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RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica multifactorial generada por un desorden
metabolico, cuyas consecuencias derivan de la hiperglicemia, la cual resulta generalmente por
una disfuncién en la produccion o utilizacion eficaz de insulina. Dentro de los tipos de diabetes
descritos, la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2 o DT2) es el tipo para el cual se registra el mayor
namero de casos diagnosticados a nivel mundial (entre 90 — 95 %), haciéndose mas frecuente en
adultos jévenes, adolescentes e incluso nifios.

Aunque existen opciones farmacoldgicas disponibles para el tratamiento de la DMT2
dirigidas a distintos blancos moleculares, como la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), receptor de
acidos grasos libres-1 (FFAR1), receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), a-Glucosidasa,
entre otros; algunos de ellos producen efectos secundarios no deseados que pueden resultar en
alteraciones metabdlicas perjudiciales, como la hipoglicemia y aumento de peso. Adicionalmente,
tampoco existe una alternativa terapéutica que minimice las complicaciones crénicas secundarias
gue comprometen la calidad y expectativa de vida de los pacientes.

Uno de los blancos farmacolégicos ampliamente validados para la intervencion terapéutica
de la DMT2 es la enzima proteina tirosina fosfatasa (PTP1B). La funcién de esta enzima como
regulador negativo de la via de sefalamiento de insulina y leptina la convierte en un componente
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, control de apetito, y
regulador metabdlico en general. A nivel estructural, la PTP1B esta constituida por 435 residuos
de aminoacidos (~50 kDa) distribuidos en tres dominios: un dominio catalitico N-terminal
(PTP1B1.300), Una region reguladora (PTP1B30;.400) intrinsicamente desordenada, y un dominio C-
terminal (PTP1B401.435) de localizacion celular (reticulo endoplasmatico o mitocondria).

El disefio de un inhibidor clinicamente aceptable de la PTP1B supone ciertos retos. No
obstante, se han identificado principalmente cuatro estrategias de inhibicion de la enzima:
competitiva, no competitiva, bidentada, y silenciamiento genético. Exceptuando el silenciamiento
genético, todas estas estrategias implican la interaccién del ligando con sitios especificos del
dominio catalitico (N-PTP1B;30) y de la region reguladora (C-PTP1B3p1.400) de la PTP1B. Sin
embargo, la forma de la enzima empleada en la mayoria de estudios enzimaticos vy
computacionales, comprende Unicamente el dominio catalitico (PTP1B;.zq0).

Para obtener mayor informacién sobre los mecanismos de inhibicion de la PTP1B y la
influencia de las regiones estructurales de la enzima sobre su actividad; la estrategia
metodolbgica propuesta en este trabajo incluye ensayos in vitro y andlisis in silico. Ambos
realizados con el dominio catalitico y la region reguladora de la enzima. Los ensayos in vitro
incluyen la construccion y purificacion de tres sistemas de expresion de la PTP1B: PTP1B; gs,
PTP1B1.3: Y PTP1B1.400; €nsayos de actividad (con PTP1B;.,gs Y PTP1B,.351) Y Cinética enzimatica
(con PTP1Bi400) con 17 compuestos derivados del acido glicirretinico (AG) (ensayados por
primera vez), y compuestos con efecto inhibitorio conocido (AC, AU y SUR) sobre la PTP1B. El
andlisis in silico comprende el modelamiento de la PTP1B;40, cribado virtual basado en
estructura, y acoplamiento molecular. De las tres formas de la enzima evaluadas en el ensayo de
actividad, la PTP1B;.49 fue la Unica forma inhibida por los derivados del AG, cuyo mecanismo de
inhibicion fue de tipo acompetitivo. Los valores de ICs, del AU y SUR indican que la inhibicién es
entre tres y cuatro veces mayor con la PTP1B;40 que con la PTP1B;,s5 0 PTP1B; 3. La
diferencia de actividad observada entre las tres formas de la PTP1B sugiere que la presencia de
la regién reguladora de la enzima puede ser determinante para su inhibicion.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a multifactorial chronic disease generated by a metabolic disorder
whose consequences derive from hyperglycemia, generally resulting from a dysfunction in insulin
production or effective use. Within the types of diabetes described, type 2 diabetes mellitus (T2DM
or T2D) is the type for which the highest number of diagnosed cases is recorded worldwide
(between 90 - 95%), becoming more common in young adults, adolescents, and even children.

Although there are pharmacological options available for the treatment of T2DM that target
different molecular targets, such as dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4), free fatty acid receptor-1
(FFAR1), G protein-coupled receptors (GPCRs), a-Glucosidase, among others; Some of them
produce unwanted side effects that can result in harmful metabolic alterations, such as
hypoglycemia and weight gain. Additionally, no therapeutic alternative minimizes secondary
chronic complications that compromise patients' quality and life expectancy.

One widely validated pharmacological target for therapeutic intervention in T2DM is the
enzyme protein tyrosine phosphatase (PTP1B). The function of this enzyme as a negative
regulator of the insulin and leptin signaling pathway makes it a fundamental component for
maintaining glucose homeostasis, appetite control, and metabolic regulator in general. At a
structural level, PTP1B is made up of 435 amino acid residues (~50 kDa) distributed in three
domains: an N-terminal catalytic domain (PTP1B;.300), an intrinsically disordered regulatory region
(PTP1B3p1400), and a C-terminal domain (PTP1B4p1.435) of cellular localization (endoplasmic
reticulum or mitochondria).

Designing a clinically acceptable PTP1B inhibitor remains a challenge. However, four main
enzyme inhibition strategies have been identified: competitive, non-competitive, bidentate, and
genetic silencing. Except for genetic silencing, all these strategies involve the interaction of the
ligand with specific sites of the catalytic domain (N-PTP1B;30) and the regulatory region (C-
PTP1B3p1400) Of PTP1B. Nonetheless, the enzyme form used in most enzymatic and
computational studies comprises only the catalytic domain (PTP1B1.3q0).

To gain more insight into the mechanisms of PTP1B inhibition and the influence of the
structural regions of the enzyme on its activity, the methodological strategy proposed in this work
includes in vitro assays and in silico analysis. Both are made with the catalytic domain and the
regulatory region of the enzyme. In vitro assays include the construction and purification of three
PTP1B expression systems: PTP1Bji.gs, PTP1Bi3:;, and PTP1Bj4q0; activity assays (with
PTP1Bi.,ss and PTP1B;3;) and enzyme Kkinetics (with PTP1B;400) with 17 compounds-
glycyrrhetinic acid (GA) derivatives (tested for the first time), and compounds with known inhibitory
effect (chlorogenic acid (CA), ursolic acid (UA), and suramin (SUR)) on PTP1B. In silico analysis
includes PTP1B, 400 modeling, structure-based virtual screening, and molecular docking. Of the
three forms of the enzyme evaluated in the activity assay, PTP1B;1. 400 Was the only form inhibited
by GA derivatives, whose inhibition mechanism was uncompetitive. The ICs, values of UA and
SUR indicate that inhibition is three to four times greater with PTP1B; 490 than with PTP1B; 585 Or
PTP1B1.3,;. The difference in activity observed between the three forms of PTP1B suggests that
the regulatory region of the enzyme may be decisive for its inhibition.
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1. INTRODUCCION

En el marco epidemiolégico actual, la diabetes mellitus (DM) o diabetes es un problema de
salud publica y una de las cuatro principales enfermedades no transmisibles (ENT)' que afecta a
la poblacion mundial y requiere intervencion prioritaria [1-4]. Con base en el ultimo reporte de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (abril de 2023), la diabetes afecta a la poblacion
mundial, mayoritariamente las zonas rurales de los paises de bajo y mediano ingreso. Es una
causa importante de ceguera, insuficiencia renal, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio
y amputacion de miembros inferiores [5]. La prevalencia ajustada por edad en adultos indica que
es una enfermedad en constante aumento; de 4.7 % en 1980 ascendi6 a 8.5 % en 2014 [4]. De
no haber una debida intervencion, se estima que para el afio 2045 la poblacion afectada con
diabetes sera de al menos 700 millones de personas, lo cual representa un 51 % de incremento
respecto a la incidencia global actual [6]. De igual forma, es importante tener en cuenta que
sumado al costo econémico que representa para el sistema de salud de cada pais, la diabetes es
un problema que mas alla de ser individual, afecta también a las familias y a la sociedad [4].

Con base en la clasificacion actualizada de la DM publicada por la Asociacion Americana
de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) en 2021, existen principalmente cuatro tipos de
diabetes [7]. Entre ellos, los mas comunes son la diabetes mellitus tipo 1 (DMT1/DT1) y la
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2/DT2). La DMT2 representa el tipo de diabetes para el cual se
registra entre el 90 % y 95 % de los casos de diabetes a nivel mundial, y a pesar de ser mas
frecuente en adultos, el numero de adolescentes e incluso nifios afectados aumenta cada vez
mas. La DMT2 es un serio problema de salud publica que avanza de manera creciente, y se
asocia principalmente con cambios econémicos, culturales y sociales; cambios en la dieta, poca
actividad fisica y obesidad [5,7]. Esta ultima es su principal comorbilidad, y puede agravar o
incluso causar la resistencia a la insulina; ademas de afectar la calidad de vida e incrementar la
complejidad del problema [4].

Actualmente, las opciones terapéuticas disponibles para el tratamiento de la DMT2
consisten en estimular la produccién de insulina y potenciar su accién, asi como disminuir la
adiposidad, lipotoxicidad y produccién excesiva de glucosa hepdética [8,9]. Sin embargo, su
eficacia es inestable en el tiempo, puesto que producen efectos secundarios no deseados como
aumento de peso e hipoglicemia [8]. Tampoco existe un tratamiento que minimice las
complicaciones crénicas secundarias a largo plazo de la enfermedad (alteraciones en la micro y
macrovasculatura), lo cual compromete la calidad y expectativa de vida de los pacientes [8,10].

! Las ENT son la principal causa de enfermedad y muerte prematura evitable en el continente americano. Las cuatro ENT que
representan la mayor carga de enfermedad son: enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades respiratorias cronicas y
diabetes. Los factores de riesgo comunes de las ENT son: consumo de tabaco y alcohol, inactividad fisica, dieta poco saludable, y
factores bioldgicos asociados (hipertension e hiperglicemia) [2,4,246].
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Debido a la naturaleza multifactorial de la DMT2 y la variedad de blancos moleculares de
las rutas metabdlicas asociadas con su etiopatologia, no existe un objetivo farmacolégico
especifico que sugiera un tratamiento definitivo para esta enfermedad. No obstante, se han
identificado diversos blancos farmacoldgicos actuales y potenciales para su tratamiento, entre los
gue se encuentran la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), receptor de acidos grasos libres-1 (FFAR1),
receptores acoplados a proteinas G (GPCRSs), a-Glucosidasa, aldosa reductasa (ALR), glucégeno
fosforilasa (GP), proteina tirosina fosfatasa (PTP1B), entre otros [8].

La PTP1B es un blanco molecular ampliamente validado para el tratamiento de la DMT2 y
la obesidad (comorbilidad asociada) [11-14], principalmente por tres razones: (1) los cambios
fisiologicos generados por la inactivacion global y neuronal de la funcion catalitica de la enzima
evidencian disminucion de los principales sintomas de la enfermedad. Esto es; disminucién del
indice glicémico y adiposidad, resistencia a ganar peso, sensibilidad a la insulina y leptina [15—
21]; (2) la inhibicion de la PTP1B puede ayudar a prevenir las complicaciones secundarias a largo
plazo derivadas de la diabetes, como desoérdenes cardiovasculares, retinopatia, nefropatia,
neuropatia [8,10,17,22]; (3), la PTP1B puede ser la mejor opcion para favorecer la sensibilidad a
la insulina sin generar aumento de peso, tal como se ha observado con los agonistas del receptor
¥ activado por el proliferador del peroxisoma nuclear (PPARY) [21].

Debido a su funcion biolégica e importancia farmacolégica, la busqueda de inhibidores
selectivos y eficaces de la PTP1B ha sido objeto de investigacion a nivel mundial de mdltiples
laboratorios y grupos de investigacion académicos, incluyendo compafias farmacéuticas como
Aventis, Takeda, Wyeth, Abott, Novo Nordisk, Albert Einstein College of Medicine, entre otros. Sin
embargo, el descubrimiento y desarrollo de los compuestos mas cercanos a convertirse en
farmacos inhibidores de la PTP1B, ha sido suspendido en las fases clinicas | y Il debido a la
eficacia terapéutica limitada y efectos colaterales adversos asociados con la biodisponibilidad y
dosis de estos compuestos [11,12,21,23-26].

Aunque el desarrollo y descubrimiento de un farmaco inhibidor de la PTP1B supone varios
retos, la evidencia experimental in vivo, in vitro e in silico, ha permitido identificar cuatro
estrategias de inhibicion de la PTP1B con base en el mecanismo de accién y el sitio de union al
ligando. Estas estrategias son: (1) inhibicibn competitiva u ortostérica, que implica la unién del
ligando con el sitio activo de la enzima [27-35]; (2) inhibicion no competitiva o alostérica, que
implica la unién del ligando con el sitio alostérico [28,36—39]; (3) inhibicion bidentada, que implica
la unién del ligando con el sitio activo y sitios adyacentes a él [20,28,40—43]; y (4) silenciamiento
genético, a través de la utilizacion de oligonucledtidos anti-sentido (ASOs) [26,44—-47] y iRNA
[26,48].

La inhibiciébn competitiva, no competitiva y bidentada involucran la interaccion del ligando
con sitios especificos del dominio catalitico de la PTP1B (N-PTP1B1,.3q0) Y ciertos aminoacidos
con elementos de estructura secundaria presentes en la regiéon reguladora (C-PTP1Bs3o1.400). La
evidencia experimental indica que esta Ultima region influye en la actividad de la enzima
[12,49,50]. Sin embargo, debido a la naturaleza intrinsecamente desestructurada de la region
reguladora, los estudios de cristalografia de rayos X, y la mayoria de ensayos enzimaticos,
estudios estructurales y computacionales de inhibicién de la PTP1B, se han llevado a cabo con el
dominio catalitico de la enzima [36]. De ahi que, para profundizar y ampliar el conocimiento sobre
los mecanismos de inhibicién de la PTP1B, es crucial evaluar la influencia de la regién reguladora
sobre su actividad enzimética. Esta region reguladora contiene aminoacidos que constituyen
sitios especificos de unién al ligando que pueden conferir especificidad de sustrato [12] y ser
determinantes para la inactivacion de la PTP1B [50].
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Con el objetivo de obtener informacion detallada sobre los mecanismos de inhibicion de la
PTP1B y la influencia de las regiones estructurales de la enzima sobre su actividad; la estrategia
metodoldgica propuesta en este estudio comprende ensayos in vitro y predicciones in silico para
evaluar la actividad e interaccion proteina-ligando de la PTP1B en presencia de compuestos con
potencial efecto inhibidor. Inicialmente, el andlisis se hizo a partir de la comparacion de la
actividad enzimética de tres formas o construcciones de la PTP1B: dos que comprenden el
dominio catalitico (PTP1B1.,g5 Y PTP1B;.3»1) Y una que incluye la region reguladora de la enzima
(PTP1B;.400). Finalmente, los andlisis de cinética enzimatica se realizaron con la forma de la
proteina que comprende su regién reguladora (PTP1B1.40).
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2. MARCO TEORICO

2.1 Diabetes mellitus y su estado epidemioldgico actual

La diabetes mellitus, conocida también como diabetes, es una enfermedad cronica
multifactorial generada por un desorden metabdlico, cuyas consecuencias derivan de un aumento
cronico del nivel de glucosa en la sangre, conocido como hiperglicemia. Esta resulta
generalmente por una disfuncion en la secrecién y/o utilizacion eficaz de insulina producida por el
pancreas, aunque también puede originarse por alteraciones en el metabolismo de carbohidratos,
grasas y proteinas [4]. Los efectos a largo plazo de la diabetes incluyen perturbaciones del
sistema micro y macrovascular, lo cual afecta la funcién normal de distintos 6rganos y tejidos
como la retina (retinopatia), rifion (nefropatia), nervios periféricos (neuropatia), y el sistema
cardiovascular [2,4,8,10]. Adicionalmente, la diabetes esta asociada con un incremento del riesgo
de accidente cerebrovascular, enfermedad del higado graso no alcohdlico, disfuncién eréctil,
tuberculosis (entre otras enfermedades infecciosas) [4], ceguera, insuficiencia renal, infarto de
miocardio, y amputacion de miembros inferiores [5].

En México, la diabetes representa un serio problema de salud publica, siendo el mayor
reto que enfrenta el sistema de salud a nivel nacional. De acuerdo con el indice de competitividad
internacional del periodo 2018 — 2024, la diabetes, al igual que las demas ENT, es una de las
enfermedades con mayor prevalencia en los mexicanos [51,52]. Junto con la hipertensién y
obesidad, la diabetes es una de las enfermedades crénicas con mayor impacto en el pais, siendo
la tercera causa de muerte y discapacidad en el pais [53], y una de las 10 principales causas de
defuncion en el mundo [54]. Esto, ademas del deterioro de la calidad de vida de la poblacién,
supone una demanda econ6mica importante para las instituciones publicas de atencién en salud
(2.25 % del producto interno bruto anual) [55]. Con base en los resultados de la encuesta
nacional de salud y nutricion (ENSANUT), el nimero de personas con diabetes en México fue de
8.6 millones en 2018 [51]. Segun el reporte del Atlas de la diabetes de la Federacion Internacional
de la Diabetes (FID), en 2019 y 2021, ese numero ascendié a 12.8 [6] y 14.12 millones de
personas, respectivamente. Para 2030 y 2045 se estima que ese numero se eleve
aproximadamente a 17 y 21 millones, respectivamente [56].

2.2 Tipos de diabetes mellitus

El conocimiento de los tipos de diabetes es importante para una intervencion terapéutica
adecuada y oportuna [7]. Se han identificado varios tipos de DM. La ultima clasificacion de la
OMS en 2019 [4] define seis tipos®. La clasificacion actualizada de la ADA de 2021 reagrupa los
tipos de DM descritos por la OMS en cuatro categorias: (1) diabetes mellitus tipo 1 (DMT1/DT1),
causada por la destruccién autoinmune de las células 3 del pancreas, resultando en insuficiencia
total de insulina; (2) diabetes mellitus tipo 2 (DMT2/DT2), generada por disminucion progresiva de
la produccion de insulina, acompafada de resistencia a la misma; (3) tipos de diabetes mellitus

?En la actualizacién mas reciente de la clasificacién de la diabetes publicada en 2019, la OMS reconoce seis tipos principales:
Diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, formas hibridas de diabetes (e.g., DMT2 propensa a cetosis), otros tipos especificos de diabetes
(e.g,. Diabetes monogénica, desordenes endocrinos, entre otros subtipos), diabetes no clasificada, e hiperglicemia durante el
embarazo [4].
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causados por diversas causas, como el sindrome de diabetes monogénica (por ejemplo, diabetes
neonatal), enfermedades del pancreas exocrino (fibrosis quistica y pancreatitis), y la diabetes
inducida por farmacos o sustancias quimicas, como glucocorticoides; (4) diabetes gestacional,
diagnosticada en el segundo o tercer trimestre del embarazo. En general, las formas clinicas mas
comunes de la diabetes o diabetes mellitus son la DMT1 y la DMT2 [7,22].

2.3 Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)

Inicialmente conocida como “diabetes no insulinodependiente” o “diabetes del adulto”, la
diabetes mellitus tipo 2, denominada también diabetes tipo 2 (DT2), es el tipo de diabetes para el
cual se registra entre el 90-95 % de los casos diagnosticados de diabetes en el mundo. Aunque la
etiopatogenia de la DMT2 es multifactorial, se asocia principalmente con componentes
hereditarios (predisposicion genética o epigenética), diferentes grados de disfuncion de las
células B del pancreas, deficiencia de produccion de insulina —incluso durante el embarazo
(diabetes gestacional)- y resistencia periférica a la misma. Esta Ultima condicién, conocida como
resistencia a la insulina, esta relacionada a su vez con inflamacion, estrés metabdlico, y obesidad
[7]. Generalmente, la obesidad es la comorbilidad que acompafa a la DMT2, lo cual incrementa la
complejidad de la condicibn metabdlica y afecta la calidad de vida. La aparicion de la DMT2 se
puede evitar y sus consecuencias se pueden retrasar a través de la actividad fisica regular, dieta
balanceada, mantener un peso corporal normal, y evitar el consumo de tabaco [4]. Sin embargo,
es importante tener en cuenta que ciertos factores econémicos, culturales (grupos étnicos),
sociales, y demogréficos; pueden intervenir en la prevencion, desarrollo, evolucion, y tratamiento
de la enfermedad [2,4].

La DMT2, considerada como una “enfermedad de la civilizacién” [57], es un serio
problema de salud publica que avanza de manera creciente y constante en el tiempo, por lo que
requiere atencion prioritaria a nivel global. A pesar de ser una condicibn mas frecuente en
adultos, el riesgo, numero de personas, y prevalencia de la enfermedad en adultos jovenes,
adolescentes, e incluso nifios, se encuentra en continuo aumento [2—4,7]. Asimismo, la
distribucién de la enfermedad se hace cada vez mas extensa [6]. Segun las estimaciones
globales de la FID, 374 millones de personas tienen mayor riesgo de desarrollar DMT2 [6].

2.3.1 Tratamiento de la DMT2

El tratamiento de la DMT2 generalmente no requiere administracion de insulina, pero si de
la disminucién del nivel de glucosa en sangre (idealmente lo mas cercano posible a su nivel
normal) para prevenir complicaciones cronicas [4,8]. Si bien, una de las modalidades terapéuticas
para evitar la DMT2 consiste en su prevencion a través de habitos alimenticios saludables y la
practica de actividad fisica; una vez se presente la enfermedad, la medida mas efectiva para su
tratamiento es la administracion de medicamento.

Actualmente, existen diversos medicamentos comercialmente disponibles para el
tratamiento de la DMT2, como la Glimepirida [8], Glipizida [58,59], Rosiglitazona [59,60],
Pioglitazona [58-60], Glibenclamida, Metformina, Gliclazida [8,58,59], Acarbosa, Repaglinida,
entre otros [8,59]. Todos han mostrado disminuir eficazmente los niveles de glucosa en sangre,
estimular la producciéon de insulina y potenciar su accion, asi como también, disminuir la
adiposidad, lipotoxicidad y produccion excesiva de glucosa hepatica [8,9]. Sin embargo, su
eficacia es inestable en el tiempo, puesto que producen efectos secundarios no deseados como
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aumento de peso, hipoglicemia, nausea y fatiga, entre otros [8]. Sumado a lo anterior, no existe
un tratamiento que minimice las complicaciones crénicas secundarias a largo plazo de la
enfermedad, lo cual afecta la calidad y expectativa de vida de los pacientes. Las complicaciones
asociadas a la DMT2 comprometen el endotelio del sistema micro y macrovascular [22], alterando
la funcion normal de diversos 6rganos y tejidos, como la retina (retinopatia), rifion (nefropatia),
nervios periféricos (neuropatia) y sistema cardiovascular [8,10]. Estas alteraciones pueden causar
y aumentar el riesgo de otras enfermedades, como cataratas, glaucoma [8], insuficiencia cardiaca
[22], y accidente cerebrovascular [5,7].

2.3.2 Blancos moleculares implicados en DMT2

Debido a la naturaleza multifactorial de la DMT2 y a la variedad de blancos moleculares
implicados en las rutas metabdlicas asociadas con su etiopatogenia, no existe un objetivo
terapéutico especifico que sugiera un tratamiento definitivo para esta enfermedad. No obstante,
se ha identificado diversos blancos farmacolégicos plausibles para su tratamiento, tales como la
DPP-4, FFAR1, GPCRs, a-Glucosidasa, PPARY, ALR, receptor de glucagén (GCGr), GP,
cotransportador 2 sodio-glucosa (SGLT2), fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) y PTP1B,
entre otros [8]. A continuacion, se describe la relaciéon de cada una de ellos con la etiopatogenia
de la DMT2.

DPP-4: se asocia con deficiencia de los dos tipos de incretina secretadas por el tracto
gastrointestinal (GIP y GLP-1) que regulan la secrecién de insulina después de comer [8].

FFARZ1: interviene en la regulacién de la secrecion de insulina estimulada por glucosa en
las células B del pancreas [8].

GPCRs: especificamente GPR40, GPR119, GPR120 y GPR142, median la transduccion
de sefales internas implicadas en la secrecién de insulina e incretinas, a través de la deteccion
de moléculas de la superficie celular [8].

a-Glucosidasa: cataliza la hidrolisis y digestion del glucégeno para favorecer no solo la
absorcion de carbohidratos consumidos en la dieta, sino también el plegamiento y maduracién de
glicoproteinas [8].

PPARs: son importantes en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, asi
como también en la regulacion de la diferenciacion y expansion celular [8].

PPARY: contribuye en la homeostasis de la glucosa, induciendo la expresion y
traslocacion del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4), causando disminucion de los niveles de
glucosa en sangre, supresiébn de la glucogénesis en el tejido hepéatico, aumento en el
almacenamiento de lipidos y entrada de glucosa en el tejido muscular [8].

ALR: es considerada un blanco molecular aceptable para el tratamiento de las
complicaciones causadas por la DMT2 ligada a la acumulacion tisular de sorbitol, a su vez
generada por deficiencias en su metabolismo y baja penetracion [8].

GCGr: participa en la regulacion de la tasa de produccién de glucosa hepatica. Su funcion
esta ligada a su interaccion con el glucagén, su ligando endégeno. La accién conjunta del
glucagon y la insulina controla la homeostasis y metabolismo de la glucosa. La activacion del
GCGr por su ligando promueve la glucogendlisis y gluconeogénesis, lo cual incrementa la
disponibilidad de glucosa en sangre [8]. Ademas, el GCGr modula la lipogénesis hepatica y la
sintesis de colesterol [61].
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GP: participa en el control glicémico, favoreciendo la glucogendlisis y la movilizacion de
glucosa a nivel celular. La funcién de esta enzima esta vinculada a las isoformas tisulares [8] en
las cuales predomina su expresion, esto es, musculo (GPm), higado (GPh) y cerebro (GPc). La
funcion de las tres isoenzimas de la GP est4 regulada por la demanda local de energia intra y
extracelular [62]. La GPm esta asociada con la provision de energia para la contraccién muscular
[62,63]; la GPh esta implicada en la liberacion de glucosa en la circulacion sistémica; y la GPc
interviene en el aprovechamiento local del glucogeno para abastecer las necesidades energéticas
de las neuronas, protegiéndolas del estrés causado por hipoxia e hipoglicemia [62].

SGLT2: controla en aproximadamente un 90 % la reabsorcion de la glucosa filtrada por el
glomérulo renal [64,65].

PEPCK: estimula la produccién vy liberacion de glucosa hepatica a partir del metabolismo
de los aminoacidos derivados del piruvato [8].

PTP1B: ha sido ampliamente validada como un elemento clave en la homeostasis de la
glucosa y el mecanismo molecular de resistencia a la insulina y leptina. En adicién a su funcion
metabdlica, la PTP1B modula diversos procesos fisiolégicos, como respuesta inmune,
crecimiento, migracion y diferenciacion celular [8,11-14].

2.4 Proteinas tirosinas fosfatasas (PTPs)

Las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs)® son una superfamilia de enzimas de sefializacién
transduccional, implicadas en la regulacion de una amplia variedad de procesos fisiolégicos, con
una alta selectividad para defosforilar los residuos de fosfotirosina (pTyr) de sus sustratos
[20,28,66—68]. Las PTPs conforman una de las cuatro familias de proteina fosfatasas descritas
hasta el momento. Las otras tres familias las constituyen las fosfoproteinas fosfatasas (PPPs), las
proteina tipo fosfoproteina fosfatasa (conocidas también como proteina fosfatasas
metalodependientes; MTDP, por sus siglas en inglés), y fosfatasas dependientes de aspartato
(Asp) [69]. De manera global, las 264 tirosin fosfatasas —que agrupan a las PTPs- identificadas en
humano representan el 1.17 % de su proteoma. Estas fosfatasas son codificadas por 189 genes
conocidos y predichos, y 79 pseudogenes o retrogenes de PTPs [70,71]. En conjunto con las
proteina tirosina cinasas (PTKs, por sus siglas en inglés), cuya funcion opuesta es fosforilar los
residuos de tirosina’, las PTPs contribuyen a la regulacion dinamica de la fosforilacion de los
residuos de tirosina de diversas proteinas intracelulares [20,28,66-68]. De esta manera,
intervienen en la iniciacion, mantenimiento y terminacién de diversas vias moleculares de
sefializacion [66]. En general, estas vias de sefalizacion estan vinculadas con funciones
biol6gicas como crecimiento, migracion, supervivencia, diferenciacion [28,72], metabolismo [28],
comunicacion intra e intercelular, regulacion de la transcripcion genética, procesamiento del
MRNA, transporte molecular [20,67], y apoptosis [72]. Todas importantes en la coordinacion de
procesos como la homeostasis tisular, embriogénesis, desarrollo de 6rganos, y regulacion del
sistema inmune [20,67]. De ahi que las alteraciones en el proceso de fosforilacion se encuentren
estrechamente relacionadas con diversas enfermedades [28,66,67], incluyendo diabetes,

* A diferencia de las proteinas tirosina cinasas (PTKs), que divergieron de un ancestro comun, las PTPs evolucionaron en familias
separadas y diferentes en estructura y funcién [77].

*En relacién con el proceso general de fosforilacién de proteinas, la fosforilacidon de los residuos de tirosina es caracteristico
Unicamente de los organismos eucariotas multicelulares [67]. Alrededor del 30 % de las proteinas celulares son fosfoproteinas. La
fosforilacidn del residuo de tirosina representa entre 0.01-0.05% del total de la fosforilacion [20].
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hipertension [20], enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide), neuroldgicas [72], y cancer
(pulmodn, colorectal, mama, glioma y diferentes tipos de mieloma) [50,73—-76]. En consecuencia,
las PTPs y PTKs constituyen blancos farmacoldgicos bastante atractivos para el tratamiento de
multiples patologias. Aunque existen medicamentos dirigidos a las PTKs utilizados en terapia
clinica, todavia no existen farmacos con caracteristicas clinicas aceptables dirigidos a las PTPs.
Esto, a pesar de que varias de estas proteinas han sido validadas como blancos moleculares
terapéuticos, y algunos estudios de desarrollo farmacologico han alcanzado la fase clinica Il
[12,26,28].

2.4.1 Clasificacidn de las PTPs

A partir de ser fundada por la PTP1B, la familia de las PTPs comenz6 a crecer a medida
gue se iban identificando como fosfatasas de tirosina a otra serie de proteinas con funciones
hasta entonces desconocidas. Con la secuenciacién del genoma humano, se ha identificado mas
de 100 genes gue conforman la familia de las PTPs [28,66—68,77,78]. En principio, la familia de
las PTPs comprende entre 107 [67,68] y 113 [66] miembros distribuidos principalmente en tres
grupos, subdivididos a su vez en varios subgrupos. Estos subgrupos pueden variar segun el
sistema de clasificacion de referencia. Sin embargo, los sistemas de clasificacion generalmente
toman en cuenta la especificidad de sustrato [67] y el residuo nucleofilico del dominio catalitico;
gue puede ser Cys, Asp e His [66,67,78]. La clasificacion convencional incluye a las PTPs
basadas en cisteina: clase I, clase Il, y clase Ill [28,66]. El sistema de clasificacion de cuatro
grupos reune a las tres clases anteriores, y a las PTPs basadas en aspartato [67]. Por ultimo, el
sistema de clasificacion mas reciente (Figura 1), que sugiere un “PTPoma extendido” constituido
por 125 proteinas, agrega a los cuatro grupos anteriores, uno de PTPs basado en histidina [78].

Sustratos

Subclase | Clasicas 37 pTyr, PIPs
Subclase Il TipoVH1 63  pTyr, pSer, pThr, PIPs, Otras
Subclase lll SACs 6 PIPs
Clase | gypclase IV PALD1 1 2= Sustrato desconocido
Subclase V INPP4s 2 PIPs
2

Subclase VI TMEM|55s PIPs
LMW-PTP 1 pTyr

Clase Il SSU72 B sor
pTyr, pThr
Basadas en Asp  HAD EYAs 4 pTyr, pSer
PGM UBASH3s 2 pTyr
Fosfatasas acidas ACPs 3 pTyr, pSer, pThr, Otras

Figura 1. Sistema de clasificacion general de las PTPs que sugiere un “PTPoma extendido”. Cada color
indica el residuo catalitico de cada grupo de PTPs. La tonalidad de color muestra a las subfamilias dentro de
cada grupo. Los nimeros indican la cantidad de miembros en cada grupo. La columna de la derecha indica el
sustrato de cada tipo de PTP: fosfoinositido fosfatasas (PIPs), y las formas fosforiladas de los residuos de Tyr
(pTyr), Ser (pSer), y Thr (pThr). Tomado de: Alonso y Pulido, 2016. The extended human PTPome: a growing
tyrosine phosphatase family [78].

De acuerdo con la clasificacion que propone la extension del PTPoma (Figura 1), las PTPs
basadas en cisteina conforman el grupo mas grande, dividido a su vez en tres clases: (i) clase |,
que incluye a las 38 PTPs clasicas [66], también conocidas como el PTPoma clésico [68], y las
PTPs de especificidad dual (DSPs) [66], entre otras subclases; (ii) clase I, que redne las PTPs
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de bajo peso molecular (LMW)-PTPs; y (iv) clase Ill, representada por las PTPs implicadas en el
ciclo de divisidbn celular (CDC25s). Los grupos mas pequefios y relativamente recientes,
conocidos como PTPs no basadas en cisteina, exhiben un patron de plegamiento distinto, y
agrupan a las PTPs ojos ausentes (EYA) (PTPs basadas en aspartato), y fosfatasas &cidas
(PTPs basadas en histidina) [78].

La clase | esta constituida por 99 PTPs en total;, clasificadas como se indica a
continuacion, en subgrupos o subfamilias con base en la arquitectura y homologia entre los
dominios cataliticos: (i) 61 PTPs de especificidad dual y (ii) 38 PTPs clasicas especificas de
tirosina [68]. Estas ultimas, ilustradas en la Figura 2, se subdividen a su vez en PTPs
transmembranales tipo receptor (RPTPs; R1-R8) y PTPs no transmembranales, intracelulares o
tipo no receptor (NRPTPs; NT1-NT9) [67,68]. Ambas codificadas por 21 y 17 genes,
respectivamente [67]. La PTP1B y la proteina tirosina fosfatasa de células T (TCPTP, el pariente
mas cercano de la PTP1B) pertenecen al grupo de las NRPTPs, concretamente al grupo NT1
[68]. En general, el dominio catalitico N-terminal o dominio PTP de las RPTPs y NRPTPs
(representado en esferas de color azul, Figura 2) se localiza en el interior de la célula. EI dominio
C-terminal no catalitico esta constituido por una amplia variedad de elementos estructurales
propios de cada grupo de PTPs. Asi, el dominio tipo inmunoglobulina, el dominio similar a
fibronectina tipo Ill, y el dominio pseudofosfatasa PTP; forman parte de la estructura de las
RPTPs. Mientras que los dominios SH2, PDZ, FERM y el dominio rico en prolina constituyen la
estructura de las NRPTPs.

PTPs tipo receptor PTPs no transmembranales

3

NT1 NT2  NT3 NT4 NTS

1A2
(RN)

PTPe. PTPy DEP1 (@®R) 1A26 HD
®) RA ®G RN sTEP  (RN2)
PYPG PTPe  PTPL 3@;1 (N5)
(RS)  (RE)  (RZD)
PTPS GLEPP1 SHP1  MEG2 PTPH1 CreD prerve
(RD) (RO) pipis N6 (N9 (Bred  (n3) HDPTP (N20) ~ HePTP
PTPS31 Np  SHP2 MEG1 (N23) N7)
RP)
(&) Tcerp (N1D) 0P (N18) N1 vig)  prbpae
(N2) PTP-PEST(N12) (N13)
LYP(N22)
O Dominio PTP Dominio Meprin/A5/u - IFYID%QIO reconocimiento Rico en Pro
O Dominio PTP X% Densamente glicosilada @w Motiva interaccién con Dominio FERM
pseudofosfatasa Einasa o & Dominio PDZ
o ) 5 ominio
C: Tipo inmunoglobulina O Tipo anhidrasa carbonica Homologia
- BRO1
= Dominio fibronectina - ; @ Dominio SEC14
tipo Ill o Secuencia tipo cadherina Domino His

Figura 2. Clasificacion de las PTPs clasicas (clase I). Tomado de: Tonks, 2006. Protein tyrosine
phosphatases: from genes, to function, to disease [77].

2.4.2 Estructura de las PTPs

Las PTPs poseen un dominio catalitico y uno no catalitico. EI dominio catalitico o dominio
PTP es altamente conservado en secuencia de aminoacidos y plegamiento estructural [20,28].
Sin embargo, sus propiedades de superficie son variadas, dando lugar a diferencias en el
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potencial electrostatico de superficie, que probablemente influyen en el reconocimiento del
sustrato. La Figura 3 que se muestra a continuacion, ilustra la estructura 3D de las RPTPs vy
NRPTPs. El dominio PTP de las NRPTPs (Figura 3a) consta de alrededor de 300 residuos de
aminodcidos dispuestos en una estructura alfa/beta (a/B), que a su vez conforman tres partes
estructuralmente distintivas e importantes en el mecanismo catalitico. Estas son: (1) un sitio
activo [68], definido por la secuencia [(V/H)C(X)sR(S/T)], el cual contiene un residuo catalitico de
cisteina (Cys) que actta como nucledfilo durante la catalisis (esfera amarilla, Figura 3a) [20], y un
residuo de arginina (Arg), que contribuye con la unién al sustrato [28]; (2) Un giro “WPD” (Trp-Pro-
Asp) asociado a los cambios conformacionales de cierre y apertura (estructura apo y holo)
generados por la interaccion con el ligando durante la actividad e inactividad enzimética (de color
parpura, Figura 3a); (3) Un giro de reconocimiento del residuo de pTyr, pSer o pThre, segun la
especificidad del sustrato (de color azul, Figura 3a), un sitio secundario de uniéon (de color
naranja, Figura 3a), un giro B5- 6 (de color verde, Figura 3a), y un giro que contiene al residuo
GIn o loop Q (de color gris, Figura 3a) [20,68]. Todos importantes para la funcién catalitica de las
NRPTPs. Ademés del dominio PTP, la estructura de la mayoria de RPTPs consta de una regién
transmembranal, un dominio extracelular, y dos dominios PTP citoplasmaticos: (i) un dominio
cercano a la membrana, o dominio proximal (D1), y (ii) un dominio distante de membrana, o
dominio distal (D2) (Figura 3b) [66].

Loop recorq(ocimiento ) Sitio secundario de /« Dominio D1
P \kz W Gy~ P union ( .
‘i DN it 7 8 &0
» A 33 > 2 A T
X \1\" ’4%}; b_\, N-terminal [
NS ..1"7'\ 3\ @ /
Loop B5-B6 )

/ \ C-terminal A ,:;: 2o .‘ i —
’r ‘= WPD . Dominio D2

a) b)

Figura 3. Elementos de estructura secundaria del dominio catalitico de las PTPs clasicas (clase I). a)
modelo estructural de la PTP1B, elegido miembro representativo del grupo de las NRPTPs. La esfera amarilla
representa el residuo catalitico de cisteina ubicado en el sitio activo [(V/H)C(X)5R(S/T)]. b) modelo estructural
de las RPTPs. La region de color azul corresponde al dominio D1 y la de color rojo al dominio D2. La esfera
purpura representa el residuo catalitico de cisteina ubicado en el sitio activo dentro del domino D1. Tomado
de: Barr et al., 2009. Large-Scale Structural Analysis of the Classical Human Protein Tyrosine Phosphatome
[68].

El sitio activo del dominio catalitico (o dominio PTP) de las PTPs se encuentra dentro de
una hendidura o bolsillo; de ~9 A 'y de ~6 A de profundidad para las PTPs especificas de tirosina
y las PTPs de especificidad dual, respectivamente. El sitio activo de las PTPs de especificidad
dual puede acoplarse a los sustratos que contengan pTyr y pSer/pThr. Por el contrario, el bolsillo
del sitio activo de las PTPs especificas de tirosina, que contiene el giro de reconocimiento de pTyr
(ubicado entre al-p1) [68], es selectivo para los sustratos que contienen pTyr (de color azul,
Figura 3a) [79]. Adicionalmente, cerca del sitio activo, puede haber un sitio secundario de unién a
pTyr, como el que se ha identificado en la PTP1B (de color naranja, Figura 3a) [68].
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2.4.3 Especificidad de sustrato de las PTPs

En general, los sustratos fisioldégicos de las PTPs son fosfoproteinas. Sin embargo, a
pesar de la similitud estructural y de secuencia; existen diferencias de especificidad de sustrato
entre los distintos grupos de la familia. Esta especificidad de sustrato depende de las reacciones
de hidrélisis de ésteres de fosfato catalizadas por las PTPs [20,78]. Asi por ejemplo, las PTPs
especificas de tirosina, tienen especificidad restringida por la forma fosforilada de este residuo
(pTyr) en sustratos de naturaleza peptidica [20]. En contraste, las PTPs de especificidad dual,
ademas de defosforilar las formas fosforiladas de los residuos de tirosina (pTyr), serina (pSer) y
treonina (pThr) de sustratos proteicos, pueden remover fosfatos de sustratos no proteicos,
incluyendo lipidos de sefializacion [80], como el fosfoinositido PIPs [81].

En términos estructurales, se ha demostrado que, in vivo, la especificidad del sustrato de
las PTPs estad definida por el domino catalitico, el dominio no catalitico [66], y por otros
mecanismos regulatorios, como modificaciones postraduccionales (e.g. fosforilacion), localizacion
subcelular, tisular, y accién de otros dominios o elementos regulatorios (e.g. SH2 o motivo KIM)
[68]. Por su parte, el dominio no catalitico orienta a las PTPs hacia los compartimentos
intracelulares en los que hay disponibilidad local efectiva de sustrato en concentracién alta [66].

2.5 Proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B)

La PTP1B es una fosfatasa citosdlica monomérica, del tipo no receptor (NRPTP),
codificada por el gen PTPN1 (locus 20q13). La forma de la PTP1B que incluye su estructura
completa (PTP1B;.435), también conocida como la forma completa o candnica de la PTP1B, pesa
alrededor de 50 kDa, y consta de tres dominios estructurales: (i) un dominio catalitico o dominio
PTP N-terminal (PTP1B;.300) altamente conservado entre los miembros de la familia PTP, cuyo
peso molecular es de aproximadamente 37 kDa; (i) un dominio regulador no catalitico rico en
prolina, intrinsecamente desestructurado (PTP1Bz1.400); Y (iii) un dominio C-terminal (PTP1Byo;.
435) hidrofébico de localizacién celular [12,36,82,83] (Figura 4) que dirige a la PTP1B hacia el
reticulo endoplasmatico o mitocondria (Figura 5). Cada uno de estos dominios estructurales seréa
descrito en detalle mas adelante (ver en la seccion: 2.5.1 estructura de la PTP1B).
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Figura 4. Dominios estructurales de la PTP1B. La estructura completa de la PTP1B esta constituida por el
dominio catalitico N-terminal (PDB ID: 1SUG), la region reguladora rica en prolina, intrinsecamente
desestructurada, y el domino de localizacion celular que dirige a la PTP1B hacia el RE o mitocondria,
dependiendo de la isoforma que se exprese. Tomado de: Coronell et al., 2023. The importance of including the
C-terminal domain of PTP1B1.400 to identify potential antidiabetic inhibitors [84].

La PTP1B se expresa como dos variantes o isoformas generadas por corte y empalme
(del inglés, splicing) alternativo. Cada isoforma define su anclaje y ubicacion dentro de la célula,
los cuales estan diferencialmente dirigidos por los dltimos aminoacidos del dominio de
localizacién celular C-terminal (PTP1Bg4o1435) [85-88] (Figura 5). La primera isoforma, cuya
secuencia terminal de aminoacidos es VCFH, se ancla en la membrana mitocondrial externa.
Aunque esta variante fue identificada inicialmente en cerebro de rata (siendo la Unica variante que
se expresa en estos organismos), también se ha encontrado en varias lineas celulares de
mamifero (e.g. COS-7, HeLa, y MDCK). La segunda isoforma, cuya secuencia terminal es
FLFNSNT, se ancla en la membrana del reticulo endoplasmatico (RE). Esta variante se aislé por
primera vez de placenta humana [86,87], y representa la principal forma de NRPTPs en humanos
[87].

A pesar de su localizacion celular, la variante de PTP1B ubicada en el RE interactia con
diversos sustratos localizados en la membrana plasmatica (e.g. sarcoma (Src) y el receptor de
insulina) a través de movimientos dinamicos y extensiones de la red membranal del RE [85]. En
contraparte, el mecanismo de interaccién entre la variante mitocondrial y sus sustratos no es
completamente entendido. Sin embargo, se sugiere que algunos de los sustratos de esta variante
pueden incluir la familia Src de proteinas cinasas, PTPs que contienen el dominio de homologia
Src 2 (SH2), receptores del factor de crecimiento epidermal (EGF: ErbBl/ErbB2), y algunas
enzimas involucradas en la cadena de transporte de electrones [86].
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Figura 5. Isoformas de la PTP1B. El tipo de splicing alternativo del mRNA de la PTP1B que da lugar a las
dos variantes de la enzima implica la retencion del dltimo intron. Ambas variantes difieren en la secuencia de
los dltimos 7 y 4 aminoé&cidos. La isoforma FLFNSNT (expresada en humano) dirige a la PTP1B hacia el RE.
La isoforma VCFH (expresada en humano y otras lineas celulares de mamifero), dirige a la PTP1B a la
mitocondria. La informacién de las secuencias se obtuvo de Shifrin and Neel [87], Chernoff et al. [89] and
Guan et al. [90].

La funcién biolégica de la PTP1B esta vinculada con la variedad de sustratos con los que
interactia. Gran parte de los sustratos de unién de la PTP1B participan en vias de sefialamiento
gue controlan diversos procesos fisiolégicos como metabolismo, sinapsis, crecimiento celular,
estrés del RE, respuesta inmune [91-93], y otras funciones que seran descritas mas adelante (ver
en la seccion: funcion de la PTP1B). Las alteraciones en la funcion de la PTP1B estan asociadas
con varias condiciones patoldgicas. Entre ellas la DMT2, obesidad
[11,17,24,27,38,40,50,74,93,94], cancer [50,73-76], y enfermedad de Alzheimer [95,96].

El papel fisiolégico de la PTP1B en todos estos procesos la ha convertido en un blanco
molecular ideal para el tratamiento de las enfermedades antes mencionadas. De ahi el interés
cientifico en desarrollar un farmaco clinicamente aceptable que pueda inhibir la funcién catalitica
de esta enzima. A partir de su descubrimiento, la investigacion sobre la PTP1B ha guiado el
desarrollo de compuestos antidiabéticos y antitumorales. Ademas, ha proporcionado claves en la
implementacién de estrategias metodolégicas mas robustas dirigidas al desarrollo viable de un
inhibidor con un beneficio terapéutico real. Retomando parte del trabajo de Yip et al. [97], ¥y
reuniendo evidencia mas reciente, el Cuadro 1 resume las principales contribuciones a la
investigacion de la PTP1B desde que fue aislada por primera vez.
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Cuadro 1. Principales avances en la historia de investigacion de la PTP1B

Ao Hallazgos Referencias
e *  Primera purificacion y caracterizacion del dominio catalitico de la PTP1B (PTP1B, ;,,, 37 kDa) [95]
aislada de placenta humana.
¢ Aislamiento de un clon de cDNA de hPTP1B (isoforma FLFNSNT) [86]
*  Mapeo cromosdmico del gen hPTP1B [96]
1990 e  Efecto antagdnico de la PTP1B en eventos tempranos conducidos por la insulina en ovocitos de  [97]
Xenopus
e  Primera variante de PTP1B generada por splicing (isoforma VCFH) identificada en cerebro de [87]
rata
oen *  Primera caracterizacion de la localizacion de la isoforma FLFNSNT de PTP1B en el RE (variante [85]
del RE) dirigida por el dominio C-terminal de localizacién celular (PTP1B,g;.435)
1993 *  Primer hallazgo de la isoforma VCFH (variante mitochondrial) de PTP1B en fibroblastos [84]
diploides humanos y células Hela
e  Primera estructura cristalina del dominio catalitico de hPTP1B (PTP1B, 3,,) resuelta a 2.85 A  [98]
1994 (PDB: 2HNQ)
*  Asociacién de la sobreexpresién de PTP1B con tumor mamario humano y carcinoma ovarico [99,100]
¢ Compuesto mimético de pTyr (DFMP) como primer inhibidor de fosfatasa
1995 *  Evidencia estructural de la especificidad de PTP1B por aminoacidos acidos en sus sustratos [101]
peptidicos
1996 ¢ Primera demostracion de la asociacion directa entre el Rl y la PTP1B [102]
1997 e Descubrimiento de un sitio de unién de fosfato secundario, adyacente al sitio activo de la  [103]
PTP1B
* Primera evidencia fisiologica del rol de la PTP1B en el sefialamiento de la insulina y su [16]
validacién como blanco farmacoldgico para el tratamiento de la diabetes y obesidad
¢ Primera molécula pequefia inhibidora de la PTP1B (identificada como competitiva) [11,104]
1999 estabilizadora de glucosa plasmatica en ratones ob/ob, y que entré a ensayos clinicos:
Ertiprotafib [105]
¢ Primera evidencia que sugiere desarrollar inhibidores bidentados potentes y altamente
selectivos de la PTP1B
¢ Inhibicion oxidativa reversible de PTP1B por H,0, estimulado por insulina [106]
2001 ¢ Identificacién del motivo consenso de reconocimiento de sustrato PTP1B [(E/D)-pY-pY-(R/K)]
e |dentificacién de janus quinasa 2(JAK2) y tirosina quinasa 2 (TYK2) como sustratos de PTP1B [107]
*  Primer uso de ASOs como estrategia de inhibicion de la PTP1B [45,108]
e Segunda evidencia que valida a la PTP1B como blanco farmacoldgico antidiabético y
antiobesidad: disminucion de insulina en plasma y glucosa sanguinea en ratones diabéticos
. tratados con ASOs
®  Modulacién de la via de sefialamiento de la leptina por accién de la PTP1B
*  Primera evidencia de la asociacion entre la variabilidad del gen de PTP1By DT2 [109]
*  Analogos de piridazina identificados como primeros inhibidores no competitivos* de la PTP1B [110]
¢  Primera evidencia que sugiere un sitio alostérico de inhibicion de la PTP1B [111]
2004 ¢  Descubrimiento de un sitio alostérico especifico que involucra las hélices a3, a6 and o7 del [38]
dominio catalitico de la PTP1B
2005 ¢ Primera evidencia de la presencia de PTP1B mitocondrial en tejido cerebral [112]
2014 e Resolucién por NMR de la regién C-terminal intrinsecamente desordenada de PTP1B [50]
(PTP]‘BSOO—LlOO)
e *  Primera evidencia que indica que los inhibidores de PTP1B podrian también prevenir y revertir  [91]

la arteriosclerosis

* Los andlogos de piridazina no fueron los primeros inhibidores no competitivos de la PTP1B. El trabajo de Kumar et al. [11]
demuestra que el ertiprotafib (inicialmente considerado como inhibidor competitivo de la PTP1B) es un inhibidor no competitivo
que induce agregacion.
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2.5.1 Estructura de la PTP1B

La forma completa, fisiol6gica, candnica o in vivo de la PTP1B (~ 50 kDa) consta de 435
residuos de aminoécidos dispuestos en tres dominios estructurales que controlan su funcién
catalitica: (i) un dominio catalitico N-terminal (PTP1B;.300), conocido también como dominio PTP,
el cual es altamente conservado entre los miembros de la familia de PTPs; (ii) un dominio
regulador no catalitico, intrinsecamente desordenado rico en prolina (PTP1Bgo1.400); Y (iii) un
dominio C-terminal hidrofébico de localizacion celular (PTP1B4o1.435) [12,36,83] que, dependiendo
de la isoforma expresada de la enzima, dirige a la PTP1B al RE (variante FLFNSNT) [85,86,98] o
a la mitocondria (variante VCFH) [86]. Debido a que el dominio N-terminal (PTP1B;.3q0) tiene una
estructura conformacional 3D bien definida, ha sido el Unico que ha logrado ser resuelto por
difraccion de rayos X. En cambio, debido a la naturaleza intrinsecamente desordenada e
inestable en solucién del dominio regulador C-terminal (PTP1B301.400), la Unica aproximacion de su
estructura ha sido obtenida a partir de los conférmeros definidos por NMR [50]. Por este motivo,
los estudios de cristalizacion, enzimaticos y computacionales, en su mayoria son llevados a cabo
con el dominio catalitico de la PTP1B (PTP1B;.3q0), €l cual representa la forma o version corta de
la enzima [12,36,50,83,84,99]. Sin embargo, es importante denotar que la regién reguladora C-
terminal (PTP1Bso1.400) NO €s del todo desestructurada. Hay dos hélices alfa que pueden actuar
como potenciales sitios de unién e inhibicién, a través de un efecto de cooperatividad positiva.
Estas son: hélice a8 (320-327) y hélice a9’ (360-377) [50].

La conformacién 3D del dominio catalitico N-terminal de la PTP1B (PTP1B;.300) consiste
en una estructura alfa/beta (a/B) dispuesta en once laminas B mixtas, rodeadas por ambos lados
de ocho hélices a [68]. Todas estos elementos de estructura secundaria estan unidos por cinco
asas y dos giros [36]. Dentro del dominio PTP catalitico, hay regiones importantes para la
especificidad del reconocimiento, unién al sustrato, asistencia en los cambios conformacionales —
asociados con las transiciones de estructura apo-holo que definen la forma activa e inactiva de la
enzima-, y por lo tanto determinantes para la funcion catalitica de la PTP1B. Cabe mencionar que
las fuerzas intermoleculares que intervienen en la interaccién enzima-sustrato son principalmente
enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas e hidrofobicas [12,38,50,82].

En la Figura 6 se ilustran las regiones identificadas en el dominio catalitico que son
importantes para la unién, reconocimiento del sustrato y funcién catalitica de la PTP1B. El
nombre de cada regién est4d dado por el simbolo del residuo de aminoacido conservado
evolutivamente en cada loop. Asi, el loop Q y E reciben su nombre porque contienen los residuos
altamente conservados de glutamina y glutamato, respectivamente. El loop P o PTP corresponde
al sitio activo (Phel82-Arg221), el cual incluye el residuo catalitico de Cys215, presente en el
motivo (I/V)HCXAGXXR(S/T)G (donde X es cualquier aminoécido), importante para el mecanismo
nucleofilico [89]. El loop catalitico WPD (Trp179, Prol180, Aspl181), localizado en el bolsillo de
unién (Tyrl76-Prol185), coordina las conformaciones de apertura y cierre asociadas al cambio de
estado de actividad e inactividad de la enzima. El loop pTyr (Lys36, Tyr46-Val49, Lys120, and
Phel82), es importante para el reconocimiento y estabilizacion de la interaccion con el sustrato.
El loop Q (Gly259-Thr263) ayuda a estabilizar la conformacion activa del loop WPD durante la
catalisis enzimética. El loop E, localizado en medio del loop pTyr y WPD, estabiliza el acceso al
grupo fosfato del sustrato y la conformacion cerrada del loop WPD. Ademas de estos sitios
primarios de union, existen otros sitios secundarios de union involucrados en la funcién catalitica
de la PTP1B. Algunos de estos se encuentran dentro del dominio PTP (e.g. Tyr20, Arg24, His25,
Phe52, and Arg254) [82], y otros, en la region C-terminal intrinsecamente desordenada (i.e.
hélices a8’ and a9, conformada por los aminoacidos 320-327 y 360-377, respectivamente). La
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evidencia sugiere que los sitios identificados en la region reguladora C-terminal de la PTP1B
(PTP1B301.400) NO solo son claves, sino también determinantes para su inhibicion [50,84]. Aunque
no se sefialan en la Figura 6, cabe resaltar que las hélices a3 (Glu186-Glu200), a6 (Ala264-
lle281) y a7 (Ser285-Ser295) son importantes para la regulacion alostérica de la PTP1B (ver méas
adelante en la Figura 8) [12,82,83].

Loop WPD

rl ' LoopQ

'Loop pTyr
1 PVVVHCSAGIG  QTADQL 285
LooppTyr LoopE LoopPTP LoopQ

(Sitio activo)

Figura 6. Estructura 3D y aminoacidos implicados en la unién al ligando y catélisis de la PTP1B. Las
regiones estructurales resaltadas corresponden a aquellas regiones altamente conservadas (>85%) en las PTPs
de organismos eucariotas. El nombre de cada loop (Q, E, WPD, PTP) esta dado por el simbolo del residuo de
aminoécido conservado evolutivamente en cada regién. El loop pTyr facilita el acceso del sustrato al sitio activo a
través de interacciones electrostaticas. El loop WPD coordina los cambios conformacionales de apertura y cierre
asociados al estado activo e inactivo de la enzima. Los loops Q y E, ayudan a estabilizar la interaccion con el
sustrato y los cambios conformacionales de actividad e inactividad de la PTP1B. El loop P o PTP contiene el
residuo catalitico Cys215, importante para el ataque nucleofilico de los residuos de pTyr durante la catalisis
enzimatica. La estructura representada corresponde al dominio catalitico PTP1B1.285 (PDB ID: 3A5K). Adaptado
de: Reddy et al., 2017. Structure-Based Virtual Screening of Protein Tyrosine Phosphatase Inhibitors: Significance,
Challenges, and Solutions [99].

2.5.2 Funcién de la PTP1B

En principio, la actividad biolégica de la PTP1B es regulada por seis tipos de
modificaciones  postraduccionales: oxidacion, nitrosilacion, sulfhidracion, sumoilacion,
fosforilacion, y corte proteolitico [36,91]. La funcion catalitica de la PTP1B reside en la
defosforilacién de los residuos de fosfotirosina (pTyr) presentes en sus sustratos. La mayoria
estos sustratos se encuentran localizados en la membrana plasmética (e.g. receptor de insulina-
IR, receptor de leptina-LepR, y receptor 5 de efrina tipo A-EphA5) [16,45,91,100-106]; y en menor
cantidad en el citoplasma (e.g. janus cinasa 2-JAK2, isoforma de piruvato kinasa M2-PKM2, y
factor de iniciacion de la traduccion eucariota 2-elF2a) [91,107-112]. EI mecanismo de
defosforilacién ocurre por ataque nucleofilico por parte del residuo reducido de cisteina (Cys215)
localizado en el dominio catalitico de la enzima, especificamente, en la secuencia conservada
(MV)HCXAGXXR(S/T)G [11,91].

26



Todas las vias bioquimicas en las cuales participa la PTP1B como regulador positivo o
negativo, bien sea en condiciones fisioldgicas basales o patolégicas, son iniciadas por la
interaccion de la enzima con sus diferentes sustratos (estos pueden ser RTKs y NRTKs). Por lo
tanto, la actividad biologica de la PTP1B esta asociada con su localizacion celular, tipo, variedad,
y distancia espacial de sus sustratos [28,91,113]. Ademas de su rol como regulador negativo de
las vias metabdlicas de insulina y leptina (Figura 7), la PTP1B esté involucrada en otros procesos
de transduccién de sefiales que implican respuesta a estrés por parte del RE, comunicacién
intercelular, balance de energia, trafico de vesiculas, proliferacion celular, respuesta inmune [91],
y vias de sefialamiento en la que participa el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1) [92].
Adicionalmente, la PTP1B regula otras funciones del sistema nervioso central, como aprendizaje,
memoria y sinapsis [96]. A continuacion, se describe la funcion metabdlica de la PTP1B y los
principales sustratos de unién en las vias de sefializacién de insulina y leptina.

2.5.2.1 Funcidon de la PTP1B en la via de sefalizacion de insulina

La via de sefializacion de insulina inicia con la interaccion entre la insulina y su receptor
(IR), lo cual conduce a la activacién del receptor a través de la autofosforilacion de los residuos
de tirosina presentes en el domino intracelular tirosina-cinasa (IRK, por sus siglas en inglés)
[114,115]. La activacion del IR genera una cascada de sefializacion bioquimica que involucra el
reclutamiento y fosforilacion de los residuos de tirosina (Tyr) de la proteina Shc que contiene un
Gnico dominio SH2 [116-118], y de los sustratos del receptor de insulina 1y 2 (IRS-1 e IRS-2).
Estas dos proteinas son expresadas normalmente en todos los tejidos del cuerpo, y su funcién
depende del contexto celular y fisiolégico. En el higado, el IRS-1 produce una sefial continua en
estado posprandial, mientras que el IRS-2 participa en periodos de ayuno y después de la ingesta
de alimentos. En pancreas, el IRS-1 interviene en la secrecidon de insulina, mientras que la
funcion del IRS-2 esta asociada con el desarrollo y crecimiento de las células 3 [119,120].

De un lado, la via de sefalizacién activada por la fosforilacion de la proteina Shc,
promueve la activacion de la via de sefalizacion Erk/MAPK, implicada en diferenciacion y
proliferaciéon celular, apoptosis, respuesta a estrés, supervivencia y desarrollo de células
tumorales [121,122]. Por otro lado, la fosforilacion del IRS-1/2 modula la via PI3K/Akt (también
conocida como PI3K-PKB/Akt) (Figura 7), importante en el metabolismo (homedstasis de glucosa,
sintesis de glucégeno y proteinas), crecimiento, diferenciacién, proliferacion celular, apoptosis, y
cancer [123-126]. Ademas de participar en la contraccidbn muscular, la via de sefializacién
PI3K/Akt mediada por insulina regula el transito intracelular y el transporte de glucosa a través de
la membrana, principalmente en adipocitos y células de musculo esquelético [115,127]. La via
PI3K/Akt se activa cuando las proteinas IRS-1/2 (que estan cerca a la membrana plasmatica) son
fosforiladas. Una vez activado, el IRS-1/2 recluta y activa la PI3K de clase 1A, contrarrestando asi
la funcion inactivadora de la subunidad catalitica p110 y la subunidad reguladora p85 de PI3K
[125,126].

Ademas de ser regulada a través de su reclutamiento en la membrana plasmética, PI3K
también puede ser regulada por algunos miembros de la familia Ras. La activacion de PI3K
genera la produccién de polifosfoinositidos en el lado citosélico de la membrana plasmatica. Estos
resultan de la conversion del fosfolipido PIP, (también denominado PtdIins(3,4)P,) en PIP;
(también denominado PtdIns(3,4,5)P3). Dicha reaccion es revertida por la proteina homdloga de
fosfatasa y tensina (PTEN), que defosforila PIP; para producir PIP, [124,128]. La proteina Akt
inactiva se une a PIP; a través de su dominio PH, lo cual conduce a su activacién. Esta activacion
ocurre una vez esta Akt es fosforilada en los residuos de Thr308 y Ser473 por accion de la cinasa
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dependiente de fosfatidilinositol 1 (PDK1) y Complejo 2 diana de rapamicina en mamiferos
(mMTORC2), respectivamente [115,124]. Akt participa principalmente en el metabolismo de lipidos
y glucosa mediado por insulina. En su estado activo, Akt fosforila a la proteina sustrato de Akt de
160 kDa (AS160) [129] y promueve el transporte intracelular de glucosa mediado por el
transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) [125,129]. Este proceso de transporte requiere la
translocacion de GLUT4 desde el interior hasta el exterior de la célula, la cual es conducida por
las vesiculas de almacenamiento de GLUT4 (GSVs). La exocitocis de GLUT4 favorece la
captacion de glucosa por los tejidos adyacentes y la disminucion de los niveles de glucosa en
plasma [91,115].

La participacion de la PTP1B en el balance energético se lleva a cabo a través de la via
de sefializacion de leptina. La leptina se expresa principalmente en el hipotalamo y es secretada
por el tejido adiposo blanco y ejecuta sus funciones en el cerebro y otros tejidos. En el cerebro, la
unién de la leptina con los residuos de tirosina Try985, Tryl077 y Try1138 de la isoforma larga del
receptor de leptina (LepRb) activa diferentes vias de sefialamiento, entre ellas, la via janus cinasa
2/transductor de sefal y activador de la transcripcion 3 (JAK2/STAT3) e IRS/PI3K. La via de
IRS/PI3K converge con la via de sefalizacion de insulina (descrita anteriormente). La via
JAK2/STAT3, sobre la cual se hace énfasis en la Figura 7, est4 implicada directamente en el
control energético a través de la accidén de factores orexigénicos (proteina relacionada con aguti-
AgRP y neuropéptido Y-NPY) y anorexigénicos (pro-opiomelanocortina-POMC). Esta via requiere
la fosforilacion de JAK2 y la consecuente fosforilacion de STAT3 [130-132]. Una vez fosforilado,
STAT3 se activa tras su dimerizacion, facilitando asi su translocacion desde el citoplasma al
nacleo celular. De manera independiente o asistido por otros factores de transcripcion, STAT3
regula positiva y negativamente la expresion de diferentes genes involucrados en proliferacion,
diferenciacién, supervivencia celular, inmunosupresién, oncogénesis, angiogénesis y troncalidad.
Alguno de los blancos directos de STAT3 asociados con tumorogénesis incluyen c-Fos, c-Myc,
AKT, TGF-B, FOX01, POMC (representados en recuadros dentro del nicleo, Figura 7), entre
otros [133,134].
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Figura 7. Funcién reguladora de la PTP1B de las vias de sefializacién de insulina y leptina. En
condiciones fisioldgicas basales, PTP1B actia como regulador negativo de las vias de insulina y leptina. En la
via de insulina, la PTP1B defosforila los residuos de Tyr en IR, IRS-1 y IRS-2, promoviendo la entrada
controlada de glucosa al interior de la célula, a través del control de la translocacion de GLUT4. En la via de
leptina, la PTP1B controla el balance energético mediante la activacion de STAT3 y sus genes blancos después
de defosforilar LepRb y JAK2. Los blancos directos de STAT3 incluyen SOCS3, POMC, c-Fos, c-Myc, TGF-(,
FOXO01, entre otros [134].

2.5.3 Sustratos de unién de la PTP1B

La diversidad de sustratos de union de la PTP1B esta directamente relacionada con la
variedad de funciones que ejerce la enzima. Por lo que, ademéas del IR implicado en el
metabolismo, comprenden otros que estan involucrados en la respuesta a estrés del RE,
comunicacion intercelular, balance de energia, trafico vesicular, cancer y respuesta inmune [91].
Entre estos sustratos, se encuentran otros receptores de proteina tirosina cinasas (RTKs), como
el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) y receptor A del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR). Asi como también, algunas tirosina cinasas del tipo no receptor
como JAK2, TYK2 [91], HER1, STAT, y Src [135]. También, proteinas como STAM2, EphA45
[91,103-106], PERK, PKM2, y otras que contienen el dominio de homologia 3 de la proteina Src
(SH3) como la p130°*[12,136—-138]. Algunos de los sustratos de la PTP1B se indican en la via
de sefializacion de insulina y leptina.

En el Cuadro 2 se recapitulan los sustratos involucrados en las diferentes vias de
sefalizacibn moduladas por la PTP1B que se encuentran asociadas con condiciones patoldgicas
como estrés del RE e inflamacion, condiciones primarias que promueven el desarrollo de otras
enfermedades.
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Cuadro 2. Funcion de la PTP1B en diversas condiciones patoldgicas

Enfermedad/condicion
patologica

Diabetestipoly 2

Obesidad

Estrés del RE @

Respuesta inmune,

inflamacion

Oncogénesis®

Cancer de mama
Adenocarcinoma
pancreatico

Cancer gastrico

Cardiopatia

Enfermedad de
Alzheimer

2 El estrés del RE es una condicion primaria para el desarrollo de DMT2, obesidad y otros desérdenes metabolicos. PTP1B regula la
respuesta a estrés del RE a través de dos mecanismos: (1) general, a través de la regulacion indirecta de una o mas vias de

Via de sefialamiento

Insulina/Akt/GLUT4
Insulina/EphA5/Efrina A5
Leptina-STAT

General
Especifica (UPR)

JAK-STAT

PTKs
Ras
EGF

HER2/Neu
PKM2/AMPK/mTOC1

Src/Ras/MAPK
Src/PI3K/Akt
Erk1/2

FAK

Insulina, leptina

NO (células del endotelio

vascular)
IRS1/PI3K/AKT/eNOS
Plasticidad presindptica de
NMDA mediada por

receptor

Sefialamiento neuronal e
hipotaldmico de insulina y
leptina

BDNF-TrkB

Estrés RE-UPR-ATF6

nSOC

Sustratos

IR, IRS-1/2,
Shc, EphA5
JAK2,
STAT3, TYK2
Mecanismo
PERK, IRE-1,
elF2a
JAK2 (IFNYy),

EGFR, PDGFR,

1R, p210Bcr-Abl,
p62Dok, pl20RascAP

Src, p130%s,
Grbh2

Src, p210, Ber-Abl

PKM2

Src

JAK2, VEGFR2
IRS1

NMDAR, IR, IRS1
LepR, JAK2,
TrkB, Src

IGF-1

LepR, GHR,

UPR:
JNK,

TYK2
(IFNa), STATSa/b

IRE-1, o

Tipo de regulacién

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

* Negativa (p210Bcr-
Abl)

e  Positiva (EGFR,
PDGFR, IGF-1R, Src,

p62Dok, p120Ras6ap)

Positiva
Positiva

Positiva

Negativa

. Negativa
Positiva

(neuroinflamacién)

Referencia

[16,45,88,98—
104]
[111,112]

[88,105-108]

[107,160]

[12,94,154—
158]

[102,155,161]
[109,110]

[75,162,163]

[17,22,107,164]

[92,93]

sefialamiento; (2) especifica, mediante la regulacion directa que involucra la respuesta a proteinas no plegadas (UPR) [91,107-110].

® Bajo ciertas condiciones fisioldgicas, dependiendo de la interaccién enzima-sustrato, la funcion de PTP1B puede ser como regulador
positivo o negativo [74,136].

2.5.4 Importancia farmacoldgica de la PTP1B

El interés terapéutico de la PTP1B estaba enfocado principalmente en su funcién
metabdlica, razon por la cual se convirtié en un blanco farmacolégico ampliamente validado para
el tratamiento de la DMT2 y obesidad [11-14]. Sin embargo, diversos estudios evidencian que la
PTP1B puede ser considerada también como un blanco de intervencion terapéutica para el
tratamiento de otras enfermedades y condiciones patolégicas como el cancer, enfermedad de
Alzheimer, inflamacion y estrés del RE [28,139].

30



Las razones por las cuales, la PTP1B es un blanco molecular farmacolégico con amplio
potencial para el tratamiento de estas enfermedades se resumen a continuacién: (i) tratamiento
de la DMT2 y obesidad: aumento de sensibilidad a la insulina, resistencia al aumento de peso, y
disminucion de la tendencia a la obesidad en ratones nulos (a nivel global y neuronal) para el gen
de la PTP1B [15-19]; (i) efecto antidiabético y antiobesidad observados en respuesta a la
interaccion de PTP1B con diversos compuestos quimicos (Figura 8) y ASOs
[11,12,29,38,58,135,140-157]; (iii) la inhibicién de la PTP1B puede asistir en la prevencion de las
complicaciones secundarias a largo plazo derivadas de la DMT2 (retinopatia, nefropatia,
neuropatia, y desérdenes cardiovasculares) [8,10,17]; (iv) con base en el sustrato y el contexto
fisiologico, al igual que otras PTPs, la PTP1B puede actuar como supresor o promotor tumoral
[12,74,75,97,136-138,158-160], de ahi que alteraciones en su funcién estén estrechamente
relacionadas con diversos tipos de cancer, entre los que cabe mencionar, cancer de pulmén
[50,73], leucemia mieloide crénica (CML), linfoma de Hodgkin, cancer de piel, mama, géstrico,
colorectal, higado, préstata, y cancer de ovario [74,75]; (v) la PTP1B regula algunas vias de
sefalamiento involucradas con la enfermedad de Alzheimer. Esto compromete la funcion de la
enzima en la sinapsis neuronal, neuroinflamacion mediada por células de la microglia, y procesos
de aprendizaje y memoria [95,96].

2.5.5 PTP1B como blanco molecular antidiabético

La PTP1B, es un blanco molecular validado en el desarrollo de nuevos farmacos para el
tratamiento de la DMT2 y la obesidad principalmente por tres razones: la primera, se fundamenta
en los cambios fisioldgicos generados por la inactivacién de su funcion catalitica, que muestran
disminucion de los principales sintomas de la enfermedad. Esto es; disminucion del indice
glicémico, adiposidad y resistencia a la insulina [20,21]. La segunda razon, resalta la participacion
de la PTP1B en los desOrdenes cardiovasculares que resultan de la disfuncion endotelial y
cardiaca, a su vez asociadas con las complicaciones a largo plazo de la DMT2 y obesidad. De
hecho, por esta Ultima razén, se ha sugerido a la PTP1B como Unico blanco farmacoldgico para
tratar tanto la DMT2, como los desérdenes cardiovasculares generados como una de sus
complicaciones a largo plazo [17,22]. La tercera razdn, propone a la PTP1B como la mejor opcién
para mejorar la sensibilidad a la insulina sin generar aumento de peso, tal como se ha observado
con los agonistas de PPARY [21].

2.5.6 Estrategias de inhibicién de la PTP1B

Las estrategias de inhibicibn o modalidades terapéuticas dirigidas a la PTP1B son
dirigidas al desarrollo de un inhibidor selectivo, eficaz, permeable y biodisponible. Con base en el
sitio de interaccién ligando-proteina de los diferentes compuestos que han mostrado tener efecto
inhibitorio de la PTP1B, es posible identificar principalmente cuatro estrategias de inhibicion para
inactivar de forma especifica a la PTP1B: (1) inhibicion competitiva u ortostérica dirigida al sitio
activo, la cual sugiere que la conformacion oxidada de la enzima es importante para estabilizar su
estado inactivo [27-35]; (2) inhibicibn no competitiva o alostérica dirigida los sitios alostéricos a3,
a6, and a7 identificados dentro del dominio catalitico (PTP1B;.300) [28,36—39], y las hélices a8’
(320-327) y a9 (360-377) ubicados en el dominio regulador intrinsecamente desordenado
(PTP1Bs3o1.400) [50]; (3) inhibicién bidentada, dirigida al sitio activo (sitio A) y otros sitios
secundarios adyacentes de union (sitios B, C, y D), preferiblemente no conservados en los demas
miembros de la familia PTP [20,28,40-43]; (4) silenciamiento genético de la PTP1B a través de la
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utilizacion de i) ASOs que inhiben la expresién del mRNA de la PTP1B [26,44-47], y (i) RNA
interferente que induce la degradacion del mMRNA de la PTP1B mediante el clivaje de ~95 % del
mismo [26,48]. En general, el silenciamiento del gen de la PTP1B ha mostrado ser potente y tener
alta afinidad de union a las secuencias de mRNA de PTP1B. Adicionalmente, el resultado del
silenciamiento genético de la PTP1B in vivo resulta en un incremento de la sensibilizacion a la
insulina, control glicémico y resistencia a la obesidad inducida por dieta [47].

Otra estrategia de inactivacion de la enzima sugiere un nuevo y Unico mecanismo de
inhibicién producido por la oligomerizacion o agregacion del dominio catalitico de la PTP1B. Este
tipo de inhibicion no involucra la union del ligando en el sitio activo o alostérico de la enzima, por
lo tanto, sigue una cinética enzimética no clasica, y no la cinética clasica de Michaelis-Menten
[11,161]. Debido a que la agregacion de la PTP1B es un mecanismo de inhibicion observado
Unicamente por efecto del ertiprotafib [11,161,162], y el silenciamiento genético no hizo parte de
la estrategia metodoldgica de este trabajo, a continuacion, se hara énfasis en las primeras tres
estrategias de inhibicién, las cuales son representadas en la Figura 8.

2.5.6.1 Inhibicidn ortostérica

Este tipo de inhibicion reversible, conocido también como competitiva, se dirige al sitio
activo (A), y constituye el tipo de metodologia tradicional de disefio de inhibidores de la PTP1B.
Es una estrategia que se considera “vulnerable” y quizas la menos adecuada, puesto que los
residuos de aminoéacido del sitio activo son positivamente cargados y son bastante conservados
entre las PTPs. Esto supondria una demanda de densidad de carga muy alta de un potencial
inhibidor del sitio activo, lo cual limita su selectividad, permeabilidad celular y biodisponibilidad
[12,21,24,28,36,38,163]. Adicionalmente, la mayoria de los miembros de esta familia estan
involucrados en diversas funciones celulares importantes [99,164], por lo que, a través de esta
estrategia se incrementa la probabilidad de disefiar una molécula bioactiva con efecto off target.

2.5.6.2 Inhibicion alostérica

Este mecanismo’ consiste en inhibir la accién catalitica de la PTP1B dirigiendo el ligando
hacia una regién ubicada a 20 A del sitio activo, y de este modo bloquear el cierre del giro WPD y
mantener su conformacién abierta. Debido a que los residuos del sitio de inhibicidn alostérica no
son conservados entre las PTPs, y tienen polaridad distinta a los residuos del sitio activo, la
inhibicion alostérica permite mayor selectividad y biodisponibilidad. De un lado, el aumento de la
selectividad es favorecido por la presencia de ciertos residuos de aminoacidos dentro del sitio
alostérico que no estan presentes dentro del dominio catalitico altamente conservado en la familia
de las PTPs. Por otro lado, el incremento de la biodisponibilidad puede estar favorecido por la
susceptibilidad del sitio alostérico de unirse a moléculas de bajo peso molecular, y por la
naturaleza hidrofobica de los residuos ahi presentes. Estas dos condiciones implican una
disminucion de cargas negativas, incremento de la permeabilidad celular, y por tanto una mayor
biodisponibilidad de los potenciales inhibidores de la PTP1B [21,28,38].

> La inhibicién alostérica junto con la bidentada ha marcado un punto de partida opcional en el desarrollo de farmacos inhibidores
de la PTP1B y otros miembros de la familia PTP, como la DUSP6, CD45, SHP-2 [28,38].
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La inhibicién alostérica de la actividad catalitica de la PTP1B puede ser inducida a través
de dos formas: (i) dirigiendo la interaccion del ligando con ciertos aminoacidos de las hélices a3,
a6, and a7 del dominio catalitico N-terminal (PTP1B;.30) [38] 0 (ii) dirigiendo y potenciando la
interaccion del ligando con las hélices a8’ and a9’ del dominio regulador C-terminal (PTP1B301.400)-
Estas dltimas también pueden interactuar con la hélice a7 del dominio catalitico N-terminal y
formar nuevos sitios de unién [50].
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Figura 8. Sitios estructurales de inhibicién de la PTP1B. Las estrategias de inhibicion de la PTP1B pueden
involucrar la forma corta (PTP1Bi300) 0 completa de la enzima (PTP1Bs3o01-400). Las estrategias de inhibicién
ortostérica y alostérica se dirigen respectivamente al sitio activo y alostérico del dominio catalitico N-terminal
(PTP1B1-300). La otra modalidad de inhibicion alostérica incluye las hélices a8 y a9 del dominio regulador C-
terminal intrinsecamente desordenado (PTP1Bsoi-400), €l cual interactia con las hélices a3, a6 and a7 del
dominio catalitico [38,40,42,50]. Las imagenes de la estructura 3D de la PTP1B fueron realizadas en PyMOL
version 2.5.

2.5.6.3 Inhibicion bidentada

Este tipo de inhibicién reversible se propuso a partir de la identificacion de un sitio
secundario de union a pTyr en la PTP1B®. En esta estrategia, algunos aminoacidos del sitio activo
(sitio A) y otros sitios estructuralmente adyacentes no conservados dentro del dominio catalitico
(sitios B; C y D), participan de manera conjunta en la inactivacion de la PTP1B, aumentando asi

® El sitio secundario de unién a pTyr se identificd por primera vez en la PTP1B [42], y posterior a eso en otros miembros de la
familia PTP, como la SHP-2 [28].
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la potencia y selectividad de inhibiciéon (especialmente sobre la TCPTP) [42,164]. Con base en los
sitios de union al ligando (co-cristalizados con la PTP1B y registrados en el PDB), se ha
identificado cuatro tipos de inhibicion bidentada: AB, AC, ABC y ADC [164]. Estos sitios de
inhibicién bidentada (A, B, C y D) estan sefialados en la Figura 8.

Con base en el trabajo de Montalibet & Kennedy [26], y mas recientemente de Liu et al.
[12], el Cuadro 3 resume el estado del arte de cada una de las estrategias de inhibicion de la
PTP1B, algunos de los compuestos que han mostrado inhibirla selectivamente, y la fase de
investigacion hasta donde avanzd el estudio de estos compuestos dentro del proceso de
desarrollo farmacoldgico.

En el Cuadro 3 se resumen las principales estrategias de inhibicion de la PTP1B, asi
como también se indican algunos de los inhibidores de la enzima que han sido patentados, y han
avanzado hasta la fase clinica | y Il de descubrimiento y desarrollo de farmacos. Las razones por
las cuales estos estudios han sido interrumpidos estan relacionadas con caracteristicas
farmacocinéticas y efectos farmacodindmicos poco favorables de los compuestos evaluados. El
ertiprotafib, por ejemplo, resulté poco eficaz, y gener6 efectos secundarios adversos no deseados
(no reportados) asociados con la dosis administrada en varios de los participantes del estudio.
Por otro lado, el oligonucleétido antisentido IONIS 113715 restablece parcialmente la sensibilidad
a la insulina en ratones obesos [25], la dosis (400 mg) y la via de administracion (intravenosa) no
son las ideales [165].
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Cuadro 3. Estrategias de inhibicion, inhibidores de la PTP1B y su estado de avance

Estrategia de
inhibicion

Inhibicién
competitiva

Agregacién

Inhibicion
alostérica (sitio
activo)

Inhibicidon
alostérica
C-terminal

Inhibicién
bidentada

Oligonucledtidos
antisentido

iRNA

Ventajas

* Inhibicion potente

s Alta afinidad

» Selectividad
aceptable

* Biodisponibilidad
oral

* Es posible superar
limitaciones por
selectividad y
competencia de
sustrato

* Pueden alcanzarun
buen perfil
farmacocinético

* Alta Selectividad y
eficacia preclinica

* Buen perfil
farmacocinético

* Pocos efectos
adversos

* Alta potencia,
selectividad y
permeabilidad celular
* Buena
biodisponibilidad oral

+ Alta selectividad y
eficacia
* Seguridad

* Mas potente que ISIS
113715

* Puede ser mas
potente que los
oligonucledtidos
antisentido

* Concentracion
efectiva mas baja y
mas estable (para
SiRNA)

Desventajas

* Pobres propiedades
farmacocinéticas (cargay
tamafio)

* Baja permeabilidad y
biodisponibilidad

e Dificil selectividad Vs.
TCPTP

¢ Baja eficacia
e Efectos secundarios

* Poca eficacia
e Efectos adversos

* Dirigida al dominio
catalitico PTP

¢ Baja solubilidad en agua
y biodisponibilidad oral

Algunos sitios
secundarios estén en
otras PTPs

* Requiere inyecciony
altas dosis

* Requiere ser acoplado a
un transportador

* No reportados

* Gran tamaiio y carga

* Requiere de disefio
racional de un sistema de
transporte

» Efectos “Off-target”

2.5.7 Inhibidores de la PTP1B

Ultimos avances

No hay candidatos
clinicos

Patente:
2003 (JTT-551)
Fase clinica ll

Patente: 1998

(Ertiprotafib)
Fase clinicall

No hay candidatos
clinicos

Patente: 1999
(Trodusquemina)
Fase clinical

No Hay candidatos
clinicos

IONIS 113715
Fase clinicalll

IONIS PTP1Bgy
Inicio Fase clinicall

Primera patente: 2003

Segunda patente:
2008
Ensayos preclinicos

Contribuyentes

Aventis, Ontogen,
Abbott, Merck, Novo
Nordisk, Wyeth,
Einstein College of
Medicine, etc.

Japan Tobacco

Wyeth, Pfizer

Sunesis
Pharmaceuticals

Genaera

Merck-Frosst,
Abbott, Albert
Einstein College of
Medicine

lonis
pharmaceuticals,
Merck

lonis
pharmaceuticals

Ceptyr Inc.

Sirna Therapeutics

Referencia

[21,25,26]

[189-192]

[11,12,25,104,18
6]

[38]

[12,50,175,200~
205]

[12,20,28,40—
43,103,206]

[12,25,26,44—
46,207-213]

[12,47,202,214]

[215]

[26,48,215-218]

Actualmente se ha identificado y patentado diversos compuestos probados in vitro, in vivo
y/o in silico que han demostrado tener efecto inhibitorio sobre la actividad catalitica de la PTP1B,
y que tienen potencial uso farmacolégico para el manejo de la DMT2, obesidad y céncer
[11,24,36,40,50,73,76,94,111,135,141,143-148,165-189]. Estos compuestos en su mayoria son
de origen bioldgico, e intentan imitar al sustrato endégeno de la enzima (pTyr).
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En general, los inhibidores de la PTP1B pueden ser clasificados con base en su
estructura, propiedades quimicas, el sitio de inhibicion de la enzima, y fuente a partir de la cual
son obtenidos. Con base en el sitio o mecanismo de inhibicion, pueden ser competitivos,
alostéricos y bidentados [28]. Con base en la fuente de obtencidn, los inhibidores de la PTP1B y
sus derivados pueden ser de origen natural, sintético, y semisintético [190].

En la Figura 9 se muestra la estructura quimica de algunas de las moléculas con efecto
antidiabético que han sido utilizadas como control positivo en los ensayos de inhibicion
enzimatica de la PTP1B, como por ejemplo, el &cido clorogénico (AC) (inhibidor natural
alostérico/competitivo)  [82,84,191,192] y el acido wursélico (AU) (inhibidor natural
competitivo/mixto) [32,84,140,192-195]. Otros compuestos como la trodusquemina/MSI-1436
(inhibidor natural alostérico) [50], y ertiprotafib (inhibidor sintético inductor de agregacion
enzimética) [11], entre otros, han alcanzado la fase clinica | y Il, respectivamente. Sin embargo,
los ensayos clinicos han sido suspendidos debido a la falta de eficacia, especificidad, y efectos
adversos de estos y otros compuestos [11,12].

Existen otro tipo de farmacos sintéticos de medicacién oral comercialmente disponibles
como la metformina, nateglinida, glibenclamida y pioglitazona, entre otros, que modulan la funcion
del IR inhibiendo la actividad de PTP1B. No obstante, de modo similar a lo que se ha observado
con los compuestos antes mencionados, el uso prolongado de estos medicamentos esta
asociado con efectos secundarios y complicaciones serias de salud [59].
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Figura 9. Estructura quimica y fuente de obtencién de algunos inhibidores dela PTP1B. Diversos
compuestos de origen natural y sintético han sido utilizados como inhibidores de la PTP1B. Algunos como el
acido clorogénico y ursdlico, se han empleado como como control positivo de inhibiciébn en ensayos de
actividad enzimética. Otros, como trodusquemina y ertiprotafib, han alcanzado la fase clinica | y Il de
desarrollo farmacoldgico.
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2.5.8 Retos en el desarrollo de inhibidores de la PTP1B

El disefio de un inhibidor de la PTP1B con un perfil farmacolégico clinicamente aceptable
es un reto persistente por la exigencia de balance entre la selectividad, potencia, eficacia,
permeabilidad, y biodisponibilidad del potencial inhibidor [11,21,28,190]. Las limitaciones que
subyacen a este balance se deben a la localizacion intracelular de la enzima, carga positiva de
los aminoé&cidos del sitio catalitico, y al nivel altamente conservado del dominio catalitico N-
terminal en todos los miembros de la familia PTP; en especial, aquellos que se encuentran
cercanamente relacionados, como PTPa, SHP1/2, and TCPTP [36,38,68,165]. Esta cercania se
hace aun estrecha al comparar el dominio catalitico de la PTP1B con el de la TCPTP. Ambas
proteinas comparten una similitud estructural y de secuencia de RMSD (raiz de la desviacién
cuadratica media) < 0.5 A'y 72 % (residuos 1-300), respectivamente [21,24,36,164]. Esta similitud
entre PTP1B y TCPTP repercute en la selectividad y efecto de inhibicion off target, puesto que la
inhibicibn de la TCPTP se asocia con alteraciones fisiol6gicas importantes (destruccion de la
médula 6sea, alteraciones en la generacion y funcion de células By T) [10, 14].

Es importante tener en cuenta que la mayoria de los estudios de inhibicién in vitro, in vivo
e in silico se han llevado a cabo con el dominio catalitico de la PTP1B (PTP1B;.30), conocido
también como la forma o versiéon corta de la enzima. Por esta razén, con base en las limitaciones
inherentes a dirigir la inactivacion de la PTP1B a través del dominio catalitico, es necesario
considerar sitios alternos que promuevan la interaccion de posibles inhibidores con los residuos
hidrofébicos no conservados de la enzima. De ahi que la inclusién de la region reguladora de la
PTP1B (PTP1Bso1.400) €S importante, ya que esta region hace parte de la forma fisioldgica de la
enzima, es decir, la forma que se encuentra in vivo (PTP1B;.40). Ademas, se puede identificar
posibles inhibidores que se unan en esta region de la enzima, lo cual podria favorecer su eficacia
y capacidad de inhibicion.

2.6 Actividad enzimatica

Los ensayos enzimaticos son procedimientos experimentales disefiados para caracterizar
la actividad de las enzimas en sistemas bioquimicos o celulares, lo cual incluye el estudio de la
cinética e inhibicidn enzimatica. Las mediciones en este tipo de ensayos se obtienen a través de
lecturas biofisicas de sefiales fluorescentes, luminiscentes o espectrofotométricas [196]. Estos
ensayos son importantes porque permiten medir la actividad celular, monitorear la actividad de
una enzima durante su purificacion, e identificar y/o caracterizar agentes terapéuticos. De ahi que
sus aplicaciones se extiendan, ademas de la caracterizacion enzimatica, en el diagnéstico clinico,
y disefo de farmacos [196,197].

En farmacologia, los ensayos de actividad enzimética brindan informacion sobre la
actividad biolégica de muchos farmacos o candidatos a farmacos, cinética de uniéon y mecanismo
de accién de un inhibidor. Se estima que alrededor de la mitad de todos los farmacos
comercialmente disponibles son inhibidores enzimaticos [198,199]. Los dos valores de referencia
mas utilizados para la identificacion del mecanismo de accién de ciertos compuestos con efecto
inhibidor, son: la concentracion de inhibicibn media (ICsp) y la constante de inhibicién (K;). Siendo
la medida més informativa y empleada en el estudio de la eficacia de un farmaco, la IC5, que
indica la concentracion de inhibidor que produce el 50 % de inhibicion de una enzima. La K;
corresponde a la constante de disociacion del complejo enzima-inhibidor [200-202].
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2.6.1 Actividad enzimatica de la PTP1B

La actividad enzimatica de la PTP1B es comuUnmente evaluada por ensayos
colorimétricos; midiendo el cambio de color generado por el producto (p-nitrofenolato, pNP) de la
hidrolisis de pNPP (p-nitrofenil fosfato), que es el sustrato ampliamente utilizado para cuantificar
la actividad fosfatasa de otras enzimas de la misma familia (fosfatasas de tirosina). Durante el
monitoreo de la hidrolisis de pNPP causada por la actividad enziméatica de PTP1B, se mide la
absorbancia de pNP a 405 nm [203]. A partir de estos valores se determina la concentracion
Optima de sustrato y enzima a utilizar en ensayos subsecuentes. Ademas, se determina la ICsx
cuando se evalla la actividad fosfatasa en presencia de un inhibidor [204]. A continuacion, en la
Figura 10 se ilustra la reaccién quimica catalizada por la PTP1B, en donde a partir del pNPP, que
es un mimético de fosfotirosina (sustrato fisiolégico de la PTP1B), se produce pNP (de color
amarillo) cuantificable por espectrofotometria a 405 nm.

ﬁ
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PTP1B -
OH
—_— —_— + H0
H,0
NO, NO, NO,
p-nitrofenil fosfato p-nitrofenol p-nitrofenolato \4
Absarbancia
05nm
Microplaca
(96 pocillos)

Espectrofotémetro -

Figura 10. Reaccion de hidrolisis del pNPP catalizada por la PTP1B. El grupo fosfato (PO.) del p-nitrofenil
fosfato (pNPP) es hidrolizado por la PTP1B. El producto final de la reaccion es p-nitrofenolato (pNP), el cual
produce un color amarillo cuantificable a 405 nm de absorbancia en un espectrofotometro. Adaptado de:
Martin et al., 2012. Identification of small molecule inhibitors of PTPo through an integrative virtual and
biochemical approach [205].

Los ensayos de cinética enzimatica conducidos con la PTP1B han contribuido al estudio y
desarrollo de inhibidores que han avanzado a la fase | y Il de ensayos clinicos. El resultado de
este esfuerzo es el mejor entendimiento de los sitios de uniéon y mecanismo de accién de los
inhibidores de la PTP1B. En general, la mayoria de los estudios de actividad enzimatica de la
PTP1B se han ejecutado con la forma corta de la enzima, que corresponde al dominio
cristalizable. Sin embargo, los estudios comparativos de cinética enzimatica que han incluido la
forma corta (PTP1B1.300) Y la forma larga de la PTP1B (PTP1B;.400), SON clave en la identificacion
de diferencias en la actividad enzimética (K, y ke) entre el domino catalitico N-terminal y el
dominio regulador C-terminal intrinsecamente desordenado.
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2.7 Cribado virtual en el estudio y desarrollo de farmacos

La dimensién del espacio quimico, cuyo nimero aproximado de compuestos con efecto
farmacolégico conocido y aiin por conocerse, es de 10°® moléculas [206,207]. El tener una idea
del nimero de compuestos que por su actividad bioldgica pueden ser utilizados en el tratamiento
de enfermedades, ha impulsado el desarrollo de herramientas computacionales que permiten
explorar dichas moléculas e identificar aquellas que cumplan con un perfil farmacoldgico
clinicamente aceptable. Idealmente en las primeras fases del desarrollo y descubrimiento de
farmacos. El cribado virtual es una de las herramientas computacionales que se utilizan para
hacer el proceso de busqueda de compuestos con potencial efecto terapéutico més eficiente
[207,208].

El cribado virtual ofrece diversas ventajas en el disefio y desarrollo de farmacos asistidos
computacionalmente. Una de ellas es que reduce el costo y tiempo de busqueda de compuestos
en comparacion con lo que podria tomar experimentalmente, como en la técnica de deteccion de
alto rendimiento (conocida como high-throughput screening o HTS, por sus siglas en inglés).
Adicionalmente, con base en los criterios de blsqueda, es posible reducir y adecuar el espacio
guimico al blanco molecular de interés y a la posibilidad de acceder o sintetizar los compuestos
disponibles en las bibliotecas virtuales. Los pasos metodoldgicos del cribado virtual incluyen en
primer lugar, el acoplamiento molecular de una proteina (que puede ser un receptor 0 una
enzima), en este caso la PTP1B, con una biblioteca virtual de compuestos. Esta biblioteca virtual
se construye bajo los criterios de inclusion de interés (e.g. toxicidad, aprobacion por la FDA,
disponibilidad comercial, etc.). Como resultado del acoplamiento se obtiene una lista de
compuestos, cada uno con la afinidad de unién por el blanco molecular de interés (calculada en
kcal/mol) y su cédigo dentro de la biblioteca virtual. Este cédigo facilita la busqueda de estos
compuestos en diferentes bases de datos (e.g. Drugbank, Pubchem, Zinc, etc.) en las que se
puede obtener informacion experimental o predicha sobre sus pardmetros farmacocinéticos, fase
clinica de desarrollo, interacciones medicamentosas, etc. Finalmente, se seleccionan los
compuestos con mayor afinidad de unién al blanco molecular de interés y que pueden ser
evaluados experimentalmente [208].
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3. HIPOTESIS

3.1 Hipotesis general

La inhibicién de la actividad enzimatica de la hPTP1B evaluada in vitro varia segun la
region estructural de la enzima que interactda con el inhibidor. Esta region puede estar constituida
por el dominio catalitico N-terminal (hPTP1B.1300) O incluir el dominio regulador C-terminal
intrinsecamente desordenado (hPTP1B;.400) de la hPTP1B.

3.2 Hipotesis especifica
La inhibicién de la actividad enzimatica de la hPTP1B (expresada en valores de ICsq ¥
porcentaje de inhibicion) evaluada in vitro, es mayor en la forma de la enzima que incluye la

region reguladora C-terminal (hPTP1B;.400), €n comparacion con la forma de la enzima que
comprende Unicamente su dominio catalitico N-terminal (hPTP1B_1.30).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar nuevos inhibidores de la PTP1B mediante ensayos colorimétricos de actividad

enzimatica y acoplamiento molecular.

4.2

4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

4.2.5

Objetivos especificos

Construir el sistema de expresion y desarrollar el método de purificacion de la proteina
PTP1B de humano.

Estandarizar el ensayo de actividad enziméatica de la hPTP1B.

Realizar un cribado virtual basado en estructura de moléculas disponibles en bases de
datos.

Llevar a cabo estudios de acoplamiento molecular con los compuestos elegidos a partir
del cribado virtual, antecedentes farmacoldgicos y disponibilidad comercial.

Comparar la actividad enzimatica del dominio catalitico de la hPTP1B (hPTP1B;.,gs5) vy la
forma de la enzima que incluye la region reguladora (hPTP1B;.400).

Identificar el mecanismo de inhibicion de diferentes compuestos con potencial efecto

inhibidor y otros reportados como inhibidores de la hPTP1B, mediante ensayos de cinética
enzimatica.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y METODOS

5.1 Seccion experimental

5.1.1 Construccion de los sistemas de expresion de las tres formas de hPTP1B:
hPTP1B,.,5;, hPTP1B, 5., y hPTP1B, .00

5.1.1.1 Disefio de oligonucledtidos para la obtencidn de los sistemas de
expresion para las tres formas de hPTP1B

Se disefiaron tres pares de oligonucleétidos (F: forward y R: reverse) para construir los
tres sistemas de expresién de cada forma de hPTP1B. Asi, las secuencias de pET-28a-PTPN1;.
285, PET-28a-PTPN1; 3 Yy pET-28a-PTPN1, 400, cOrresponden a las formas hPTP1B; »g5, hPTP1B;.
321 Y hPTP1B, 400 de la proteina PTP1B de humano. Los oligonucleétidos se indican en el Cuadro
4,

Cuadro 4. Oligonucleotidos de amplificacion para los tres sistemas de expresién del gen

PTPN1

Oligonucleétido Longitud Secuencia (5’-3’)
F-PTP1B1-285 31 TCATGGGTGATAGTTAAGTTCAGGACCAATG
R-PTP1B1-285 31 CATTGGTCCTGAACTTAACTATCACCCATGA
F-PTP1B1321 33 CTGGAACCGCATAATTGAAAGTGCCGTGAATTT
R-PTP1B1-321 33 AAATTCACGGCACTTTCAATTATGCGGTTCCAG
F-PTP1B1-400 23 TGGTCATATGGAAATGGAAAAAG
R-PTP1B1-400 26 TGCAAGCTTAGTCTTCATCTTTTTC

5.1.1.2 Amplificacién por PCR de las secuencias codificantes para la expresion
de las tres formas de hPTP1B

Los componentes utilizados en la reaccion de PCR para la amplificacion de los tres
sistemas de expresion (pET-28a-PTPN1;.g5, PET-28a-PTPN1;3; ¥ PET-28a-PTPN1;400) Se
describen en el Cuadro 5. Toda la reaccion se llevé a cabo en un volumen total de 50 L, por
duplicado. Este volumen total (50 pL) corresponde a la suma del volumen de todos los
componentes de la reaccién de PCR, como se muestra en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Componentes de lareaccion de PCR para la obtencién de las tres secuencias de
expresion del gen PTPN1

Componente Sistema de expresion
de Concentracion  pET-28a-PTPN11.2gs (UL) PET-28a-PTPN1yg(ul) pET-28a-PTPN11.400 (ML)
reaccion
Buffer 5X 10 10 10
dNTPs 10 mM 1 1 1
DNAmoide 2.0 ng/pL 1.47 1.47 1.47
Primer F 2.5 ng/pL 3 3.33 2.32
Primer R 2.5 ng/uL 2.4 3.4 2.71
Agua - 31.63 30.3 32
DNApol 0.5 unidades/pL 0.5 0.5 0.5

La cadena de DNA molde a partir de la cual se amplificaron las tres secuencias del gen
PTPNL1 (con los oligonucleétidos indicados en el Cuadro 4) corresponde a la secuencia completa
del gen PTPN1 (PTPN1-,435). Esta dltima, hace parte de la construccion pET-28a(+)-PTPN1
optimizada para Escherichia coli (E. coli). Las condiciones de la reaccion en el termociclador se
resumen en el Cuadro 6. El empalme se realiz6 en un método de escalera, es decir, se escaned
de 55 a 80°C, y el alineamiento previo al inicio de la polimerizacién ocurri6 a los 3 minutos.

Cuadro 6. Condiciones de PCR para obtener las tres secuencias del gen PTPN1

Paso Temperatura Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial  98°C 1 minuto
Desnaturalizacion 98°C 15 segundos
Alineamiento 55-80°C (Tm71-80) 3 minutos
Extension 72°C 10 minutos (6000 bases) 4
Extension final 72°C 10 minutos

5.1.1.3 Transformacidn de células competentes de E. coli con los productos de
PCR

Para la transformacion de células competentes se utilizaron células de E. coli DH5a. A
partir de las células transformadas con las tres construcciones de los sistemas de expresion, se
realizaron doce cultivos en medio LB sélido con antibiético (30 mg/mL kanamicina). En total, se
sembraron tres cultivos por sistema de expresion, y se incubaron por 12 horas a 37 °C.
Posteriormente, se seleccionaron colonias individuales para su crecimiento en medio liquido.
Estos ultimos se dejaron en agitacion a 37 °C durante 12 horas. Pasado este tiempo, se procedid
con la extraccion de DNA.
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5.1.1.4 Aislamiento de DNA plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico se llevd a cabo con el Kit Miniprep QIAGEN (250, Cat.
No. 27106). En total, se obtuvieron tres muestras de 50 uL de DNA de cada sistema de expresion
(Cuadro 7). Su concentracién fue cuantificada por espectrofotometria UV-vis en el equipo
NanoDrop™ 2000/2000c ThermoFisher. ElI Cuadro 7, muestran las concentraciones de cada
muestra de DNA y su respectiva relacién de absorbancia a 260 nm y 280 nm.

5.1.1.5 Secuenciacion de las construcciones de los sistemas de expresion de la
hPTP1B

Todas las muestras de DNA de cada sistema de construccion fueron secuenciadas en el
laboratorio de la Unidad de Biologia Molecular (IFC, UNAM). Los resultados de la secuenciacion
fueron comparados con la secuencia completa optimizada del gen PTPN1. Esto, con el fin de
corroborar que las construcciones obtenidas correspondian a las secuencias de los genes
PTPN1;.,s5, PTPN1;3; Y PTPNL1;i40. La Figura 11 muestra las partes de uno de los tres
alineamientos realizados entre la secuencia del gen completo (PTPN1;435) Yy la secuencia
amplificada de PTPNL1,.,g5, resaltando el coddn de inicio y coddn de terminacién. Finalmente, para
los pasos siguientes de expresion de las proteinas correspondientes a cada construccion, se
escogieron las muestras de DNA cuya secuenciacion habia sido completa (marcadas con
asterisco en el Cuadro 7).

Cuadro 7. Concentracion y pureza del DNA de las construcciones del sistema de expresion
pET-28a-PTPN1

Secuencia DNA Muestra Concentracion (") Relacion 260/280

1 118.1 1.84
PTPN11.285 2* 98.6 1.88
3 99.7 1.88
1 144.3 1.89
PTPN11-321 2 106.9 1.93
3* 132.0 1.96
1 122.2 1.88
PTPN11.400 2 94.1 2.03
3 122.0 1.93

* Secuencias a partir de las cuales se realizé la expresion de las tres formas de hPTP1B
recombinantes.

Codén de inicio Codén de terminacion
ITTlTTIIITTTT|IIIT|TTTI|I |'|'T|TT|'|'||'|'|'|'|TTT|’||’|’|’|’|TTTT||’|’|’|’||’T

120 130 S60 S70 S8R0
PTPN11'400 > L T (5 ey e ey CTRARRTT CATCATGEGEE TGATAGTENSSMCTT CLGE.

=

CTAAATTTCATCATGGGGTGATAGTHE

LRLG
PTPN1i285 » ZGGEGTCATHMEGLLATGGLALLLG BN TTTCLNG.

Figura 11. Alineamiento entre la secuencia completa (PTPN1i.435) y una de las tres construcciones del
gen PTPN1 (PTPNll.zss).
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5.1.2 Expresion de las proteinas PTP1B recombinantes de humano: hPTP1B,. g,
hPTPlBl.321 y hPTP:LBl.4OO

5.1.2.1 Transformacion de células de E. coli con las construcciones de los
sistemas de expresion del gen PTPN1

Después de comprobar que los productos de PCR correspondian a las secuencias de los
sistemas de expresion codificantes para las proteinas hPTP1B; g5, hPTP1B1.351 Y hPTP1B1.400, S€
llevé a cabo el mismo procedimiento de transformacién celular descrito anteriormente (ver en la
seccion de transformacion celular de los productos de PCR); esta vez utilizando células de E. coli
BL21 pLysS.

5.1.2.2 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

Se transfirieron 500 uL del cultivo de bacterias transformadas (e incubadas durante 12
horas a 37 °C) en 500 mL de medio LB liquido suplementado con 30 pg/mL de kanamicina.
Luego de incubar los cultivos a 37 °C en agitacion a 250 rpm, se indujeron con IPTG (1 mM) una
vez que alcanzaron una densidad éptica de 0.6 a 600 nm y se incubaron nuevamente por 6 horas
en las mismas condiciones. Transcurrido este tiempo, los cultivos bacterianos fueron
centrifugados a 8000 rpm (centrifuga Thermo Scientific™ Sorvall™ LYNX 4000, rotor de angulo
fijo A-621) durante 10 minutos. Se descarto el sobrenadante. El paquete celular fue resuspendido
en amortiguador Tris 50 mM (pH 6.8) y sonicado (10 ciclos, intervalos de 30 segundos).
Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm (centrifuga Thermo Scientific™ Sorvall™ LYNX 4000,
rotor de angulo fijo AM 50.14) durante 10 minutos. Después de centrifugar y separar el
sobrenadante del producto de la sonicacion, este fue filtrado y fraccionado por cromatografia de
afinidad a iones Ni(ll). Finalmente, se colectaron las fracciones activas de cada proteina
(hPTP1B1.585, hPTP1B1.35; Y hPTP1B;.400). La actividad de cada fraccion fue evaluada mediante el
ensayo enzimatico de fosfatasa con pNPP como sustrato. Por ultimo, se realiz6 una electroforesis
en geles de acrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), para identificar las
fracciones obtenidas por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés)
de cada una de las tres formas de la proteina (hPTP1Bi.0g5, hPTP1B1.351 Y hPTP1B1.400).

5.1.3 Ensayos de actividad enzimatica

Todos los ensayos enzimaticos (evaluacion cualitativa de los derivados del AG,
determinacion de ICs, cinética y competencia enzimatica) realizados con las tres formas de las
proteinas recombinantes purificadas (hPTP1B;.5g5, hPTP1B1.3,; Y hPTP1B1 400), S€ llevaron a cabo
en un volumen total de 100 pL con amortiguador Tris 50 mM, pH 6.8, a una temperatura y tiempo
de incubacion de 37 °C y 15 minutos, respectivamente. Para establecer las concentraciones
Optimas de enzima y sustrato (pNPP), se realizaron ensayos previos con distintas
concentraciones de enzima y pNPP. A continuacién, se indican las concentraciones ensayadas y
Optimas de cada uno de ellos.
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5.1.3.12 Definicidn de la concentracidn de enzima

Con base en las concentraciones de PTP1B y pNPP empleadas en estudios anteriores
qgue evaltan la actividad enzimética de la PTP1B in vitro con diferentes formas de la enzima
(PTP1By10s, PTP1B1371, PTP1Bi405, PTP1B1411) [27,38,50,203,204,209], se evaluaron tres
concentraciones distintas de enzima: 22 nM, 44 nM y 66 nM. Cada una de ellas con cinco
concentraciones de pNPP: 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mMy 0.5 mM. Después de determinar la
velocidad a la cual, la formacion del producto de la reaccion (pNP) es proporcional al consumo de
sustrato (pNPP), se eligié la concentracion de PTP1B a utilizar en los ensayos siguientes de
actividad y cinética enziméatica. La concentracion 6ptima de enzima purificada para los ensayos
de actividad fue de 66 nM.

5.1.3.2 Determinacidn de la concentracidon de sustrato

Una vez determinada la concentracién de enzima, se evaluaron ocho concentraciones
distintas de sustrato (pNPP) entre 0.1 mM y 0.8 mM en incrementos de 0.1 mM. Todo en tiempos
de 15, 20, 25 y 30 minutos. Al igual que las concentraciones de enzima, las concentraciones de
pNPP se definieron con base en las concentraciones utlizadas en estudios anteriores
[38,203,204,209]. La concentracidon 6ptima de sustrato fue de 0.25 mM en un tiempo de 15
minutos. Esta concentracion corresponde a la concentracion de pNPP en donde aln se conserva
la linealidad entre la formacion de producto y consumo de sustrato (hasta 0.35 mM de pNPP),
antes de alcanzar la velocidad maxima de la reaccion (alcanzada a partir de 0.55 mM de pNPP).

5.1.3.3 Compuestos evaluados en los ensayos de inhibicion enzimdtica

Los ensayos de inhibicion enzimatica se llevaron a cabo con dos grupos de compuestos.
El primer grupo incluye algunos de los compuestos con efecto inhibitorio conocido sobre la
PTP1B. Estos son: acido ursolico (AU), acido clorogénico (AC), y suramina (SUR). El segundo
grupo de compuestos esta conformado por el acido glicirretinico (AG) o acido 18B-glicirretinico
(16), y 16 compuestos de indol y pirazol derivados de este ’. EI AG a partir del cual se sintetizaron
sus derivados se obtuvo comercialmente (Sigma-Aldrich). La sintesis de los compuestos
derivados del AG se hizo con base en el procedimiento descrito por De-la Cruz-Martinez et al.
[166]. El nombre de cada compuesto (indicado en el Cuadro 8) corresponde al nombre asignado
por quien los sintetizo, el Dr. Francisco Cortés-Benitez del Departamento de Sistemas Biol6gicos,
Division de Ciencias Biologicas y de la Salud, Universidad Auténoma Metropolitana (UAM),
Xochimilco, Ciudad de México, México [166]. Por convencién y referencia metodolégica general,
los derivados del acido glicirretinico, incluyendo la carbenoxolona, fueron numerados del 1 al 17
(AG1.17), exceptuando el AG, que fue asignado como el compuesto nimero 16. ElI Cuadro 8,
indica el numero asignado y el nombre de cada uno de los compuestos derivados del acido
glicirretinico. La estructura de todos los compuestos evaluados (AU, AC, SUR, AG y sus
derivados) se muestra mas adelante en la Figura 16 (en la seccion de resultados y discusion).

”'El nombre oficial del &cido glicirretinico (AG) segun la IUPAC es acido (2S,4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aS,12bR,14bR)-10-hidroxi-
2,4a,6a,6b,9,9, 12a -Heptametil-13-oxo-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,83,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-icosahidropiceno- 2 -carboxilo. Los
compuestos derivados del AG contienen anillos de indol sustituidos o grupos N-fenil-pirazol fusionados a su anillo A.
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Cuadro 8. Nombre y nimero asignado alos compuestos derivados del AGy.17

Numero asignado Nombre del compuesto

1 FC-1-47

2 CDB-2-24

8 CDB-2-30

4 FC-1-113

5 FC-1-109

6 FC-1-121

7 FC-1-114

8 DLC-3-7

9 FC-1-122

10 FC-1-124

11 FC-1-115

12 FC-1-119

13 FC-1-116

14 FC-1-118

5 FC-1-123

16 Acido glicirretinico (AG)
17 Carbenoxolona

5.1.3.4 Determinacion de ICg,

Los ensayos de determinacion de ICs, fueron realizados con los dos grupos de
compuestos mencionados anteriormente, es decir, aquellos con efecto inhibitorio conocido (AU,
AC y SUR) y aquellos con efecto inhibitorio desconocido (derivados del AG). Cada compuesto fue
afiadido en concentraciones crecientes en las condiciones dptimas previamente establecidas de
volumen, pH, concentracibn de enzima y sustrato, temperatura y tiempo de incubacion. Las
concentraciones de AU (diez concentraciones entre 5.0 pM y 50 pM, en incrementos de 5.0 pM),
AC (diez concentraciones entre 0.4 mM y 4.0 mM, en incrementos de 0.4 mM) y SUR (diez
concentraciones entre 1.0 uM y 10 uM, en incrementos de 1.0 uM), fueron definidas con base en
los valores de ICs, reportados para cada uno de ellos en estudios anteriores
[29,32,82,140,143,192,210-212]. Las concentraciones de los derivados del AG para determinar
su ICsy, fueron probadas con base en los resultados del ensayo cualitativo preliminar.
Inicialmente, la determinacion de la ICso se realizé con AU, AC, SUR, y las tres formas de la
enzima (hPTP1B; g5, hPTP1B;. 3, Y hPTP1B;.400). Posteriormente, la ICso de los derivados del AG
se definid con la hPTP1B;.490, que fue la Unica forma de la enzima inhibida por estos compuestos
en la evaluacion cualitativa preliminar.

5.1.3.5 Cinética enzimdtica

Los experimentos de cinética enzimatica se llevaron a cabo en las mismas condiciones
Optimas de ensayo descritas anteriormente (pNPP 0.25 mM, PTP1B 66 nM, amortiguador Tris 50
mM, pH 6.8; incubaciéon a 37 °C por 15 minutos). Inicialmente, se definieron los parametros
cinéticos para el AU, AC, SUR, y la forma larga de la hPTP1B (hPTP1B;.4q). Con el fin de
identificar diferencias en el mecanismo de inhibicion asociadas con la region estructural de la
PTP1B, se realizd un ultimo ensayo de cinética enzimatica con la forma corta (hPTP1B1.,g5) ¥
larga (hPTP1B,.4q0) de la enzima, con AC. Los ensayos de cinética enzimatica con los derivados
del AG se llevaron a cabo con la hPTP1B; 4. La determinacién de los pardmetros cinéticos de
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los derivados del AG se realizé con aquellos derivados que mostraron mayor efecto inhibitorio en
la determinacion de la ICso. Estos son: compuesto 2, 4, 5, 7,y 8.

En todos los ensayos de cinética enzimatica, realizados por triplicado, se emplearon
diferentes concentraciones de inhibidor (uM) y sustrato (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mM de pNPP). Las
distintas concentraciones de inhibidor fueron seleccionadas con base en los valores de ICs
previamente determinados. El control negativo fue preparado con enzima y sustrato en ausencia
de inhibidor. Las curvas de saturacion fueron construidas con concentraciones fijas de inhibidor.
Los andlisis de los resultados fueron analizados con diferentes modelos matematicos con la
version OriginPro 2018 (64-bit) SR1 (Northamton, MA, USA, https://www.originlab.com) utilizando
las ecuaciones que se encuentran a continuacion:

Inhibicién competitiva

Viax ()

K, (1 + (%)) +x

En donde;
Vimax = velocidad maxima K,, = constante de Michaelis-Menten
x = concentracion de sustrato K; = constante de inhibicion

I = concentracion de inhibidor

Inhibicién no competitiva

Vmax (x)

(1+(%)) X (K, + x)

Las variables se describen en el modelo anterior (inhibicion competitiva).

y:

Inhibicién acompetitiva

Vmax (x)
%+ K/ L+ D/KD)

y:

Las variables se describen en el modelo anterior (inhibicibn competitiva).

Inhibicién mixta

Vmax (x)/ ((1 + I)/(a Ki))
x+Kn (AL+D/K) /(A +1D)/(aK))

y:

En donde;

a = es el cociente que resulta de V,,,, sin inhibidor/V;,,, con inhibidor
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5.1.3.6 Ensayos preliminares de competencia enzimdtica

Con base en los valores de ICso de los compuestos evaluados, se realizaron ensayos de
competencia enzimética con la forma de la enzima que incluye la region intrinsecamente
desordenada (hPTP1B.4q0). Esto, para determinar si el efecto inhibitorio observado en los
ensayos cinéticos anteriores esta influenciado por la unién del inhibidor con el sitio activo y/o la
region reguladora de la enzima. Se seleccionaron diferentes compuestos por cada tipo de
inhibicién (determinado en los ensayos de cinética enzimatica), y fueron contrastados asi: (i)
inhibidor mixto (AU) — inhibidor competitivo (AC); (ii) inhibidor mixto (AU) — inhibidor acompetitivo
(compuesto 7). Las concentraciones de inhibidor fueron definidas a partir de su ICs,. Asi, el 100 %
de la concentracion de un inhibidor equivalia a su ICsy (control positivo), y el 0 % de concentracion
del segundo inhibidor correspondia a la ausencia de este (control negativo). A partir del valor de
ICso, se hicieron 10 diluciones del inhibidor: 10 concentraciones en orden creciente para un
inhibidor, y 10 concentraciones en orden decreciente del segundo inhibidor. De esta manera, a la
concentracion 0 % de un inhibidor, le correspondia el 100 % del segundo inhibidor.

El siguiente esquema (Figura 12) resume el proceso experimental in vitro desarrollado a
partir de la construccion del sistema de expresién hasta los ensayos enzimaticos realizados con
las tres formas de la hPTP1B (hPTP1B1.,g5, hPTP1B;.351, Y hPTP1B; 400,):

Construccion del Productos de PCR
sistema de expresion PTPN1;.285 Y PTPN1,:.400
Gen PTPN1 — PTPN1 —_—
His-Tag — o
Dominio PTP egion —
| N ominio reguladora RE Cc
L J
| PTPN11.25 J
pET-ZBa L PTPN11.321 |
PTPNT;.400 \
Ensayos de inhibicion enzimatica Expresion y purificacion s 8 8 5 8 8 3+
IR I
N ® 14 2 2 z2 Zz2 Zz2 Zz z
g & S s £ EEEEEEE
Tamafio &ﬁob Q&" Q\‘b" Q\‘b‘ \c;ob Tamafio = & & & a & a aa
(koa) W & & & W % (Kpb)
g n: iy
% : «— VAN Acido dlorogénico (mM) 132 " PTP1B1.285 ;
= o AC o ~=1{ Dg 4 e + ‘ 10 »
é . VAN-AC E g ?J « - 5°§»W « 2 N
¥ . < v 16 ) v i "
E“ 2 0 - Y £t 3.
|5 . E.]° 4_ . 50 - - PTPIBLaz1 5 S
- N 2, By O - » 155 .
@ ——, - - P .
2 7 ’M LI S " PTP1B1-400 0.7%3 .
E Concentracién inhibidor (uM) 1/pNPP (mM) ! ‘ 0.5 »

Figura 12. Esquema del disefio experimental de los ensayos in vitro. Una vez construidos los sistemas de
expresion de los genes codificantes para las tres formas de la hPTP1B (hPTP1Bi.285, hPTP1B1.321 y hPTP1B;.
400), €stos fueron amplificados por PCR y secuenciados. La expresion y purificacion de las proteinas
recombinantes se hizo con las muestras de DNA secuenciadas completamente. Los ensayos de inhibicién
enzimatica se realizaron en principio, con las tres proteinas recombinantes purificadas, y luego, Unicamente
con la forma larga (hPTP1B1.400).
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5.2 Estudio in silico
5.2.1 Cribado virtual basado en estructura

Con el fin de identificar potenciales inhibidores de la PTP1B y predecir el sitio de
interaccion proteina-ligando de mayor afinidad, se realizé un cribado virtual basado en estructura
definiendo el espacio de busqueda al sitio alostérico del dominio catalitico de la PTP1B (PTP1B;.
300)- EN principio, se cred una biblioteca de compuestos para acoplarlos con la forma holo del
dominio catalitico de la enzima. Cabe mencionar que la forma holo de la PTP1B, 3y utilizada para
el cribado virtual y acoplamiento molecular, corresponde a una de las estructuras que han sido
resueltas (y depositadas en la base de datos del PDB; https://www.rcsb.org/) a partir de la
cocristalizacion de la enzima con ligandos interactuantes con el sitio alostérico de la misma (PDB
ID: 1T49) [38].

Los compuestos con potencial efecto inhibidor sobre la PTP1B (PTP1B;3q) fueron
elegidos de la base de datos Zinc (http://zinc15.docking.org), con base en cinco criterios de
inclusion: 1. Origen biogénico, 2. Aprobacion por la FDA, 3. Haber alcanzado la etapa de ensayos
clinicos, 4. Disponibilidad comercial, y 5. Cumplimiento con el estdndar de reactividad. El
acoplamiento molecular, cuyo procedimiento se detallara en la seccion siguiente, se realizé con el
programa idock version 2.2.3, extendiendo el espacio de busqueda sobre el sitio alostérico. La
Figura 13 resume los pasos metodolégicos utilizados para el cribado virtual y acoplamiento
molecular.

1. Cribado de
compuestos Criterios inclusién
- Reactividad
- Toxicidad
- Origen
- FDA

2. Acoplamiento
molecular

3. Seleccion de 2
4. Agrupamiento compuestos L

K& !
’. : ,/ 5. Inspeccion
=4 \ 6. Seleccion de O ﬂ 3

1 e compuestos »L r .-ﬁ
AL

Validacion experimental

Figura 13. Proceso del cribado virtual basado en estructura y acoplamiento molecular. Modificado de:
Basith et al., 2018. Exploring G Protein-Coupled Receptors (GPCRs) Ligand Space via Cheminformatics
Approaches: Impact on Rational Drug Design [213].

50



5.2.2 Modelado de la region C-terminal intrinsecamente desordenada de la PTP1B
(PTP18300-400)

El modelado de la regiébn C-terminal intrinsecamente desordenada de la PTP1B (C-
PTP1B) se hizo, en primer lugar, para predecir la disposicion espacial de la estructura completa
de la enzima en su forma apo (sin ligando), conformada por el dominio catalitico N-terminal
(PTP1B130); 0 N-PTP1B, y la regidon reguladora C-terminal intrinsecamente desordenada
(PTP1B3g0.400); 0 C-PTP1B. En segundo lugar, con base en la conformacion estructural predicha
de la proteina completa (PTP1B;.4q0) @ partir del modelamiento de la region C-PTP1B, se realiz6
acoplamiento molecular con la forma apo de la PTP1Bi.40 Y los compuestos evaluados en los
ensayos in vitro de determinacion de ICs,. De esta manera, fue posible predecir la conformacion
estructural de la enzima completa (PTP1B;.490) €n su forma holo. Asi como también, calcular el
valor tedrico de la energia de union (kcal/mol) de cada uno de los ligandos ensayados in vitro. El
modelo estructural completo de la enzima (PTP1B;.40) que incluye la region intrinsecamente
desordenada (PTP1Bsp400) S€ oObtuvo de la base de datos de AlphaFold
(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P18031) [214,215].

5.2.3 Dindmica molecular de la forma larga de la PTP1B (PTP1B;.,00)

La simulacién de dinamica molecular (SDM) se hizo a partir del modelo de la forma larga
de la PTP1B (PTP1B1400) que incluye la region intrinsecamente desordenada (PTP1Bsgo.400)-
Esto, con el fin de estimar el comportamiento global de la forma mas cercana a la forma
fisiolégica de la enzima en su estructura apo (sin ligando), y evaluar su estabilidad en el tiempo
(200 ns).

Para la simulacién de dindmica molecular de la PTP1B; 400, S€ utilizé el programa AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinement, por sus siglas en inglés) [216,217], el cual ha
sido disefiado para simulaciones en sistemas de computo de alto desempefio. Por esta razoén, las
simulaciones de dinamica molecular se procesaron en el nuevo equipo de supercomputo (NES)
de la UNAM, Miztli. EI programa AMBER integra las ecuaciones de movimiento de Newton bajo
un campo de potencial empirico, permitiendo la vibracion y desplazamiento de todos los dtomos
de un sistema por un periodo de tiempo definido. Este campo de potencial aproxima las energias
de los sistemas moleculares representando los atomos como esferas cargadas y los enlaces
como resortes con propiedades especiales. Dentro del programa AMBER, los sistemas se han
parametrizado para predecir propiedades estadisticas de los sistemas fisicoquimicos a evaluar,
asi como también, para brindar informacién detallada de las interacciones del sistema objeto de
estudio, y estimar la contribucién energética de los parametros o factores definidos para el
sistema, mismos que pueden ser comparados con datos experimentales. En general, la
parametrizacion aporta informacion sobre la conformacion y estabilidad de los sistemas en
solucién; en este caso, de la PTP1B.

Las coordenadas del modelo estructural de la PTP1B;.400 generado por AlphaFold fueron
procesadas con la suite o conjunto de programas de AMBER. El procedimiento para llevar a cabo
la SDM de la PTP1B;.400 (Que corresponde a nuestro sistema) incluyé los siguientes pasos: 1)
preparacion del archivo pdb para hacerlo compatible con AMBER, especificamente con el modulo
LEaP de AmberTools22. Para esto se utiliz el programa pdb4amber [217-221]; 2) neutralizacion
del sistema, afiadiendo contraiones de sodio (Na'); y 3) solvatacion con moléculas de agua
explicitas empleando el modelo hidrico TIP3P [222]. La caja de solvatacion (octaédrica) fue
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construida a 12 A de distancia de la superficie de la proteina. La SDM se llevo a cabo a 1 atm de
presion y 298 K de temperatura, mantenidas con el barostato y termostato Berendsen, utilizando
condiciones de frontera periddicas y suma de Ewald de malla de particulas (espaciado de
cuadricula de 1 A) para tratar interacciones electrostéaticas de largo alcance con un limite de 10 A
para calcular interacciones directas. Se utiliz6 el algoritmo SHAKE (comunmente utilizado en
simulaciones moleculares para imponer restricciones holonémicas generales) [223] para
satisfacer las restricciones de enlace, permitiendo un paso de tiempo de 2 fs. Esto permite
integrar las ecuaciones de Newton, tal como se recomienda en AMBER [217,220,224,225]. El
campo de fuerza empleado fue Amber f99SB [221,226,227]. Todos los calculos se realizaron en
AMBER (pmemd.cuda) con aceleracién de unidad de procesamiento grafico (GPU, Tesla V100)
[224,228].

El procedimiento general de la SDM comprendi6 los siguientes pasos: minimizacion de la
estructura inicial, calentamiento a 298 K durante 50 ps, equilibrio a volumen constante durante 50
ps, y equilibrio a presion constante durante 500 ps. Se realizaron tres SDM independientes de
200 ns. Los frames fueron guardados a intervalos de 100 ps para su posterior analisis.

5.2.4 Acoplamiento y reconocimiento molecular (docking)

El acoplamiento molecular se realizé con el modelo la forma apo de la PTP1Bi.49 Y l0S
compuestos evaluados en los ensayos in vitro de determinacion de 1Csy. El procedimiento general
del acoplamiento o docking molecular consiste en la generacién de mapas electrostaticos para
cada tipo de atomos que participa en la interaccién proteina-ligando. El espacio de analisis se
delimitd en una caja de 150 x 150 x 150 A®. Esta caja, localizada en el sitio alostérico de la
enzima, fue construida en el programa idock versién 2.2.3 [229], el cual fue empleado para el
proceso de acoplamiento, su analisis, y fue ejecutado sobre el sistema operativo UNIX en el
equipo de supercomputo de la UNAM (Miztli). El proceso de docking se realizé con el algoritmo
genético Lamarckiano (LGA), utilizando los pardmetros que sugiere el programa, a excepcion de
los siguientes: ndmero de corridas, el cual se aumenté a 100; tamafio de poblacion de 150;
namero maximo de evaluaciones de 2500,000; y nimero maximo de generaciones de 27,000.

La Figura 14 resume los pasos del estudio in silico que comprenden el modelamiento, la
dinamica y el acoplamiento molecular de la regién C-terminal de la PTP1B.
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Dinamica molecular de PTP1B1-400 sin inhibidor
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Figura 14. Procedimiento in silico realizado a partir del modelamiento de la regiéon C-PTP1B. Después
de obtener el modelo completo de la PTP1B que incluye la regién C-terminal intrinsecamente desordenada, se
hizo una simulacién de dindmica molecular con la forma apo de la enzima, y finalmente el acoplamiento
molecular con la forma PTP1B1.400y I0S compuestos evaluados in vitro en los ensayos de ICso.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Seccion experimental

6.1.1 Amplificacion por PCR de las construcciones que codifican para las tres formas
de la hPTP1B

Para observar el resultado de la amplificacion por PCR de las tres copias del gen PTPN1
(por duplicado), se realizé un gel de agarosa y las muestras se separaron por electroforesis. La
Figura 15, muestra el resultado de la amplificacion y el tamafio de cada una de estas.

~ Marcador A B C D E F G
Tamano

(Kpb)

1.55

0.75
0.5

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR. Bandas Ay D: PTPN1;.,g5. Bandas
By E: PTPN11.300. Bandas C y F: PTPN11.32:. Banda G: control positivo: plasmido pET-28a(+)-PTPN1.

El tamafio de las copias del gen de la hPTP1B corresponde aproximadamente a 6 kpb.
Esto, teniendo en cuenta el patrén de bandas, y que el tamafio del plasmido pET-28a(+)-PTPN1
es de 6569 pb (pET-28a(+): 5369 pb; PTPN1: 1200 pb). Para corroborar la presencia e integridad
del plasmido (pET-28a(+)-PTPN1) y de la secuencia completa del gen PTPNL1, y al mismo tiempo
determinar que la diferencia de tamafio entre la construccion completa (pET-28a(+)-PTPN1)
(Figura 15, banda G) y las demas copias del gen (Figura 15, bandas A-F) se debia a la forma del
DNA (circular y lineal, respectivamente), se realiz6 una segunda electroforesis. Esta vez
empleando enzimas de restriccion (BamHlI, Hindlll) para linealizar el plasmido. Después de la
digestion del plasmido, el patron de bandas del gel de electroforesis evidencia que su tamafio es
el mismo que el de los productos de PCR, es decir, 6 kDa.
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6.1.2 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

El rendimiento de las tres formas purificadas de la hPTP1B fue de 32, 40, y 56 mg/L de
medio de cultivo para hPTP1B; 555, hPTP1B 31 Y hPTP1B1 400, respectivamente. La Figura 16,
muestra las bandas correspondientes a cada una de las proteinas purificadas. El patron de
bandas estima que el peso molecular de cada una de las proteinas fue de ~33 kDa para
hPTP1B; 285, ~37 kDa para hPTP1B;.3;;, y ~45 kDa para hPTP1B;.4. EStos pesos moleculares
coinciden con los pesos moleculares teoricos esperados para las tres construcciones de la
enzima, puesto que el peso molecular tedrico de hPTP1B; g5 es 33.1 kDa, de hPTP1B13,; €s
37.3 kDa, y de hPTP1B.490 €5 45.9 kDa.

Tamano R
(kDa) G
180 ®
135 » "
100 » A

PTP1B1-285

A

v

75 »

63 »

a ) f”
50 » PTP1B1.321 o
- v Ry

15 »
PTP1B1-400

Figura 16. Electroforesis SDS-PAGE de las proteinas hPTP1B recombinantes. Los carriles de los
extremos corresponden al patron de bandas del marcador de peso molecular. Las bandas correspondientes a
las tres construcciones de hPTP1B: hPTP1B1.285 (~33 kDa), hPTP1B1.321 (~37 kDa), y hPTP1B1.400 (~45 kDa),
se indican en recuadros en el segundo, tercer y cuarto carril, respectivamente. A la derecha del gel se
muestran las representaciones de la estructura 3D de cada una de las construcciones de hPTP1B.

6.1.3 Actividad enzimdtica
6.1.3.12 Compuestos evaluados

En la Figura 17 se muestra la estructura y peso molecular de todos los compuestos
evaluados. Esto incluye los compuestos con efecto inhibitorio conocido (AC, AU y SUR) y los
derivados del AG;;, ensayados por primera vez. Los compuestos derivados del acido
glicirretinico fueron sintetizados con base en el procedimiento descrito por De-la Cruz-Martinez et
al. [166]. El nombre y nimero asignado a cada derivado del AG (AG;.17) se muestra en el Cuadro
8 (en la seccidn de estrategia experimental y métodos).
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Figura 17. Compuestos evaluados en ensayos de inhibicién enzimatica. a) Primer grupo de co
con efecto inhibitorio conocido. b) Segundo grupo de compuestos derivados del AG;.17 con efecto
desconocido.
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Figura 17. Compuestos evaluados en ensayos de inhibicién enzimética (continuacién).

6.1.4 Evaluacion cualitativa de la actividad inhibitoria de los compuestos derivados
del dcido glicirretinico

La actividad inhibitoria de los derivados del acido glicirretinico (AG) fue evaluada de forma
preliminar para identificar el efecto inhibitorio de estos compuestos sobre las tres formas de la
hPTP1B (hPTP1B;.285, hPTP1B;.3,1 Y hPTP1B;.400). ESto, teniendo en cuenta que el efecto de la
mayoria de los derivados del AG sobre la actividad de la enzima era desconocido. Después de
evaluar el efecto inhibitorio de los derivados del AG sobre las tres formas de la hPTP1B, los
siguientes ensayos de ICsq se realizaron con la hPTP1B; 400, que fue la Unica forma de la enzima
cuya actividad fue inhibida por estos compuestos (Figuras 18 y 19). El efecto inhibitorio de los
derivados del AG fue cuantificado en términos de porcentaje de actividad de la enzima. La
evaluacién de los derivados del AG y los siguientes ensayos de actividad enzimatica se realizaron
en las condiciones Optimas establecidas previamente, esto es: volumen total de 100 pL,
amortiguador Tris 50 mM, pH 6.8, temperatura y tiempo de incubacién de 37 °C y 15 minutos,
respectivamente

Inicialmente, se realiz6 un ensayo preliminar Gnico con todos los compuestos derivados
del acido glicirretinico (AG1.47) y las tres formas de la enzima. La Figura 18, muestra el efecto
inhibitorio de los compuestos AGi.;; sobre el porcentaje de actividad de las proteinas
recombinantes hPTP1B;.,g5 hPTP1B;.31, Y hPTP1B, 400. La evaluacion preliminar y los ensayos
siguientes de ICso y cinética enzimatica con los derivados del AG y hPTP1B.3;; fueron
descontinuados por dos razones. La primera razon esta asociada con la similitud del efecto
inhibitorio de los derivados del AG sobre las formas hPTP1B;.,ss ¥ hPTP1B;3,1. De un lado,
ninguna de las dos formas de la enzima fue inhibida considerablemente por estos compuestos. El
mayor efecto inhibitorio fue producido por el compuesto 11 (AG,;) en hPTP1B; .5 (Figura 18a) y
hPTP1B,.3,; (Figura 18b), con un porcentaje de inhibicién de 24% y 22%, respectivamente. En
menor proporcion, el compuesto AGs inhibié la hPTP1B; s en un 6 % (Figura 18a), y el
compuesto 13 inhibié la hPTP1B;.3; en un 3 % (Figura 18b). La mayoria de los compuestos (2, 4,
6, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 17) presentaron efecto inhibitorio nulo (0 %) para las dos formas. De otro
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lado, las formas hPTP1Bi.gs Y hPTP1B; 35, responden de manera muy similar al efecto de los
derivados del AG. Con un coeficiente de correlacion r = 0.8, la maxima diferencia del porcentaje
de inhibicién entre hPTP1B; g5 Y hPTP1B;.3,; fue de 8% (producida por los compuestos 3 y 13).
Para la mayoria de los compuestos (2, 4, 6, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 17) la diferencia en el porcentaje
de inhibicién entre ambas formas de la enzima fue nula (igual a cero) (r = 0.87) (Figura 18a y
18b). La segunda razon por la cual se descontinuaron los ensayos con la forma hPTP1B; 3,;, esta

relacionada con la inestabilidad en solucion de esta forma de la proteina, puesto que pierde
actividad rapidamente.
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Figura 18. Efecto inhibitorio de los compuestos derivados del &cido glicirretinico sobre el porcentaje
de actividad de hPTP1Bi1.285, hPTP1B1321 Y hPTP1B1.40. Evaluacion cualitativa de los 17 compuestos
derivados del acido glicirretinico y las tres construcciones de hPTP1B: a) hPTP1Bi.285, b) hPTP1Bi.321, Y C)
hPTP1B:1-400. El “compuesto 0” corresponde al control negativo, para el cual se midi6 la actividad enzimatica en

ausencia de los derivados del AG. Los resultados de este ensayo preliminar fueron obtenidos de un
experimento Unico.

Con base en la similitud de la respuesta observada en hPTP1B;..85 Y hPTP1B,.35; (Figura
18a y 18b) por efecto de los compuestos evaluados (AGy.17), Y teniendo en cuenta que la forma
hPTP1B,3,; fue descartada por las razones antes descritas; se realiz6 un dltimo ensayo
cualitativo (por triplicado) con las formas hPTP1B1.,s5 Y hPTP1B;.400, para corroborar la diferencia
del efecto inhibitorio observado entre estas dos formas de la enzima.

La Figura 19 muestra la diferencia del efecto de los 17 compuestos evaluados sobre el
porcentaje de actividad de la hPTP1B;.5 ¥ hPTP1B140. La actividad de la hPTP1B;.g; se
mantuvo entre 84% - 97%, lo cual sugiere que el efecto inhibitorio de los compuestos sobre esta
forma de la enzima es poco o casi nulo. En promedio, la mayoria de los compuestos (2, 4, 8, 9,
10, 12, 13, 16, 17) inhibieron la hPTP1B,.,55 en un 3 %. El mayor efecto inhibitorio de esta forma
de la enzima fue producido por el compuesto 1, con un porcentaje de inhibiciébn de 16%. En
contraste con lo observado con la hPTP1B; ,gs, la inhibiciéon de la hPTP1B; 490 por efecto de los 17
compuestos es bastante evidente. Los compuestos con mayor efecto inhibitorio sobre esta forma
de la enzima fueron los compuestos 1, 2 y 3, con un 92%, 93% y 96%, respectivamente. A estos

le siguen los compuestos 7, 8, 14 0 6, 4, 12 y 5, que inhibieron la actividad de la enzima en un
87%, 84%, 82%, 79%, 77% y 74%, respectivamente.
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Figura 19. Efecto inhibitorio de los compuestos derivados del acido glicirretinico sobre el porcentaje
de actividad de hPTP1B1.285 y hPTP1B1.400. En promedio, la mayoria de los compuestos (2, 4, 8, 9, 10, 12,
13, 16, 17) inhibieron la hPTP1B1.2g5 en un 3 %, mientras que la hPTP1B1.490 alcanzé porcentajes de inhibicién
mayores al 90 % por efecto de los compuestos 1, 2 y 3. La evaluacion con las formas hPTP1B1.2s5 y hPTP1B;-
200 fue realizada en tres experimentos independientes. El “compuesto 0” corresponde al control negativo, para
el cual se midio la actividad enziméatica en ausencia de los derivados del AG.

La diferencia observada en el porcentaje de inhibicion por efecto de los compuestos
evaluados en ambas formas de la proteina, sugiere que la regién reguladora no catalitica de la
enzima desempefia una funcién importante en su actividad inhibitoria. Con base en esta
evidencia, es posible sugerir que la pérdida de actividad de la hPTP1B;40 por efecto de los
compuestos derivados del acido glicirretinico, responde a un mecanismo de inhibicién alostérica
que involucra la regién C-terminal intrinsecamente desestructurada de la enzima.

6.1.5 Determinacion de ICs,

Inicialmente, los ensayos de ICs, se realizaron para identificar diferencias en la actividad
de las tres formas de la hPTP1B (hPTP1B;.2g5, hPTP1B1.351, Y hPTP1B1.400) por accién de los
compuestos con efecto inhibitorio conocido sobre la enzima. Estos compuestos son: acido
ursolico (AU), 4cido clorogénico (AC), y suramina (SUR). A continuacién, la Figura 20 y el Cuadro
9 presentan el efecto inhibitorio del AU, AC, y SUR sobre las tres construcciones de la hPTP1B
(hPTP1B1.2g5, hPTP1B1321, Y hPTP1B;.490). La inhibicion enzimatica fue cuantificada en términos

de porcentaje de inhibicién (Figura 20) e ICsy (Cuadro 9) para cada una de las formas de la
enzima.
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Figura 20. Efecto inhibitorio del AC, AU y SUR sobre las tres construcciones de la hPTP1B. Porcentaje
de inhibicién de los compuestos con efecto inhibitorio conocido sobre la PTP1B. a) Acido clorogénico. b) Acido
ursolico. ¢) Suramina. La evaluacion del efecto inhibitorio de cada compuesto sobre las tres formas de la
enzima se realiz6 en dos experimentos independientes.

Cuadro 9. ICsy de distintos inhibidores en las tres construcciones de hPTP1B

Enzima

hPTP1B; s
hPTP1B,.31
hPTP1B1.400

ICso + Error estandar *

Inhibidor
AC (uM) AU (uM) SUR (uM)
1200 + 10 26.59+1.46 9.95+0.39
1290 + 30 2457+0.66 8.00+0.24
1800 = 70 6.83£0.07 2.59%0.15

* Los valores de ICsp y su error estandar fueron obtenidos de los experimentos de la Figura 20.

Los compuestos evaluados (AC, AU y SUR) en las tres formas de la enzima (hPTP1B; g5,
hPTP1B;.3,1, Y hPTP1B;490) han sido ampliamente utilizados como control positivo en diversos
estudios de inhibicién de la PTP1B [29,32,82,140,143,192,210-212]. El AU [32,166,230,231] y la
SUR [29,166,210] han sido evaluados en la forma corta (PTP1B1.3,;) vy larga (hPTP1B;.490) de la
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enzima, mientras que el AC [83,191] ha sido ensayado Unicamente en la forma corta (PTP1B1 301
and PTP1B1.3,;). En general, los datos del Cuadro 9 indican que la ICsq de cada compuesto para
las dos construcciones que representan la forma corta de la enzima (hPTP1B; 535 0 hPTP1B 35;)
es semejante. Por ejemplo, la ICsy del AU es de ~27 uM para la hPTP1B1.,g5 Yy ~25 uM para la
hPTP1B; 3,;. Asimismo, la IC5, de la SUR es de ~10 uM para la hPTP1B; s Y ~8 UM para la
hPTP1B; 3,:. En contraste, los valores de ICs, de los tres compuestos evidencian diferencias entre
la forma corta (hPTP1B;.,55 0 hPTP1B,.351) y larga de la enzima (hPTP1B1.40). Exceptuando los
valores de ICs del AC, que son similares para las tres formas de la enzima, los valores de I1Cs
del AU y la SUR para la forma larga de la hPTP1B (hPTP1B;.400) SOn aproximadamente cuatro y
tres veces mas bajos que los valores de ICs, de los mismos compuestos evaluados con la forma
corta de la enzima (hPTP1B; 285 0 hPTP1B; 351).

Las diferencias de los valores de ICsy entre la forma corta (hPTP1B1 65 0 hPTP1B;.351) ¥
larga (hPTP1B;.4q0) de la hPTP1B para los tres compuestos ensayados (AC, AU y SUR), indican
gue la inhibicion de la enzima esta influenciada por la region estructural con la que el inhibidor
interactia. De este modo, la inhibicibn aumenta cuando se ensaya con la forma larga de la
enzima (hPTP1B;40), que incluye el dominio catalitico N-terminal (PTP1B.130) Yy la region
reguladora C-terminal (PTP1B-300.400). POr el contrario, la inhibicién disminuye cuando se utiliza la
forma corta de la enzima (hPTP1Bi.,ss 0 hPTP1B;.351), que comprende Unicamente el dominio
catalitico. De modo similar a los resultados obtenidos en la evaluacion cualitativa de los
compuestos derivados del AG;.17, el ensayo para determinar la ICs, sugiere que la inhibicion de la
hPTP1B puede ocurrir en respuesta a un mecanismo de inhibiciébn alostérica que implica la
participacion de la region regladora C-terminal comprendida Gnicamente en la forma fisiolégica de
la enzima (hPTP1B 400).

Teniendo en cuenta los resultados de las evaluaciones preliminares con las tres formas de
la enzima (hPTP1Bis5, hPTP1Bi.3,:, ¥ hPTP1B140), la determinacién de la ICs, de los 17
compuestos derivados del acido glicirretinico (AG;.17) se realizdé Unicamente con la forma de la
proteina hPTP1B; 400. A continuacion, en la Figura 21 se muestran las curvas de ICs, de cada uno
de los compuestos AG;.17 evaluados con hPTP1B;_400.

% Inhibiciéon
% Inhibicién
% Inhibicién

T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 2 25 0 5 10 15 20 25 0 s 10 15 20

Compuesto 1 (M) Compuesto 2 (UM) Compuesto 3 (LM)

Figura 21. Curvas de ICso de los compuestos evaluados. a) De los 17 derivados del acido glicirretinico
(AG117) Y hPTP1B1.400. b) Del &cido clorogénico (AC) y hPTP1B1.285. Todos los ensayos con cada compuesto
fueron realizados en tres experimentos independientes.
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Figura 21. Curvas de ICso de los compuestos evaluados (continuacién).
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El Cuadro 10 que se muestra a continuacion, resume los valores de ICsq (UM) obtenidos
para los compuestos derivados del acido glicirretinico (AG1.17) con la forma hPTP1B, 4q0. Entre los
cinco compuestos sefialados con asterisco (AG;, 4 s, 7, 8), AG; corresponde al compuesto con
menor ICs (2.47 uM). Los demas compuestos (AG,, 4 5, ) presentaron algunos de los valores de
ICso mas bajos. Estos cinco compuestos fueron evaluados en los ensayos de cinética enziméatica
con el objetivo de elucidar su posible mecanismo de inhibicién. Los valores de I1Csy de los
compuestos 9 (ICs = 4.81 uM), 13 (ICs0 = 4.75 uM) y 14 (ICso = 4.43 pM) fueron menores que los
valores de ICs, de los compuestos marcados con asterisco. Sin embargo, los compuestos AGg 13,
14 o fueron seleccionados para su evaluacion en los ensayos de cinética enzimatica por dos
razones: 1) su masa molecular es mayor a la de los compuestos AG; 4 5, s. 2) Su solubilidad era
mas baja, por lo que requerian de mayor volumen de diluyente (DMSO), lo cual alteraba la lectura
de absorbancia en el espectrofotdmetro.

Cuadro 10. ICsq de los derivados de acido glicirretinico (AG;.17) en la actividad de

hPTP1B1.400
Enzima Compuestos ICs0 (UM) £ Error estandar
1 6.62 + 0.126
2% 4.89 + 0.263
3 6.10 + 0.213
4" 5.20 + 0.223
5* 10.08 + 0.216
6 8.36 + 0.104
7" 2.47 +0.034
8" 5.12 + 0.565
PTP1B1.400 9 4.81 + 0.206
10 5.87 + 0.132
11 9.63+0.183
12 7.52 +0.225
13 4.75 + 0.307
14 4.43 + 0.067
15 35.35 + 1.088
16 (AG) 62.02 + 5.047
17 (Carbenoxolona) 69.68 + 6.982

* Compuestos con algunos de los valores més bajos de ICso. Mismos que fueron evaluados en los ensayos de
cinética enzimatica.

6.1.6 Cinética enzimdtica

Los parametros de cinética enzimética son Utiles en la determinacion de la afinidad
aparente de un inhibidor por una enzima, asi como también permiten conocer su posible
mecanismo de inhibiciébn. Los datos experimentales obtenidos en los ensayos de cinética
enzimatica brindan informacién sobre la velocidad de la catalisis enzimatica bajo ciertas
concentraciones de sustrato e inhibidor. Esta informacion se representa en forma de gréficas. La
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grafica méas sencilla, denominada curva hiperbdlica de la cinética de Michaelis-Menten, muestra el
comportamiento de la velocidad de reaccién en funcion de la concentracion de sustrato. A partir
de la linealizacion de la curva hiperbdlica de Michaelis-Menten, se obtiene la representacion
gréfica de Lineweaver-Burk, la cual expresa el valor inverso de la velocidad (1/V) en funcién del
valor inverso de la concentracion del sustrato (1/[S]) (Figura 22). Con base en el patrén de rectas
de los gréficos de Lineweaver-Burk, se puede identificar el tipo o mecanismo de inhibicion
enzimética de un inhibidor. Asi, para la inhibicion competitiva, las pendientes de las lineas
aumentan al aumentar la concentracion de sustrato; para la inhibicibn no competitiva, las
pendientes son independientes de la concentracion de sustrato; para la inhibicion acompetitiva,
las pendientes de las lineas disminuyen al amentar la concentracion de sustrato [232].

Los ensayos de cinética enzimatica para identificar el mecanismo de inhibicién de los
diferentes compuestos sobre la hPTP1B fueron realizados con ocho compuestos en total, tal
como se describe a continuacion: tres compuestos con efecto inhibitorio ya conocido, estos son:
acido clorogénico (AC), acido ursdlico (AU) y suramina (SUR); y cinco compuestos con potencial
efecto inhibitorio, que son los derivados de indol y pirazol del &cido glicirretinico (AG). La
determinacion de los parametros cinéticos de los derivados del AG se realiz6 con aquellos
derivados que mostraron mayor efecto inhibitorio en la determinacién de la 1Cs,. Estos son:
compuestos 2, 4, 5, 7, y 8. Los compuestos con efecto inhibitorio ya conocido (AC, AU y SUR) y
los derivados del AG (AG;, 4 s 7 g) fueron evaluados con la forma larga de la enzima (hPTP1B;.
400). El Unico compuesto ensayado con la forma corta de la enzima (hPTP1B,..gs) fue el &cido
clorogénico (AC).

En la Figura 22 y el Cuadro 11, se presentan los resultados de los ensayos de cinética
enzimatica obtenidos con hPTP1B; 40 Y lI0S compuestos evaluados mencionados anteriormente.
Los cinco compuestos derivados del acido glicirretinico (AG,, 4 s, 7 g) fueron seleccionados con
base en su ICs, (ver Cuadro 10). De la misma manera, se presentan los resultados obtenidos con
la hPTP1B;.,g5 ¥ €l &cido clorogénico (AC). La Figura 22 muestra los graficos de Lineweaver-Burk
gue indican el mecanismo de inhibicion de cada uno de los compuestos ensayados con ambas
formas de la enzima (hPTP1B;.,65 Y hPTP1B;.400).

a) b)
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10d e 0002
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v 0.008
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= 0.000
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L]
A
v

1/V (mM/min)

1/pNPP (mM)

1/pNPP (mM)

El comp. 2 inhibe acompetitivamente la hPTP1B, 4 EIl comp. 4 inhibe acompetitivamente la hPTP1B; 4

Figura 22. Gréaficas de Lineweaver-Burk. Tipo de inhibicién de los compuestos evaluados en la forma corta
y larga de la hPTP1B. a) — h) Tipo de inhibicién de los compuestos evaluados con hPTP1Bj.400. @) — €) LOs
derivados del acido glicirretinico (AGy, 4, 5, 7, ) inhiben acompetitivamente la hPTP1Bi.400. f) — h) Entre los
compuestos con efecto inhibitorio conocido, el AC y la SUR inhiben competitivamente la hPTP1B1.400, Mientras
gue el AU exhibe un tipo de inhibiciébn mixto sobre esta forma de la enzima. i) El &cido clorogénico inhibe
competitivamente la hPTP1B1.2gs.
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Figura 22. Gréficas de Lineweaver-Burk (continuacion).
El Cuadro 11 resume los parametros cinéticos obtenidos para los compuestos evaluados
en los ensayos de cinética enzimatica con las dos formas de la enzima hPTP1B (hPTP1Bi,s5 ¥

hPTP1B,.40). Para cada compuesto se indica el coeficiente de determinacién (R?) tenido en
cuenta para la seleccién del mejor ajuste de los datos a cada tipo de inhibicién.

Cuadro 11. Parametros cinéticos de los compuestos evaluados en hPTP1B 1400 Y hPTP1B 1 5g5

FhOF:rT“F":‘l‘;e Compuesto (Km:) (g\;’l) Tipo de inhibicién R?
2 0.87 £ 0.03 3.42+0.2 Acompetitivo 0.996
4 1.820+0.2 0.002+0.2 Acompetitivo 0.986
5 1.373 £ 0.08 0.003 + 0.003 Acompetitivo 0.994
7 1.97+04 0.002 + 0.004 Acompetitivo 0.989
hPTP1B .40 8 2.731+0.4 0.001 + 0.002 Acompetitivo 0.994
6.71x 10°+ 1.03 x 10° + N
AC 3 Competitivo 0.992
3.13x 10 7.0x 10
AU 0.63 +£.0.08 4.03+0.8 Mixto 0.989
SUR 0.64 £ 0.02 3.0x0.2 Competitivo 0.997
hPTP1B;.gs5 AC 0.760 £ 0.078 0.933 £.0005 Competitivo 0.952

Con base en el valor de R? para cada modelo de inhibicién (Cuadro 11) y las gréficas de
Lineweaver-Burk (Figura 22), el tipo de inhibicion que exhiben los cinco compuestos derivados del
acido glicirretinico (AG;, 4,5, 7, 8) Sobre la forma larga de la hPTP1B (hPTP1B;.40) €S acompetitivo.
Este resultado y el del ensayo cualitativo realizado con las tres formas de la proteina (hPTP1B;.
285, NPTP1B1.31, Y hPTP1B; 400) (Figuras 18 y 19), nos sugiere que el mecanismo de inhibicion de
la PTP1B en respuesta al efecto de los compuestos derivados del AG (AG;, 4 s, 7. g), esta
intimamente ligada a la regién reguladora C-terminal.
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Los compuestos cuyo efecto inhibitorio sobre la PTP1B ya es conocido, han sido
ampliamente utilizados como controles positivos en ensayos de inhibicion con esta enzima. El
acido ursélico (AU) por ejemplo, es reportado comUnmente como inhibidor competitivo
[32,140,192-195]. Sin embargo, con base en el tipo de inhibicién exhibido con la forma larga de la
enzima (PTP1B;.400), €l AU es un inhibidor de tipo mixto [84]. Este ultimo tipo de inhibicion es mas
coherente con la inhibicibn no competitiva identificada para el AU sobre la forma corta (PTP1B;.
208) Y larga (PTP1B1.400) de la PTP1B en los estudios realizados por Zhang et al. [230] y De-La-
Cruz-Martinez et al. [166]. La diferencia entre el tipo de inhibicion observada (mixta) y la
reportada (competitiva) puede deberse a la forma de la enzima utilizada para el ensayo, puesto
que la evidencia de inhibicibn competitiva para el AU esta basada en ensayos donde se ha
utilizado la forma corta de la enzima (PTP1B;.3,1) [32,231]. La inhibicion de tipo mixto obtenida
para el AU con la forma larga (PTP1B1.49) de la enzima, sumada a la evidencia obtenida en el
acoplamiento molecular (Figura 30r, datos mostrados mas adelante), sugiere que este tipo de
inhibicibn puede responder a un efecto alostérico. Es posible que la presencia de la regién
reguladora de la PTP1B promueva un cambio conformacional que aumente la afinidad de la
enzima por el inhibidor mediante sitios de unién que no involucran los aminoacidos del sitio activo
de la enzima o que estos compuestos estén uniéndose en la region intrinsicamente
desestructurada.

El valor de K; del AU obtenido con la forma larga de la hPTP1B (PTP1B;.400; K; = 4.00 uM)
(ver Cuadro 11), y los valores de K; del mismo compuesto obtenidos en estudios realizados (que
definen al AU como inhibidor no competitivo) con la forma corta (PTP1B,.,9s; K; = 25.8 uM) [230] y
larga de la enzima (PTP1B1400; Ki = 8.9 uM) [166], indican que la afinidad de la enzima por el
inhibidor es aproximadamente entre tres (PTP1B 400; Ki = 8.9 uM) y seis veces mayor (PTP1B;.
400; Ki = 4.00 uM) con la forma larga que con la forma corta de la PTP1B (PTP1Bi.,gs; K; = 25.8
MM). Esta evidencia sugiere que la participacion de la regiéon reguladora C-terminal de la PTP1B
es determinante en la actividad del enzima. En este caso, es crucial para aumentar la afinidad de
la enzima por el inhibidor. En concordancia con lo reportado por Picha et al. [204], Montalibet et
al. [39], Wiesmann et al. [38] y Krishnan et al. [50], es posible proponer que la regiéon C-terminal
de la PTP1B es susceptible de inhibicién alostérica y puede participar en la regulacion de la
actividad catalitica de la enzima. Como se mencioné anteriormente, el mecanismo de inhibicion
obtenido para el AU con la forma larga de la hPTP1B (hPTP1B1.490) €s de tipo mixto (Cuadro 11),
mientras que otros estudios que utilizan Unicamente la forma corta de la enzima (PTP1B;.351),
sefialan que el mecanismo de inhibicion del AU es de tipo competitivo [32,231]. Esta diferencia
sugiere que, ademas de influir en la afinidad de la enzima por el inhibidor, la regién reguladora C-
terminal de la enzima (hPTP1Bsgo.400) también puede influir en el mecanismo de inhibicién de
ciertos compuestos. De manera conjunta, estos resultados apoyan la evidencia que proponen a la
region reguladora como pieza crucial en la regulacion de la actividad catalitica de la PTP1B. Asi
como también, indican que la presencia de esta region intrinsecamente desordenada puede
contener sitios de unidn determinantes en la inhibicion de la enzima y estabilizacién de su
interaccion con el inhibidor [38,39,50,204].

Aunque el acido clorogénico (AC) es comunmente utilizado como inhibidor no competitivo
de la PTP1B [82,191,192]. Sin embargo, la evidencia experimental obtenida para el AC en
nuestro trabajo sobre la forma corta (hPTP1B; ,g5) Y larga (hPTP1B, 490) de la enzima, indica que
el AC es un inhibidor competitivo, puesto que exhibe el mismo mecanismo de inhibicion sobre
ambas formas de la enzima. Adicionalmente, los valores de K; del AC con ambas formas de la
enzima fueron muy cercanos, esto es, 1.03 mM para hPTP1B; 400 ¥ 0.93 mM para hPTP1B, 5gs.
Esto dltimo sugiere que la unién del AC al sitio activo de la PTP1B posiblemente no depende de
la regién reguladora de la enzima.
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6.1.7 Ensayos preliminares de competencia enzimatica

Los ensayos preliminares de competencia enzimatica se llevaron a cabo para determinar
si el efecto inhibitorio de los compuestos probados en los anteriores ensayos de inhibicion y
cinética enzimatica esta condicionado por la unidn del inhibidor con el sitio activo y/o la region
reguladora de la enzima. Lo anterior, teniendo en cuenta los resultados de los ensayos previos de
inhibicion enzimética realizados con la forma larga de la hPTP1B (hPTP1B;.40), Y los valores de
ICso de los compuestos evaluados con esta forma de la enzima. El disefio experimental de estos
ensayos incluyé la forma larga de la hPTP1B (hPTP1B;.40), dos de los compuestos con efecto
inhibitorio ya conocido (AU y AC), y uno de los derivados del AG (AGy). Estos compuestos fueron
seleccionados con base en su mecanismo de inhibicién, y fueron contrastados de la siguiente
forma: inhibidor mixto (AU) — inhibidor competitivo (AC); (ii) inhibidor mixto (AU) — inhibidor
acompetitivo (AG-).

A continuacién, en la Figura 23 se muestran los gréficos obtenidos en los ensayos
preliminares de competencia enzimatica realizados con la forma larga de la hPTP1B (hPTP1B;.
400), AU, AC, y AG; o comp. 7).
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Figura 23. Graficos de competencia enzimatica de hPTP1Bi4o Yy distintos inhibidores. Las
concentraciones de cada inhibidor fueron definidas a partir de su ICso. El 100% de la concentracion del
inhibidor empleado como control positivo corresponde a su ICso. Por el contrario, el 0% de la concentracion del
inhibidor utilizado como control negativo, corresponde a la ausencia de este. A partir del valor de ICsq, se
hicieron 10 diluciones del inhibidor: 10 concentraciones en orden creciente para un inhibidor, y 10
concentraciones en orden decreciente del segundo inhibidor. De esta manera, a la concentracion 0 % de un
inhibidor, le correspondia el 100 % del segundo inhibidor. Los resultados de este ensayo preliminar fueron
obtenidos de un experimento Unico.

Los graficos obtenidos en los ensayos preliminares de competencia enzimatica que se
ilustran en la Figura 23, coinciden con el efecto inhibitorio de los compuestos evaluados (AU, AC,
y AG-) sobre la actividad de la hPTP1B;.40. La tendencia de las graficas indica que la actividad
enzimatica decrece a medida que aumenta la concentracion del inhibidor, cuya concentracion
maxima equivale al valor de ICs, calculado para cada compuesto (ICso AU = 6.8 uM; ICso AC = 1.8
mM; 1Csg AG; = 2.5 uM). En general, el comportamiento de la enzima por efecto aislado y
conjunto de las combinaciones de inhibidores (mixto-competitivo y mixto-acompetitivo), sugiere lo
siguiente: (i) de forma aislada, cada compuesto inhibe la actividad de la PTP1B; (ii) parece no
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haber interferencia del efecto inhibitorio por la accién conjunta de los inhibidores. Sin embargo, se
deben implementar algunos cambios al disefio metodoldgico y desarrollar mas estudios
experimentales para determinar un efecto sinérgico entre los inhibidores de la enzima; (iii) en
relacién con la tendencia observada de cada inhibidor por separado, el no solapamiento de esta
podria sugerir que los pares de inhibidores no compiten por el mismo sitio de union.

En términos generales, la implementacién de las diferentes metodologias exploradas con
el fin de encontrar inhibidores de la PTP1B ha resultado en el descubrimiento de diversos
compuestos que pueden bloquear eficazmente la actividad catalitica de la enzima
[38,50,148,149,161,231,233-235]. Ademas, esos hallazgos no solo han proveido una base
robusta sobre el conocimiento de las caracteristicas moleculares de los compuestos con potencial
efecto inhibitorio de la PTP1B, también han permitido implementar mejoras en el desarrollo, adn
en progreso, de nuevas moléculas inhibidoras de la PTP1B. Como parte de las metodologias
propuestas, los ensayos de cinética enzimatica desarrollados con la PTP1B han logrado avanzar
y profundizar en el estudio de los sitios de unién y el mecanismo de accion de los inhibidores
[38,50,84,99,166,230].

La evidencia experimental obtenida a partir de los ensayos in vitro realizados con las tres
formas de la hPTP1B (hPTP1B1.,85, hPTP1B1.3,1, Y hPTP1B;.400), Sefialan la importancia de incluir
la regién reguladora C-terminal de la enzima (C-PTP1B) en los ensayos de actividad y cinética
enzimatica. En coherencia con estudios previos, las diferencias observadas entre la forma corta
(hPTP1B1.300) Y la forma larga (hPTP1B,40) de la hPTP1B en la evaluacién cualitativa de los
derivados del AG;.;7, determinacion de ICs y cinética enzimética, indican que la region reguladora
C-terminal intrinsecamente desordenada de la PTP1B (C-PTP1B) es importante para la inhibicién
de la actividad catalitica de la enzima. De ahi que la actividad de las formas de la enzima que
solo incluyen su dominio catalitico (hPTP1B; .55 y hPTP1B; 3,1) sea similar entre ellas, y diferente
en comparacion con la forma de la enzima que incluye su region reguladora (hPTP1B;.400).

6.1.8 Efecto de la variabilidad estructural de los derivados del AG sobre la inhibicidn
enzimatica de la hPTP1B;. 4,

Las caracteristicas de los medicamentos estan definidas por las propiedades inherentes a
su estructura quimica, conocidas también como drug-likeness, por su término en inglés. Este
conjunto de caracteristicas drug-likeness comprenden las propiedades fisicoquimicas y los
parametros farmacocinéticos ADME/Tox (absorcién, distribucion, metabolismo, excrecion vy
toxicidad) que determinan la actividad farmacologica de las moléculas bioactivas que pueden
convertirse en medicamentos [239]. En general, los sistemas de anillos y grupos funcionales son
componentes fundamentales de los farmacos. De hecho, estos componentes han sido el punto de
partida para la identificacién de estructuras privilegiadas, que por su patrén estructural confieren
propiedades farmacoldgicas favorables a ciertos ligandos, como potencia, biodisponibilidad,
permeabilidad celular y selectividad [240]. Con base en la estructura quimica, se han determinado
algunos criterios de drug-likeness que favorecen el perfil farmacolégico de ciertos ligandos. Entre
estos criterios cabe resaltar los siguientes: 1) el ndmero ideal de anillos aromaticos y no
aromaticos debe ser idealmente menor o igual a 2 y 1, respectivamente; 2) los grupos funcionales
incluyen preferiblemente —OH, -COOR y —COOH, y —F para los farmacos del sistema nervioso
central. Por el contrario, se deben evitar los grupos —CONHOH, -SH, -CHO y —SOzH; 3) el rango
aceptable de la proporcion de &tomos pesados esta entre 0.05-0.5, idealmente entre 0.1-0.35
[239].
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Respecto a las caracteristicas que pueden favorecer el perfil farmacoldgico de los
inhibidores de la PTP1B, se ha propuesto que las moléculas pequefias de origen natural
satisfacen las caracteristicas de inhibicién potente de la enzima [153,241]. Adicionalmente, se ha
demostrado que los triterpenos pentaciclicos de origen natural de tipo oleanano, inhiben potente y
selectivamente la PTP1B [146]. El &cido glicirretinico es un triterpeno natural de tipo oleanano
presente en la raiz de la planta de regaliz (Glycyrrhiza glabra); y es conocido por sus propiedades
anticancerigenas, antimicrobianas, antivirales, antinflamatorias [242], y antidiabéticas. Las
propiedades antidiabéticas del AG se han identificado a partir de su capacidad de revertir la
resistencia a la insulina [243], y por su efecto antihiperglicémico y antihiperlipidémico evaluado en
ratones con sindrome metabolico [244,245].

La diferencia observada en la inhibicién de la hPTP1B; 400 por efecto del AG (ICso = 62 uM)
y sus derivados (ICsq promedio = 5.8 uM), sugiere que la modificacion estructural del AG favorece
el efecto inhibitorio sobre la enzima. Esto concuerda con otros estudios en los que se ha
encontrado que los compuestos derivados de diversas moléculas de origen natural (e.g. acido
maslinico y acido oleandlico) exhiben mayor actividad inhibitoria sobre la PTP1B que las
moléculas a partir de las cuales han sido sintetizados. Por otro lado, se observaron diferencias en
los valores de ICs, entre los derivados del AG. Con una ICso = 2.5 pM, el mayor efecto inhibitorio
sobre la hPTP1B,.4q0 fue exhibido por el compuesto 7 (AG-), seguido del compuesto 14 (AG1,),
con una ICsg = 4.4 pM, y casi todos los demas compuestos (AG1.4, 6 813, 15), qUE presentaron una
ICso promedio = 6.1 pM. El compuesto con menor efecto inhibitorio fue el compuesto 5 (AGs), con
una ICso = 10.08 pM.

Teniendo en cuenta la estructura quimica de los derivados del AG con mayor efecto
inhibitorio, especificamente la de los compuestos que fueron evaluados en los ensayos de
cinética enzimética (AG,, 4 5, 7.5), €S posible notar que en general, los anillos de indol sustituidos
favorecen la inhibicién de la hPTP1B1.49. Cabe mencionar que los anillos de indol hacen parte de
las estructuras quimicas privilegiadas para el desarrollo de farmacos [240]. Por el contrario, los
compuestos que contienen grupos N-fenil-pirazol fusionados a su anillo A presentan menor efecto
inhibitorio, como el compuesto 5 (AGs), cuyo valor de ICsq (10.08 uM) fue el mas alto entre todos
los derivados del AG.

Por lo anterior, es posible sugerir que la presencia de los anillos de indol en la estructura
guimica de los derivados del AG favorece su actividad inhibitoria sobre la hPTP1B; 4.
Adicionalmente, es posible que la presencia del a&tomo de fltor (F) contribuya también al aumento
de la inhibicién de la enzima. Se ha demostrado que algunos compuestos difluorados, como el
difluorometil fosfonato, exhiben mayor potencia inhibitoria sobre la PTP1B que aquellos
monofluorados [39]. Lo cual es consecuente con la evidencia obtenida con el compuesto 7 (AG),
gue ademas de contener un anillo de indol, tiene tres &tomos de fldor. Esta evidencia sugiere que
por sus caracteristicas estructurales, los derivados del AG pueden ser considerados como
potenciales inhibidores de la PTP1B.
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6.2 Estudio in silico
6.2.12 Cribado virtual basado en estructura

El cribado virtual se llevo a cabo solo con el dominio catalitico de la PTP1B (PTP1B;.3q0).
La estructura 3D empleada para este procedimiento corresponde a una de las estructuras
disponibles en el PDB, en este caso, se selecciond una estructura de la enzima cocristalizada con
un ligando en el sitio alostérico (PDB ID: 1T49) [38]. La base de datos sobre la cual se realizé la
bdsqueda de compuestos con potencial efecto inhibitorio sobre la PTP1B corresponde a la base
de datos del DrugBank de Pubchem (https://go.drugbank.com/). En total se analizaron 10,760
compuestos. La Figura 24, presenta los resultados obtenidos del cribado virtual basado en
estructura realizado con el dominio catalitico de la PTP1B y 10,760 compuestos. La Figura 24a
exhibe el comportamiento de los valores de energia de union (kcal/mol) de todos los compuestos
acoplados con la enzima. Los compuestos con mayor afinidad de unién a la enzima corresponden
a aquellos que estan mas alejados del cero en el cuadrante negativo del eje “y”, cuyos valores de
energia de union es cercano a -20 kcal/mol. En el recuadro de la Figura 24b se enlistan los
compuestos con mayor afinidad de unién ordenados con base en sus valores de energia.
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Figura 24. Cribado virtual dirigido al sitio alostérico de la PTP1B1.300. a) Variacion de energia de union
proteina-ligando (eje y) respecto al nimero de compuestos evaluados (eje x). b) Lista de compuestos
ordenados por su afinidad de unién. La primera columna (de izquierda a derecha) corresponde al nimero de
cada compuesto en el orden en que fue evaluado durante el acoplamiento molecular; la extension. pdbqt
indica la extension de cada archivo. La segunda columna indica los valores de energia de union de cada
compuesto (kcal/mol) ordenados de mayor (-19.14 kcal/mol) a menor (-16.33 kcal/mol) con base en su afinidad
de wunidon. La cuarta columna indica el codigo del compuesto dentro de la base de datos
(https://go.drugbank.com/).

Entre los compuestos que se listan en la Figura 24b, el ursadiol (compuesto b616.pdbqt),
gue ocupa el primer lugar de la lista, corresponde al compuesto de menor energia, y por lo tanto,
con mayor afinidad de union (predicha) a la enzima (-19.14 kcal/mol). En segundo lugar, esta el
acido ursolico (compuesto b17.pdbqt; -18.82 kcal/mol). Este ultimo no se tuvo en cuenta para el
analisis posterior al cribado virtual porque es uno de los compuestos con efecto inhibitorio ya
conocido sobre la PTP1B, y adicionalmente, fue evaluado en los ensayos anteriores de ICx
(realizados con las tres formas de la enzima: hPTP1B1.,55, hPTP1B1.351, Y hPTP1B1.400) Y Cinética
enzimatica (realizados con la hPTP1B; 400).
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De acuerdo con los valores de energia de union obtenidos en el cribado virtual, los cuatro
compuestos (exceptuando el segundo, que corresponde al acido ursélico) con mayor afinidad de
unién al sitio alostérico de la PTP1B;. 30 fueron los siguientes: ursadiol (-19.14 kcal/mol), lupeol (-
18.63 kcal/mol), acido betulinico (-18.04 kcal/mol) y BMS-955176 (-17.98 kcal/mol). A partir de los
valores de energia de uniéon y el nimero de atomos pesados (0 nimero de atomos no
hidrogenos) presentes en la estructura de cada una de estas cuatro moléculas, se calcul6 la
eficiencia del ligando (LE, por sus siglas en inglés). LE indica el aporte de energia de cada atomo
del ligando a la interaccién enzima-ligando. Generalmente, LE aumenta a medida que disminuye
el tamafo molecular del ligando (expresado en nimero de atomos pesados) [236]. Los valores de
LE (expresados en kcal/mol/dtomos pesados) para los cuatro compuestos seleccionados en el
cribado virtual fueron los siguientes: LEsagiol = - 0.68, LEjpeor = - 0.6, LEscido betuiinico = - 0.55, y
LEgus.es5176 = - 0.37. Con base en los valores de LE, el ursadiol es el compuesto con mayor
eficiencia del ligando, lo cual es coherente con el tamafio molecular, y por tanto con el nimero de
atomos pesados de este compuesto, que en comparacion con los demas, corresponde al
compuesto mas pequefio, con una masa molecular de 392.6 g/mol y un nimero de atomos
pesados de 28.

La Figura 25, muestra las estructuras moleculares del ursadiol, lupeol, acido betulinico y
BMS-955176. La estructura del compuesto 25a) corresponde a la estructura del ursadiol, que
presenta el mayor score en el cribado virtual, la mayor afinidad de unién predicha a la enzima (-
19.14 kcal/mol), y la eficiencia del ligando mas favorable.

Ursadiol (404772007) Lupeol (347828834)
g
LM | x SR
a) A A b)
Acido betulinico (347828718) BMS-955176 (404772627)
~ A ) o j! A — 0
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Figura 25. Estructura quimica de los compuestos con mayor afinidad de unién al sitio alostérico de la
PTP1B1.300 segun el cribado virtual. a) Ursadiol (404772007), LE = - 0.68 kcal/mol/atomos pesados. b)
Lupeol (347828834), LE = - 0.6 kcal/mol/atomos pesados. c¢) Acido betulinico (347828718), LE = - 0.55
kcal/mol/atomos pesados. d) BMS-955176 (404772627), LE = - 0.37 kcal/mol/atomos pesados.

Se adquirieron comercialmente los tres primeros compuestos para su posterior evaluacion.
La Figura 26, ilustra la curva de inhibicion del ursadiol (ICso = 94.8 uM), el Unico compuesto que
mostré actividad inhibitoria sobre la hPTP1B;. 490 €n el ensayo in vitro.
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Figura 26. Curva de inhibicién enzimatica del ursadiol. Con base en el cribado virtual, el ursadiol fue el
compuesto que presento actividad inhibitoria a la hPTP1B;-400.

El cribado virtual basado en estructura es util en la busqueda de compuestos con
potencial efecto farmacolégico que pueden ser utilizados en el tratamiento de enfermedades. Sin
embargo, en este caso, la busqueda de compuestos a partir de la estructura 3D de la forma larga
de la enzima (PTP1Bi400) que incluye la region intrinsecamente desordenada (PTP1Bsgo.400),
supone ciertas limitaciones computacionales. De ahi que la blsqueda realizada en el cribado
virtual con la estructura 3D del dominio catalitico de la enzima (PTP1B;.,gs) arrojara resultados
gue, evaluados experimentalmente in vitro, no resultaron exitosos. Es decir, los compuestos que
en un principio tenian afinidad por la enzima con base en el analisis in silico, no presentaron
efecto inhibitorio sobre la actividad de la hPTP1B evaluada experimentalmente in vitro. No
obstante cabe mencionar que estas moléculas han sido estudiadas por sus efectos
farmacologicos. El uso terapéutico del ursadiol previene la sintesis y absorcién de colesterol y
puede ayudar a disolver célculos biliares. El lupeol ha sido estudiado por su potencial efecto
anticancerigeno y antiinflamatorio, asi como también para el tratamiento del acné. El acido
betulinico ha mostrado tener actividad antimalérica, antineoplasica y antiinflamatoria. El BMS-
955176 se encuentra en fase de investigacion clinica por su potencial efecto terapéutico en el
tratamiento de pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH, por sus
siglas en inglés) [237]

6.2.2 Modelado de la region C-terminal (PTP1B;40-,00)

El modelado del dominio C-terminal intrinsecamente desordenado de la PTP1B (C-
PTP1B), comprendido entre el aminoacido 300 a 400 (PTP1Bsgo.400), S€ hizo porque el Unico
ensamble estructural tridimensional de la proteina completa realizado con el dominio C-PTP1B
(resuelta por resonancia magnética nuclear-RMN) [50] no se encuentra disponible en la base de
datos del Protein Data Bank (PDB). Teniendo en cuenta las limitaciones asociadas al modelado
por homologia de esta region (PTP1Bsg0.400), €S necesario recurrir a métodos de modelado ab
initio, en donde, en términos generales, el modelo de un polipéptido se genera a partir de su
secuencia, también denominada estructura primaria. AlphaFold, el programa, empleado para el
modelamiento de la regién PTP1B30.400, €S UN sistema de inteligencia artificial desarrollado por
Google, cuyas predicciones rapidas y precisas (a nivel atdbmico) para secuencias polipeptidicas
con o sin estructura conocida, resultan del entrenamiento de redes neuronales. Dicho
entrenamiento se basa en las limitaciones evolutivas, fisicas y geométricas de las estructuras
proteicas, y se hace a partir de la estructura tridimensional resuelta experimentalmente de
aproximadamente 170 mil proteinas [214,238].
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Con el objetivo de predecir la disposicion espacial del ensamble que incluye la region
intrinsecamente desordenada (PTP1Bsgg.400) Y €l dominio catalitico de la PTP1B (PTP1B;.30), €l
modelo generado por AlphaFold fue refinado por simulacién de dinamica molecular (SDM) en un
tiempo de 200 ns. A continuacién, la Figura 27 muestra los pasos de la SDM (calentamiento,
despresurizacion, equilibrio y produccion) y la energia total del sistema durante el tiempo de
simulacion del modelo estructural de la PTP1B; 400 generado por AphaFold.
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Figura 27. Pasos de la simulacion de dinamica molecular del modelo estructural de la PTP1B1.400
generado por AlphaFold.

Se realizaron tres réplicas de SDM. A partir del modelo estructural 3D de la forma
completa de la PTP1B (PTP1B;.400) generado por AlphaFold y refinado por SDM, se eligié la
estructura correspondiente a los 200 ns de la réplica uno (SDM1) de la SDM (Figura 28). Esto,
teniendo en cuenta que el RMSD se estabiliza aparentemente en un intervalo entre 160 y 200 ns.
Ademas, de las tres réplicas de la SDM, la réplica SDM1 (representada de color negro en la
Figura 28) es la que presenta menor RMSD.
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Figura 28. Réplicas de la simulacion de dinamica molecular del modelo estructural de la PTP1B1-400.
Variacion de RMSD (A) en funcién del tiempo de simulacién 200 ns. El menor valor de RMSD se obtuvo con la
SDM1 (color negro), lo cual sugiere mayor estabilidad del sistema durante el tiempo de simulacion.
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La Figura 29, muestra el modelo estructural de la PTP1B al principio (0 ns) (Figura 29a) y
al final (200 ns) (Figura 29b) de la simulacion. Asi como también, el grafico de Ramachandran y el
score de calidad, donde se observa que el modelo estructural mejora después de la SDM.

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures

|Z-score|>2 = 1<|Z-score|<2 s|Z-score|<1l rmodel
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Figura29. Modelo estructural de la PTP1B1.400 generado por Alpha Fold, antes y después de la
simulacion de dinamica molecular. Disposicién espacial a) al inicio (0 ns) y b) al final de la simulacién (200
ns). Para cada uno de los modelos (inicial y final) se muestra el grafico de Ramachandran y el score de
calidad.

El proceso de afinamiento estructural con la SDM permite estimar con mayor precision la
estructura 3D de la forma larga de la PTP1B (PTP1B14q0), ¥ pOr tanto, contribuye a que las
predicciones in silico basadas en el modelo refinado, sean mas precisas. El modelo estructural de
la PTP1B que incluye la region C-terminal intrinsecamente desordenada (PTP1B;.4q0), representa
la forma mas cercana a la forma fisiologica de la enzima, es decir, aquella que se encuentra a
nivel celular in vivo. De ahi la importancia de incluir la forma PTP1B1.40 €n los ensayos in vitro.
Asi como también, estimar con la mayor precision posible, la conformacién estructural 3D de la
forma fisiologica de la enzima, lo cual puede constituir un buen punto de partida, no solo para los
estudios computacionales, sino también para delimitar la busqueda experimental de inhibidores
de la PTP1B.

6.2.3 Acoplamiento molecular

A partir del modelo estructural 3D de la forma completa de la PTP1B (PTP1Bj.4)
generado por AlphaFold y refinado por SDM, se realizaron acoplamientos moleculares para
calcular la energia de union teorica (kcal/mol) del complejo enzima-ligando formado por la
PTP1B1.40 Y los compuestos ensayados experimentalmente in vitro. Estos compuestos abarcan
aqguellos con efecto inhibitorio ya conocido (AU, AC y SUR), y los 17 compuestos derivados del
acido glicirretinico evaluados en los ensayos de determinacién de ICsy (AGi47), incluyendo
aquellos que fueron evaluados en los ensayos de cinética enzimatica (AG., 4 5,7, 8). La Figura 30 y
el Cuadro 12 presentan los resultados obtenidos del acoplamiento molecular de la PTP1B; 40 Y
los compuestos antes mencionados ensayados in vitro.
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A continuacion, en la Figura 30 se ilustra la conformacion probable del complejo enzima-
ligando, la cual corresponde a aquella con el menor valor de energia de unioén y por tanto la mas
estable entre las distintas conformaciones posibles generadas durante el acoplamiento molecular.

PTP1B;.400-Comp. 5 PTP1B;.400-Comp. 6

Figura 30. Acoplamiento molecular de la PTP1Bi400 Yy l0S compuestos evaluados in vitro en los
ensayos de actividad y cinética enzimética. Cada una de las estructuras del complejo enzima-ligando
exhibe la conformacién mas probable de acoplamiento molecular. EI modelo de la estructura 3D de la PTP1B;-
400 comprende su dominio catalitico N-terminal (residuos 1-300, color rosa) y dominio C-terminal (residuos 300-
400, color azul). Los compuestos acoplados con la PTP1Bi.400 estan coloreados en amarillo, y estan
ordenados de la siguiente forma: a) — q) compuestos derivados del AG (AGi-17). r) — t) compuestos con efecto
inhibitorio conocido.
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h)

n)

PTP1B;.400-Comp. 13 PTP1B1.400-Comp. 14

Figura 30. Acoplamiento molecular de la PTP1Bi400 y los compuestos ensayados in vitro
(continuacién).
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PTPlBl_4QQ'AC PTPlBl-4OO'SUR

Figura 30. Acoplamiento molecular de la PTP1Bi400 y los compuestos ensayados in vitro
(continuacién).

En general, las conformaciones del acoplamiento molecular sugieren que el sitio de
interaccion enzima-ligando es preferiblemente aquel que implica la presencia de la regién C-
terminal. Esto puede observarse en el caso del acido glicirretinico (compuesto 16) y la mayoria de
sus derivados, los cuales incluyen los compuestos 1-3, 5, 7, 8, 11, 12, 14, 17. El acoplamiento
realizado con los compuestos 1-3, 8, 13 y 17, sugiere que la conformacion mas estable no se
limita a la interaccion del ligando con algunos sitios localizados en la region C-terminal, como se
observa con los compuestos 5, 7, 11, 12, 14 y 16. Las conformaciones de los compuestos 1-3, 8,
13 y 17, también indican que algunos sitios de la region C-terminal acercan al ligando a otros
sitios de inhibicién alostérica localizados en el dominio catalitico N-terminal, lo cual puede conferir
mayor estabilidad al sistema. Esto ultimo también se observa con el acido clorogénico (AC) y la
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suramina (SUR). Sin embargo, el sitio de interaccién de la SUR sugerido por el acoplamiento, no
coincide con los sitios dentro del dominio catalitico (PTP1B1.500) que participan en la inhibicion
competitiva de la enzima, que es la se ha reportado [29,166,210] y se corrobor6 en los ensayos in
vitro de este estudio.

El Cuadro 12 que se muestra a continuacién, presenta los valores de energia de union
(kcal/mol) del complejo enzima-ligando analizados en el acoplamiento molecular. Cada complejo
esta conformado por el modelo estructural de la PTP1B;400 Y l0S compuestos evaluados en los
ensayos in vitro.

Cuadro 12. Energia de union de diferentes complejos enzima-ligando analizados por
acoplamiento molecular

Complejo enzima-ligando  Energia de union (kcal/mol)

PTP1B;.400-AG; -7.55
PTP1B1.400-AG; -9.13
PTP1B1.400-AG3 -8.11
PTP1B1.400-AGy -8.68
PTP1B;.400-AGs -7.14
PTP1B1.400-AGs -8.84
PTP1B1.400-AG -8.52
PTP1B;.400-AGg -8.22
PTP1B;.400-AGg -8.18
PTP1B1.400-AG1o -8.42
PTP1B1.400-AG1; -8.94
PTP1B1.400-AG12 -8.12
PTP1B;.400-AG13 -8.75
PTP1B;.400-AG14 -9.12
PTP1B1.400-AG1s5 -8.25
PTP1B1.400-AG1s -7.95
PTP1B;.400-AG17 -7.10
PTP1B;.400-AU -7.32
PTP1B;.400-AC -6.63
PTP1B;.400-SUR -8.75

Algunos de los valores de energia de unién (kcal/mol) obtenidos en el acoplamiento
molecular con ciertos compuestos, y sus valores correspondientes de 1Cs, determinados en los
ensayos de actividad enzimatica con la PTP1B; .40, Sugieren concordancia entre algunos de los
resultados experimentales generados in vitro y los resultados teéricos in silico. Por ejemplo, en
los ensayos de ICso, el compuesto AG, presentd el segundo valor mas bajo de ICg, (ICs= 4.9
pUM), después del compuesto 7 (ICso= 2.5 uM), que fue el compuesto con menor ICsy de todos los
compuestos derivados del AG evaluados in vitro con la PTP1B;4 (Cuadro 10). En el
acoplamiento molecular, este mismo compuesto AG, mostro el valor mas bajo de energia de
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unién (-9.13 kcal/mol) (Cuadro 12). De modo similar, el compuesto AG,4 presento6 el cuarto valor
mas bajo de ICsy (IC50= 5.2 UM) en los ensayos in vitro (Cuadro 10), y el sexto valor mas bajo de
energia de union en el acoplamiento molecular (-8.68 kcal/mol) (Cuadro 12). Esta
correspondencia entre los resultados experimentales generados in vitro y los resultados teoricos
arrojados in silico, no solo indica que el acoplamiento molecular es un buen acercamiento tedrico
inicial que puede ser validado experimentalmente, sino que también puede ser Util para guiar
futuros estudios in vitro e in vivo. Adicionalmente, cabe resaltar que los resultados del
acoplamiento consideran el modelo estructural de la forma de la PTP1B completa (PTP1B;.400), |0
cual es comparable con la forma que se evalué experimentalmente en los ensayos de actividad
enzimatica.
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. APORTES CIENTIFICOS

Obtencién del sistema de expresion del dominio catalitico (PTP1B;..g5) Y la forma larga de la
hPTP1B que incluye la regién reguladora (PTP1B;.400).

Estandarizacion de los ensayos de actividad enzimética con ambas formas de la enzima:
PTPlBl.235 Yy PTPlBl.4oo.

Los derivados del &cido glicirretinico son nuevos compuestos de origen semisintético
ensayados por primera vez, con potencial efecto inhibidor sobre la forma fisiolégica de la
hPTP1B (PTP1B;.4). Adicionalmente, estos compuestos se encuentran en proceso de
patentamiento (Folio MX/E/2022/027746).
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8. CONCLUSIONES

1. Los 17 compuestos derivados del &cido glicirretinico mostraron efecto inhibitorio Unicamente
con la forma larga de la enzima (PTP1B;.400). Por esta razon, se sugiere que los derivados del
acido glicirretinico posiblemente se unen en la region reguladora intrinsecamente
desestructurada de la enzima o requieren esta region para ejercer su efecto.

2. El acido clorogénico inhibe competitivamente la forma corta (PTP1B;.2g5) Y larga (PTP1B;.400)
de la PTP1B, lo cual propone que su mecanismo de inhibiciéon no requiere de la presencia de
la regioén reguladora de la enzima.

3. Es relevante contar con la forma larga de la PTP1B (PTP1Bi40) tanto para los ensayos
enzimaticos in vitro como para los andlisis in silico, puesto que la forma de la PTP1B que
incluye su region reguladora C-terminal (PTP1B3g.400) COrresponde a la forma estructural
fisiol6gica que se encuentra a nivel celular in vivo.

4. La regién reguladora de la PTP1B influye en su actividad enzimética, incrementado la
inactivacion de la enzima por efecto de algunas moléculas inhibitorias, posiblemente
aumentando la afinidad por el inhibidor, estabilizando su interaccion con él, y por lo tanto,
condicionando el mecanismo de inhibicibn de los compuestos que requieren de la
participacion de ciertos sitios de la regién C-terminal.

5. A pesar de las limitaciones computacionales que supone hacer andlisis in silico con proteinas
0 regiones de proteinas intrinsecamente desestructuradas, incluir la forma completa de la
PTP1B (PTP1B.400) puede brindar un panorama molecular mas cercano al real. Ademas de
arrojar resultados mas confiables en la basqueda de compuestos potencialmente inhibidores
a través del cribado virtual.

6. Los parametros cinéticos obtenidos in vitro son importantes en si mismos porque con ellos,
ademas de inferir el mecanismo de inhibicibn de un compuesto, es posible delimitar y
direccionar la busqueda y andlisis in silico. A su vez, estos Ultimos permiten corroborar y
soportar la evidencia experimental.

7. Los andlisis comparativos de cinética enzimatica que incluyen la forma corta (PTP1Bi..gs) ¥
larga de la PTP1B (PTP1Bi.400) aportan evidencia del mecanismo de inhibiciébn enzimatica.
Asi como también nos acerca a los cambios de actividad enzimatica que pueden ocurrir en el
contexto fisiolégico.
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