GAFF. Las cargas de
este Gltimos se asignaron empleando el modulo Antechamber y
ajustdndolas a un nivel tedrico AM1-BCC. Ambos complejos se sol-
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vataron en un cubo de moléculas de aguas TIP3P de 12 A de tamagio
de lado y se adicionaron 5 iones de sodio con el fin de neutralizar
el sistema empleando el modulo Leap de AmberTools. A continua-
(ion, se paso a la fase de preparacion del sistema por pasos: mini-
mizacion de los hidrogenos, minimizacion de las moléculas de
disolvente, minimizacion del sistema completo (aplicando un po-
tencial de restricciones de 5 keal/mol en los C,, de la proteina), co-
lentamiento hasta los 300 K durante 20 ps con las mismas
restricciones, equilibrado durante 100 ps a 300 K (manteniendo
constante el ndmero de particulas, temperatura y volumen) y equi-
librado, liberando las restricciones posicionales gradualmente du-
rante 100 ps (manteniendo constante temperatura, volumen y
presion). Tras esta dltima fase de equilibrado, se pasé a la produc-
cion de dos réplicas para cada sistema de dindmica molecular cldsica
durante 25 ns, empleando un intervalo de integracion de 2 fs. La
produccion se llevé a cabo a través de GPUs utilizando el modulo
PMEMD.CUDA implementado en Amber. Los cdlculos requirieron 7
dias para completar cada una de las réplicas. Todos los sistemas se
simularon por duplicado empleando las condiciones de limite pe-
riddico, y aplicando el método de Ewald para tratar las interacciones
elecrostdticas de corto alcance con un limite de 8 &. Asi mismo, se
empled el algoritmo SHAKE (32) en todos los enlaces en los que
participan dtomos de hidrageno con el fin de simplificar los cdlculos
durante la dindmica. Las trayectorias de la dindmica molecular se
analizaron empleando el software Cpptraj, VMDy Chimera.

2.3. Cdlculos con WaterSwap

Para el cdlculo de la energia libre se empled el programa ba-
sado en el método de Montecarlo, WaterSwap (33). Las estructuras
empleadas para llevar a cabo estos cdlculos procedian de los 15 ns
de dindmica cuando el sistema se encontraba en equilibrio termo-
dindmico. Los cdlculos se llevaron a cabo en el modulo implemen-
tado en el paquete de programas Sire, utilizando los mismos datos
de topologia y pardmetros generados para la dindmica molecular
(Amber ff14SB). La energia libre de unién absoluta se calculd me-
diante el método de integracion termodindmica de réplica de inter-
cambio, a lo largo de 16 ventanas de transformacion
ligando-moléculas de agua. Todos los cdlculos requirieron de 7 dias
para ser completados. Las energias finales se obtuvieron utilizando
el script de Python freenrg, también presente en la suite Sire.

3. DISCUSION Y RESULTADOS

3.1. Modelado por homologia
Para llevar a cabo el estudio con la benzbromarona BB2, se
hizo necesario el uso de técnicas de modelado por homologia que
permitiesen predecir las estructuras tridimensionales de ambas en-
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Figura 3. A) Bolsillo alostérico de PTP1B modelada. B) Bolsillo alostérico de TCPTP modelada.

zimas. Las entradas depositadas en el PDB co-cristalizadas con in-
hibidores alostéricos, carecen de la hélice 0.7 como consecuencia de
|la alta movilidad que presenta esta hélice tras la union del inhibidor
y que imposibilita su resolucion por técnicas convencionales de cris-
talografia de rayos X. Por otro lado, la dnica estructura disponible
de la TCPTP (1L8K) carece también de esta hélice y presenta una
baja resolucion. Es por esto por lo que se hizo necesario recurrir al
modelado por homologia para obtener estructuras tridimensionales
completas y de buena calidad de ambas enzimas. Para generar los
modelos se utilizo el método descrito por Shinde y colaboradores
(27), empleando como moldes para el modelado las estructuras cris-
talinas de PTP1B con el bucle catalitico abierto, 1T48, y con la hélice
o7 resuelta, 2F6F. En el caso de la TCPTP se utilizo 1L8K. Superpo-
niendo los moldes con las correspondientes secuencias de ambas
proteinas extraidas 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
widadosa. Las estructuras generadas obtuvieron una puntuacion 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 paso a llevar a cabo una inspeccion
visual de las estructuras generadas. En primer lugar, la observacion
del sitio alostérico modelado para ambas enzimas permitio tener
una idea de la geometria de este. Como se puede comprobar en la
Figura 3, el sitio alostérico estd constituido por una cavidad com-
prendida entre las hélices o3, a6 y ou7, con un cardcter altamente
hidrofdbico debido a la naturaleza de los aminodcidos que lo cons-
tituyen.

A pesar de la gran similitud entre los bolsillos alostéricos de
ambas enzimas, hay algunas diferencias bastante resefiables: por
un lado, el residuo de Phe280 de la PTP1B se encuentra sustituido

por una cisteina que en la secuencia de TCPTP ocupa la posicion
278. Esto es una diferencia bastante notable puesto que la natura-
leza y tamano de estos aminodcidos es bastante distinta. Algo si-
milar ocurre con la Val287 que pasa a ser una ocupada por la 1le284
de TCPTP. Asi 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 hidréfo-
bos, el de la TCPTP presentaria un cardcter mds polar y mayor ta-
mafo por la presencia del residuo de cisteina en lugar de
fenilalanina.

3.2. Dindmica molecular

Con el fin de profundizar en el proceso de inferaccion entre
BB2 y ambas fosfatasas, se llevaron a cabo experimentos de dind-
mica molecular entre los complejos ligando-enzima. La geometria
inicial de los complejos se obtuvo, en el caso de la PTP1B, directa-
mente del cristal, y en el caso de la TCPTP por superposicion del li-
gando BB2 durante la fase de modelado. Un primer vistazo a las
geometrias iniciales permite revelar las claves de la interaccion,
como se puede comprobar en la Figura 4.

Las benzbromaronas se asientan en la cavidad alostérica es-
tableciendo numerosos contactos hidrofdbicos con residuos de gli-
cing, isoleucina y el esqueleto carbonado de la proteina. Se pueden
diferenciar dos enlaces de hidrdgeno 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 —NH,; 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 hidrofdbicos se le
unen fuertes interacciones de tipo apilamiento-Tt que establece el
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Figura 4. Geometrias iniciales de los complejos BB2-enzima para la dindmica molecular (izquierda PTP1B y derecha TCPTP).
Los enlaces de hidrogeno entre la Asn193/194 y el Glu 276/274 se encuentran marcados como lineas azules

esqueleto de benzofurano de BB2 con los anillos aromdticos de los
residuos Phe196, Phe280 y Trp291 de la PTP1B. En el caso de la
TCPTP estos contactos se mantienen a excepcion del apilamiento-1t
paralelo de la Phe280, ya que en esta posicion se encuentra la
Cys278. La pérdida de este apilamiento podria ser una de las causas
que contribuyese negativamente a su union a la TCPTP (IC;, =129
M) favoreciendo por tanto la selectividad del compuesto (6 veces
mds selectivo sobre la PTP1B, IG5, = 22 uM) (13).

Las técnicas de dindmica molecular convencional permiten si-
mular con un alto grado de exactitud los complejos ligando-proteina
en condiciones que simulen el ambiente bioldgico (presencia expli-
dita de disolvente y de iones para fijar el pH y fuerza i6nica) 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 dto-
mos del sistema (para eliminar geometrias forzadas y contactos
demasiado cercanos), éste se calentd gradualmente hasta 25 °C, se

hizo una pequefia fase de equilibrado para reestablecer la densidad
y se paso a la fase de produccion, donde se generan los resultados
de la dindmica que se analizan y comentan durante la discusion.

Uno de los pardmetros mds empleados para evaluar la esta-
bilidad de los complejos es el cdlculo de la desviacion cuadrdtica
media (RMSD) a lo largo del tiempo de las trayectorias generadas.
Este pardmetro representa las fluctuaciones de la posicion de los
dtomos de distintos elementos, como el esqueleto proteico, compa-
randola con la conformacion inicial a lo largo de la simulacion. Su
monitorizacion nos permite comprobar si el sistema ha alcanzado
el equilibrio (se mantiene estable), o, por el contrario, continda evo-
lucionando en el espacio conformacional en bisqueda de estados
termodindmicamente mds 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 dindmica, cuando los valores de RMSD presentan menor

PTPIB

~—Réplica | ===Réplica 2 =—=Promedio

tiempo (ns)

TCPTP

———Replical =——Replica2 =——Promedio

0 5 10 15 20 25
tiempo (ns)

Figura 5. Evolucion del RMSD a lo largo de la dindmica molecular para el complejo BB2-PTP1B (izquierda) y BB2-TCPTP (derecha).
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fluctuacion y se mantienen sin grandes incrementos. No obstante,
se pueden encontrar pequeas diferencias si se estudia el valor
medio a lo largo de toda la dindmica para ciertas partes de la pro-
teina. Tal y como recoge la Tabla 1, los valores de RMSD correspon-
dientes a los dtomos del soluto (proteina-ligando) son superiores
en ambos pares de réplicas para la TCPTP, lo que sugiere una menor
estabilidad del complejo y ademds mayor flexibilidad. Lo mismo se
puede deducir de los valores obtenidos para los carbonos alfa del
esqueleto peptidico. Ademds, atendiendo a la movilidad del bucle
catalitico de ambas fosfatasas (WPD-loop), se puede observar que
en el caso de la TCPTP estos valores son ligeramente superiores
comparados con su homdloga. Este hecho sugiere que el bucle no
se encuentra estabilizado en la conformacion abierta (catalitica-
mente inactiva) de la que se parte en ambas dindmicas. Esta posicion
queda fijada tras la union del inhibidor alostérico, sin embargo, en
ausencia de éste, el bucle tiende a moverse entre la conformacion
abierta y la cerrada (34) (cataliticamente 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-
mulacién de dindmica molecular

PTPIB TCPTP
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 1 Réplica 2
Complejo | 293 =03 232021 | 312033 | 347048
(a 24 +042 166022 | 228035 [ 278051
WPD-loop | 129 029 | 133+025 | 144027 | 157027

Dado que el estudio general del RMSD del complejo parece
sugerir una menor estabilidad en el caso de la TCPTP, se decidio
analizar por separado este valor para los dtomos pesados (distintos
de hidrdgeno) que forman la benzbromarona BB2.

Como se puede observar en la Figura 6, el ligando no solo
presenta un valor bastante mds alfo en el caso de la TCPTP (2,18 A
de media en ambas réplicas frente a 0,63 de PTP1B), sino que ade-
mads fluctda mds en el interior del bolsillo, lo que se observé durante
la visualizacion de las trayectorias de la dindmica. Este fenomeno
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se debe a la ausencia de la interaccion correspondiente a la Phe280
(sustituida por un residuo de cisteina en la TCPTP), y a un apila-
miento-7T paralelo que mantiene mucho mads fijo el ligando en el
caso de PTP1B. El andlisis de estos valores de RMSD parece estar
de acuerdo con la actividad experimental observada, lo cual supone
una validacion del método teorico.

La pérdida de estabilidad del complejo TCPTP también se
puede constatar midiendo las distancias entre los dtomos que par-
ticipan en el enlace de hidrageno entre el carbonilo de BB2 y el re-
siduo de asparagina presente en ambas proteinas.

Para el andlisis de este enlace de hidrégeno se tomaron como
limites una distancia de 3.5 & y un dngulo de relajacion enire los
pares de dtomos participantes de 30 °C.

Tal y como se puede observar en la Figura 7, a pesar de que
el enlace de hidrogeno se mantiene dentro de la distancia estandar
durante la mayor parte de la dindmica 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 mds
abundantes y frecuentes alcanzando distancias superiores a 3,5 Ay
por tanto incompatibles con la existencia de un enlace de hidrageno.

Este hecho se debe a que BB2 presenta una mayor movi-
lidad dentro de la cavidad de TCPTP por la falta de la interaccion
de apilamiento extra con la fenilalanina que lo mantendria mds fijo
tal y como previamente fue observado. Este hecho da lugar a una
distorsion en la geometria y posicion carbonilo de BB2 con respecto
a la asparagina, dificultando asi la formacion de un enlace de hi-
drégeno.

Si bien, durante el transcurso de la simulacion de dindmica
molecular estos fueron los enlaces de hidrogeno mds estables, no
fueron los Gnicos. El grupo carbonilo de BB2 es capaz de establecer
eventualmente interacciones con el NH del Trp291PTPIB o
Trp279TCPTP. Sin embargo, esta interaccion es mucho menos esta-
ble, y a ella se le une un enlace de hidrageno temporal entre el
grupo SO, de la sulfonamida (a través del dtomo de oxigeno) que
se puede establecer con los NH del esqueleto peptidico de la prote-
ina. Junto a estos, se les unen enlaces de hidrageno con una persis-

3,5
w18 Réplical

0 5

1B Réplica 2

TCRéplica 1 e T( Réplica 2

15 20

tiempo (ns)

Figura 6. Evolucién de los valores de RMSD de BB2 a lo largo de la dindmica molecular tanto para la PTP1B (azul) como TCPTP (rojo)
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Figura 7. Monitorizacion a lo largo del tiempo de la distancia entre el oxigeno carbonilico de BB2 y el NH de la asparagina: Arriba PTP1B, abajo TCPTP

tencia menor al 2% que ocurren en momentos concretos de la di-
ndmica molecular. No obstante, el nimero fotal de enlaces de hi-
dragenos establecidos a lo largo del tiempo por el ligando en ambos
complejos también presenta diferencias.

En la Figura 8 se muestra el ndmero tofal de enlaces de hi-
drogenos que es capaz de establecer BB2 con su proteina a lo largo
del tiempo en una replicada de cada sistema. Como se puede ob-
servar existen dos enlaces de hidrogeno 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 hidrdgeno con ofros grupos funcionales. Se
puede observar que existe una mayor poblacion de enlaces de hi-
drogeno en el caso del complejo BB2-PTP1B. Este hecho refleja la
mayor estabilidad del ligando dentro de esta proteina a diferencia
de TCPTP lo que a su vez se traduce en una menor afinidad por este

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

3.3. Cdlculo de energia libre

La afinidad de un farmaco por su diana estd intimamente re-
lacionada con la energia libre de union a la misma (AG) (35). Du-
rante los Gltimos afios, los quimicos y bioquimicos computacionales
han desarrollado numerosos algoritmos con el fin de determinar
este pardmetro, de gran ufilidad durante el proceso de desarrollo
de farmacos, especialmente en las campaias hit-to-lead (36). Del
mismo modo, el cdlculo de la energia libre de union 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
energia libre de union de BB2 hacia la PTP1B y TCPTP se decidio
emplear un método bastante novedoso conocido como WaterSwap
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Figura 8. Diagramas de nimero total de enlaces de hidrégenos establecidos a lo largo de la dindmica entre el ligando y PTP1B (A) y TCPTP (B)
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Figura 9. A) Aspecto tridimensional de BB2 durante la simulacion con WaterSwap. B) Moléculas de agua intercambiadas por BB2 durante la simulacién de WaterSwap

(33). Este algoritmo emplea coordenadas de reaccion para inter-
cambiar el ligando en el interior del sitio de union por un nimero
de moléculas de agua equivalente a su volumen (Figura 9).

Una vez intercambiados, se calcula la energia libre absoluta
a través de tres métodos distintos a lo largo del gradiente de coor-
denadas de reaccion: algoritmo de Bennets, integracion termodi-
ndmica (IT) y perturbacion de energia libre (PEL). A lo largo de las
coordenadas de reaccion se emplean ademds movimientos de Mon-
tecarlo que permitan tener en cuenta la flexibilidad del sistema y
promediar los gradientes de energia libre. Cuando los tres valores
son similares, la simulacion de WaterSwap ha encontrado la con-
vergencia en las coordenadas de reaccion y se puede fomar la media
de ambos como valor de energia libre absoluta.

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

WATERSWAP PTP1B TCPTP
Bennetts -15,65 -3,64
PEL -13,9 -4,99

IT -15,65 -3,29

AG Media -15,06 -3,97

Como se puede observar en la Tabla 2, la simulacion 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
keal/mol, respectivamente). Resulto 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 AG estdn cercanos
a las -15 keal/mol, siendo valores acordes a un proceso de union
favorable y de un ligando de potencia media. En el caso de la TCPTP,
los valores son mucho peores (-3,97 keal/mol). Esto quiere decir
que el proceso de union de BB2 hacia la TCPTP no es favorable ter-
modindmicamente por lo que la afinidad por esta es muy baja, lo
cual es acorde a los valores experimentales de ICs. Este hecho lo

explica la falta del contacto hidrofdbico y del apilamiento 17 que
proporciona el residuo Phe280 de la PTP1B. La presencia de cisteina
y serina en TCPTP da lugar a un aumento en el tamaiio de la cavi-
dad (343 A% en comparaci6n con los 227 & de la PTP1B) que en
condiciones normales estd ocupada por moléculas de agua. La inter-
accion con la Phe280 de la PTP1B juega un papel clave, ya que per-
mite compensar la pérdida de entropia por desolvatacion del
receptor con la contribucion entdlpica a la energia libre de union
que proporciona el apilamiento-77 de los anillos aromaticos e inter-
acciones de Van der Waals.

Si se estudia la contribucion energética de los residuos que
rodean el ligando se pueden observar cdmo se cumple esta hipote-
sis.

Tal y como se muestra en la Figura 10 el cambio del residuo
Phe280 por Cys278 supone una pérdida de la energia de union de
casi 2 keal/mol completas, confirmdndose una vez mds la impor-
tancia de este residuo. Ademds, la falta de esta interaccion supone,
como se comento anteriormente, una pérdida de la estabilidad del
ligando en el bolsillo de union. Este efecto se observa en cdmo al-
gunos aminodcidos contribuyen en menor medida a la energia de
union en el caso de la TCPTP como por ejemplo la serina o incluso
el triptofano. La mayor movilidad que presentan ahora estos ami-
nodcidos tiene como consecuencia una mayor dificultad para la des-
olvatacion del sitio de union y reemplazar las moléculas de agua
por BB2. Cabe destacar que el residuo de Glu a pesar de presentar
un enlace de hidrogeno estable durante la dindmica no presenta
una energia libre de unid favorable. Esto puede deberse a que se
encuentra muy cercano al anillo de benceno del ligando y la desol-
vatacion del mismo no estd muy favorecida a pesar de que luego se
establezca un enlace de hidrageno.

Teniendo en cuenta todos estos resultados, se podria formular
un modelo farmacoforico que permitiese disediar inhibidores poten-
tes y selectivos de PTP1B (Figura 11). Bdsicamente este farmacdforo
lo constituiria un ndcleo de anillos aromdticos bien carbo o hetero-
ciclicos responsables del apilamiento-mt paralelo con la Phe280.
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Figura 10. Contribucion energética por residuo a la union de BB2 en aminodcidos seleccionados de PTP1B y TCPTP

Estos deberian estar unidos en la disposicion adecuada al aceptor
de enlace de hidrogeno necesario para interactuar con el residuo
de Asn193. A estos puntos se le uniria un donador de enlace de hi-
drdgeno situado fuera de este plano a 4 A y 34° capaz de interac-
cionar con el residuo de Glu274, preferiblemente un grupo
sulfonamida por su geometria. Finalmente, este deberia estar unido
a otro anillo aromatico capaz de interactuar por apilamiento-77 en
forma de T con el residuo de Phe280.

4. CONCLUSIONES

Desde su descubrimiento hasta nuestros dias, numerosos gru-
pos de investigacion han intentado desarrollar farmacos inhibidores
de PTP1B al tratarse de una de las dianas mds prometedoras para
el tratamiento de la DM Il. El fracaso de la mayoria de estos fdr-
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 disefio racional
de fdrmacos y mds en concreto las técnicas computacionales hoy dia
son cruciales en la identificacion de nuevas moléculas con potencia
farmacoldgico se ha planteado un estudio tedrico sobre la selectivi-
dad de los inhibidores alostéricos entre PTP1B y TCPTP. Las técnicas
de dindmica molecular y cdlculo de energia libre han permitido pro-
poner una hipotesis solida acerca de la selectividad entre ambas
proteinas. Los modelos asi generados han demostrado una mayor
estabilidad de la PTP1B frente a la TCPTP lo cual estd en acorde a
los valores experimentales de ICs; y valida esta aproximacion.

La afinidad de un fdrmaco por su diana viene determinada
por el ndmero de interacciones totales que establece con la misma.
Este estudio demuestra como 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 hidrogenos 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 11. A) Modelo farmacoférico para inhibidores alostéricos y selectivos de PTP1B. B) Superposién del modelo y BB2, en la que
se muestran las interacciones aromdticas (verde), aceptoras (roja) y donadoras (azul) de enlace de hidrégeno y su proyeccion geométrica
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de BB2 por TCPTP. Mds en concreto, nuestras simulaciones han re-
velado como 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-77 y ademds contribuye a la
energia libre de union y por tanto a la afinidad de forma decisiva.
Si bien, los enlaces de hidragenos son de las interacciones intermo-
leculares mds fuertes, el anormal enforno hidrofébico del bolsillo
alostérico parece favorecer mucho mds las interacciones de cardcter
apolar y aromdticas, acusando la repercusion que tiene el residuo
de Phe280 en PTP1B.

La combinacion de estas dos aproximaciones computacionales
no solo ha servido de base para hacer una propuesta sélida acerca
de esta selectividad y generar un modelo cualitativo, sino que podrd
utilizarse para el disefio de nuevos inhibidores puesto que ha de-
mostrado, y especialmente los cdlculos de energia libre, ser capaz
de discernir las diferencias y los determinantes que hacen que esta
union 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 bioquimicos a nivel molecular. Asi pues,
este estudio también abre una puerta para el disefio racional de
farmacos dirigidos a esta diana y que presenten la selectividad su-
ficiente para progresar en ensayos clinicos.
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8. MATERIAL COMPLEMENTARIO

Alineamiento de las secuencias generado con el programa
Modeller durante el proceso de modelado por homologia.

P17706 . .MPTTIERE FEELDTQRRW QPF|L[YILETRINE SHDYPHRVAK FPENEF
8 . . .MEMEKE FEQIDKSGSW AAIYQDIRHE ASDFPCRVAK LPKNE
@FBF ALEFMEMEKE FEQIDKSGSW AAIYQDIRHE ASDFPCRVAK LPKNF
B8 . [MPTTIERE FEELDTQRRW QPLYLEIRNE SHDYPHRVAK FPENF
TC-PTP . .MPTITIERE FEELDTQRRW QPIL[YILETRINE SHDYPHRVAK FPENF
51 61 71 81 91
P17706[RDVISP YDHSR VIKILQNAEINDY [INASLVDIEE AQRSY[TLTQ LPN]
148 ROVSPFDHSR IKLHQEDNDY [NASLIKMEE AQRSYILTQ LPN
@FBFE RDVSPFDHSR IKLHQEDNDY |NASLIKMEE AQRSYILTQ LPNI
LBk RDVSPYDHSR VKLQNAENDY INASLVDIEE AQRSYILTQ LPN]
TC-PTP[RDVISPYDHSR VIKILQNAEINDY [INASLVDIEE AQRSY[ILTQ LPN1
1M 121 131
E

101 141
P17706[LMVWQQKTKA VVMLNRIVEK ESVKCAQYWP . TDDQEMLFK ETGFE
148 EMVWEQKSRG VVMLNRVMEK CSLKCAQYWP QKEEKEMIFE DTNL}
@FBF EMVWEQKSRGC VVMLNRVMEK GSLKCAQYWP QKEEKEMIFE DTNLF
fE8K LMVWQQKTKA VVMLNRIVEK ESVKCAQYWP .TDDQEMLFK ETGFS
TCPTP[LMVWQQKTKA VVMLNRIVEK ESVKCAQYWP .TDDQEMLFK ETCFE

151 161 171 181 191
P17706[ED[VKSYY[T]VH [LLQLENINSG E[TRTISHFHY] TIWPDFGVPE SPASH
f48 EDIKSYYTVR QLELENLTTQ ETREILHFHY TTWPDFGVPE SPASH
@FBE EDIKSYYTVR QLELENLTTQ ETREILHFHY TTWPDFGVPE SPASH
fEBK EDVKSYYTVH LLQLENINSG ETRTISHFHY TIWPDFGVPE SPASH
TC-PTPEDVKSYY[TIVH [LLQLENINS ETRTISHFHY TAOWPDFGVPE SPASH

201 1 221 231 241
P17706[KVIRESGSLNP DH AG IGR[SIGTES _LVDTCLVLME KGDD
48 KVRESGSLSP EHGPVVVHCS AGIGRSGTFC LADTCLLLMD KRKD
@FF KVRESGCSLSP EHGPVVVHCS AGIGRSGTFC LADTCLLLMD KRKD
HE8K KVRESGSLNP DHGPAVIHCS AGIGRSGTIFS LVDTCLVLME KGDD
TCPTP[KVIRE[SGSLNP DH AG IGR[SJG[TFS_LVIDTCLVLME| KGD[D

251 261 27 281 291
P17706 KQVLLNMRKY RMc[CIQTPD[Q LRFSYMAI I E AKC]IKGDSS [IQKRV
148 KKVLLEMRKF RMCLIQTADQ LRFSYLAVIE GAKFIMCDSS vaplav
@F6F KKVLLEMRKF RMCLIQTADQ LRFSYLAVIE CAKFIMGCDSS vaDav
f8K KQVLLNMRKY RMGLIQTPDQ LRFSYMAIIE GAKCIKCDSS TQKRV
TC-PTP[KQVLLNMRKY RMc[LIQTPDQ LRFSYMAIIE KC[TKGDSS [1QKRV
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