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RESUMEN

Los puentes de hal6geno son interacciones estables entre un atomo de halégeno y otro
atomo electronegativo cercano. Esta interaccion se produce por la presencia del
denominado agujero o; una region positiva originada por la anisotropia en la

distribucién de la densidad electronica en los halégenos.

En esta tesis, se desarrollé una nueva metodologia para estudiar la naturaleza de
estos puentes de haldégeno en sistemas biol6gicos usando resultados experimentales
donde estas interacciones estan presentes. Mediante célculos mecano cuanticos y
simulaciones de dinamica molecular se estudiaron dos series de inhibidores de la
enzima catepsina L. A través de la aplicacion de esta metodologia se explica el
aumento de afinidad observado de estos inhibidores halogenados comparado con otros

sin sustitucion con halégeno.

La fuerza de los puentes de halégeno reproducen la tendencia experimental observada
en el orden CI < Br < |. Esta interaccién no esta presente en compuestos sustituidos
con fldor o grupo metilo. Ademas se reporta una correlacién entre los valores

experimentales de ICs, y datos cristalograficos disponibles.



ABSTRACT

UNDERSTANDING HALOGEN BONDS FROM A THEORETICAL VIEW

Halogen bonds are stable interactions between a halogen atom and a close
electronegative atom. This interaction is produced by the presence of ¢ hole; a positive

region caused by the anisotropic distribution of the charge density on the halogen atom.

In this thesis, a new methodology was developed to study the nature of these halogen
bonds in biological systems using experimental results where these interactions are
present. Through quantum mechanics along with molecular dynamics simulations two
series of cathepsin L inhibitors were studied aiming to explain the observed enhanced
affinity of various halogenated ligands compared with those without halogen

substitution.

The strength of halogen bonds reproduced the increased observed experimental trend
in the order of Cl < Br < I. It is worth to mention that this interaction is absent in
compounds bearing fluorine and methyl groups. Our results correlate in good

agreement with experimental ICs, values and the crystallographic data available.



1. Introduccion

1.1. Antecedentes

El enlace por halébgeno es una interaccion estable entre un atomo de halégeno
enlazado covalentemente y un atomo electronegativo cercano (base de Lewis), cuya
estructura general es A—X---Y (Y; base de Lewis y X; Cl, Br, ). Esta interaccion se
produce por la anisotropia en la distribucion de la densidad de carga sobre el atomo de
halégeno, dando como resultado una region positiva, denominado agujero o, en el eje

del enlace A—X.

La fuerza de estos puentes de hal6geno crece en el orden de Cl < Br < I, en relacion
con el tamafio de cada atomo. A pesar que el atomo de flior es un halégeno, no tiene
la capacidad de formar estas interacciones, pues carece de la regién positiva en el eje
del enlace probablemente debido a su gran electronegatividad.'® Los enlaces por
halégeno comparten caracteristicas con los puentes de hidrégeno, como que son
fuertemente direccionales, con un angulo A—X---Y 6ptimo de 180°, y una distancia X—

Y idealmente menor que la suma de sus radios van der Waals® (Tabla 1).

Se han realizado numerosos estudios con respecto a este tipo de enlaces, inicialmente
en la basqueda de posibles aplicaciones en ingenieria de cristales y en el desarrollo de

materiales sélidos con propiedades electronicas deseables.*® Recientemente, estos



enlaces también han sido observados en sistemas biol6gicos donde podrian cumplir un

papel importante en la afinidad que muestran algunas moléculas.®**

Tabla 1. Valores de radios van der Waals (A) para los atomos involucrados en este estudio.

Valores publicados.®

H C O S
1,06 1,53 1,42 1,80
F Cl Br I
1,40 1,75 1,87 2,04

Se ha descrito correctamente la anisotropia de densidad electrénica que origina estos

23718 con la

enlaces por halégeno con métodos mecéanico-cuanticos como DFT o MP
idea de desarrollar distintas metodologias para dar cuenta de esta interaccion a nivel
biolégico y obtener asi resultados concluyentes respecto a la participacion de estos
enlaces en la afinidad de algunas moléculas halogenadas por sus blancos biolégicos.*
1 Estos esfuerzos requieren de datos bioquimicos y/o farmacolégicos que permitan
comparar afinidades experimentales y parametros tedéricos calculados; sin embargo,

estos datos han sido escasos para determinar una real correlacion y aplicabilidad de

las metodologias propuestas.



1.2. Sistema de estudio

En los ultimos afos, la cuantificacion de la inhibicibn de la catepsina L por dos
extensas series de moléculas sustituidas con hidrégeno, metilo, flor, cloro, bromo o
iodo en una posicién especifica,® ha entregado una serie de resultados Utiles que
permiten que una metodologia desarrollada haga de puente entre los datos
experimentales y tedéricos de forma tal de no tan sélo modelar la interaccion de enlace
por halégeno sino que ademds describir las bases que sustentan la interaccion con

aplicacion en otros sistemas.

Las catepsinas son proteasas del tipo cisteina que son parte clave de eventos
patoldgicos y biolégicos. Son consideradas dianas terapéuticas, pues es posible inhibir
su actividad enzimatica con pequefias moléculas y son, por esto, de gran interés para
la industria farmacéutica.’®™® La catepsina L es una proteasa lisosomal que esta
distribuida en diversas células y tejidos y es la principal responsable del catabolismo
intracelular de proteinas,' esta asociada a enfermedades como la arteriosclerosis, el
sindrome metabdlico y el cancer, y ha sido relacionada con la resorcion 6sea, la

maduracion de los espermatozoides y la patobiologia de los macréfagos.****

Recientemente se ha estudiado una familia de inhibidores (Figura 1) de la catepsina L
que se unen covalentemente con al residuo Cys25 en el bolsillo denominado S1.* Uno
de estos inhibidores, que contiene un atomo de cloro en el anillo bencénico en la region
gue se une al bolsillo S3, resulté ser un orden de magnitud mas potente que su

analogo no sustituido. Esto llevé a la hipétesis que los puentes de halégeno pueden



estar implicados en el mejoramiento de la afinidad de compuestos halogenados en

general.

L. Hardegger y colaboradores del grupo de Francois Diederich procedieron a sintetizar
y probar una gran cantidad de derivados de las estructuras iniciales, en las cuales el
anillo aromatico que se espera interaccione con el bolsillo S3 no esta sustituido o lo

esta con atomos de flGor, cloro, bromo o iodo, entre otros.®

/
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Figura 1. Interacciones de un inhibidor en el sitio activo de la catepsina L. El inhibidor se une
covalentemente a la cadena lateral de la Cys25 formando el iminotioéster, y se encuentra
estabilizado por puentes de hidrogeno con los grupos N-H y C=0 de la Gly68 y Asp162

respectivamente.



De acuerdo a estos autores, la introduccion de un atomo de cloro en la posicion X del
anillo unido al ciclopropil disminuye el valor del ICs, notablemente (es decir aumenta la

afinidad), incluso hasta 20 veces en algunos casos.

Para ambas series analogas los autores calcularon que la ganancia en la energia libre
de enlace al ir desde un anillo sin sustitucion a la sustitucion con cloro es cercana a las
1,5 kcal/mol. La estructura cristalina de uno de los compuestos sustituidos con cloro
muestra que el &tomo de cloro se encuentra a 3,1 A de distancia del oxigeno carbonilo
del residuo Gly61 (la suma de radios van der Waals es de 3,27 A), formando un angulo
C-CI---O de 174°, otorgando mayor soporte a la hipétesis de que el puente de halégeno

participa en la estabilizacién del complejo enzima-inhibidor.®

Debido a que los programas utilizados para simular interacciones entre ligandos y
proteinas ya sea de docking o de dinAmica molecular no consideran la existencia de
enlaces por haldégeno y que existe la necesidad de poder representar datos
cristalograficos u otros experimentales como los mencionados previamente, es
necesario desarrollar metodologias para simular las interacciones entre los atomos de

hal6geno y los pares de electrones en bases de Lewis.

1.3. Resolviendo el problema

El objetivo de esta tesis fue desarrollar una metodologia que permitiera, utilizando

simulaciones de dinAmica molecular, considerar la presencia de puentes de halégeno

tanto en el aspecto electronico como en las interacciones droga-receptor, para aplicarlo



satisfactoriamente a sistemas biol6gicos que presentan cambios en la afinidad debido
a la presencia de estos atomos como es el caso de los inhibidores de catepsina L

humana descritos previamente.

En 2011 Mahmoud desarroll6 el concepto de punto extra de carga con el objeto de
representar la naturaleza de la anisotropia presentada por los 4tomos de halégeno.™
En esta tesis se utilizd este mismo concepto para representar el agujero ¢ observado

en los halégenos en el eje del enlace A—X.

Se analizé en este estudio la existencia y naturaleza de las interacciones entre el
sustituyente X y el residuo Gly61. Paralelamente se estudié la posible existencia de un
puente de halégeno secundario formado por el atomo de cloro del anillo bencénico

inferior (ver Figura 1) y el azufre de la Met70.



2. Metodologia.

2.1. Programas.

- Gaussian, version 98. Gaussian, Inc., Pittsburgh, PA, 1998.%

- Gauss View. Semichem Inc., Shawnee Mission, KS, 2009.%2

- AMBER, versién 12 .( Antechamber, RESP, xLeaP,) *

- VMD, version 1.9.1. Desarrollado por el Grupo de Biofisica Teorica vy

Computacional en el Instituto Beckman, Universidad de lllinois.

2.2. Obtencion de las Estructuras.

Todas las estructuras cristalinas obtenidas como base para este estudio fueron
descargadas del RCSB Protein Data Bank (www.rcsb.org), cédigos PDB: 2XU4, 1XU2,

2YJ2, 2YJ8.

2.3. Mapas de Potencial Electrostatico.

El potencial electroestatico molecular (MEP) es un campo electrostatico creado a partir
de la distribucion de carga electroestéatica y nuclear, derivado de las cargas atémicas.
Es util para determinar posibles trayectorias de acercamiento de un reactivo.

Un mapa de potencial electrostatico permite visualizar la manera en que se distribuyen

los electrones en una molécula, por lo que es una buena manera de observar la


http://www.rcsb.org/

anisotropia en la distribucion de la densidad de carga sobre el &tomo de halégeno que

se ha definido como agujero .
En la Figura 2 se observan los mapas de potencial electrostaticos calculados para

bencenos sustituidos con halégenos.” En esta figura se observa la naturaleza del

agujero o y se observa como aumenta su tamafio conforme aumenta el tamafio del

ol.l'UI
Phl

PhRy Ph(1 PhF

halégeno.

Figura 2. Superficie de potencial electrostadtico de halo-bencenos. Las regiones rojas
representan mayor densidad electrénica, mientras las azules representan regiones con menor
poblacién electrénica. Imagen obtenida de Mahmoud A. A. I., J. Comput. Chem. 2011, 32, 2564-
2574,

Para el caso de esta investigacién se obtuvieron mapas de potencial electrostatico
mediante Gaussian98 y GaussView para algunos de los inhibidores en estudio,
especificamente los sustituidos con Cl, Br y | para observar la existencia y

caracteristicas del agujero .



2.4. Optimizacion de la Distancia Hal6geno — Base de Lewis.™

Para conocer la distancia de equilibrio entre el halégeno y la base de Lewis (oxigeno
en este caso) se optimizaron los complejos utilizando halégenobencenos vy
formaldehido como compuesto modelo (sustitucion con CI, Br, I), para utilizar esta
distancia como referencia en posteriores calculos. Estos calculos mecano-cuanticos se

llevaron a cabo en Gaussian98.

Para los compuestos substituidos con CI se utiliza la funcional MPWLYP y para los
compuestos con Br y | se usa la funcional B3LYP. Se utiliza el conjunto de bases 6-

311+G** para los atomos de C, H, O y Cl.

Debido a la gran densidad electronica de los atomos de iodo y bromo es necesario
usar el conjunto de bases aug-cc-pVDZ-PP"

" para lograr una buena descripcién de ellos. Se debe utilizar el comando GEN para la
utilizacion de mezcla de bases y el comando Pseudo=Cards para considerar
correctamente los pseudo-potenciales. Para las optimizaciones se utilizd el comando

modredundant para mantener el angulo del enlace por halégeno fijo en 180°.



2.5. Calculo de Cargas Parciales Usando el Ajuste Restringido del

Potencial Electroestatico (RESP)

El método mas preciso que ofrece AMBER para definir las propiedades electrostaticas
de un sistema es el ajuste restringido del potencial electrostatico (Restrained
Electrostatic Potential fit o RESP). El método RESP ajusta el potencial electroestatico
calculado mecano-cuanticamente a superficies moleculares, usando un modelo de
carga puntual centrada en el atomo. Para generar el archivo de entrada del potencial

electroestatico para ejecutar el RESP, debe ser usado un programa como Gaussian98.

CONSTRUCCION DE LOS INHIBIDORES
Se obtiene la estructura en formato PDB de la proteina y el inhibidor (cédigo PDB:
2XU1). Mediante GaussView y a partir de esta estructura descargada de la base de

datos se crean los archivos de entrada para Gaussian.

En este caso en particular, el ligando se une covalentemente al residuo Cys25 de la
catepsina, por lo que se incluye la Cys25 para realizar los calculos de optimizacion y
energia del inhibidor. Ademas se agregan los “cap” (acetilo y metilamino), utilizados
para que el calculo de optimizacion de energia sea correcto, pues simulan los enlaces

que unirian la Cys25 con el resto de la proteina.
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CALCULO DE CARGAS PARCIALES

Una vez construidas las moléculas necesarias se realiza una optimizacion del complejo
ligando-Cys25 con Gaussian98 usando el conjunto de bases B3LYP/6-31G** para
todos los atomos excepto el iodo que es tratado con el conjunto de bases aug-cc-
pVDZ-PP. De esta forma se obtienen las coordenadas de los atomos optimizados y las

cargas ESP.

OBTENCION DE CARGAS RESP

Se extraen los puntos de carga calculados previamente en Gaussian98 mediante el
programa ESPGEN de AMBER y se agregan las coordenadas de los puntos extras a
las distancias de equilibrio para cada halégeno. Por otra parte, usando las
herramientas de ANTECHAMBER se obtiene un archivo de entrada para RESP
(archivo .ac). A este archivo se le agregan también las coordenadas de los puntos

extras (denominados Bq en Gaussian) de forma manual mediante un editor de texto.

Posteriormente usando el programa RESPGEN se obtienen los archivos necesarios
para ejecutar RESP que contienen numero atémico y el tipo de calculo de carga que se
aplicara. Con estos archivos se obtiene la asignacion de las cargas a cada atomo
usando el programa RESP, se realiza esto en 2 etapas; usando criterio resp1 primero y

luego resp2 basado en el primer calculo.

Una vez obtenidos los archivos que contienen las cargas RESP, se utiliza el programa

PREPGEN para convertir el archivo antechamber .ac en un archivo .prepin que es

compatible con xLeap.

11



Para utilizar xLeap y continuar con la creacion de archivos de topologia y coordenadas,
es necesario tener un archivo que contenga los parametros no conocidos de la
molécula. Para eso se crea el archivo de parametros (.frcmod) a partir del
archivo .prepin usando la utilidad ParmChk de Amber. Este archivo .frcmod contiene
parametros de los atomos, como enlaces y angulos, y es necesario agregar

manualmente los parametros que definen el Bq.

2.6. Calculos de Dinamica Molecular.

Una vez asignadas las cargas RESP, el siguiente paso para llegar al calculo de
dinamica molecular es la creacion de archivos de topologia y coordenadas, estos
archivos .prmtop e .inpcrd pueden ser obtenidos mediante el programa xLeap a partir
de la creacidon de las librerias y los archivos de parametros de cada molécula (.lib

y .frcmod).

xLeap es un programa que toma informacion de campos de fuerza, topologia vy
coordenadas y produce los archivos necesarios para calculos de produccion como

minimizaciones, dinamica molecular, etc.

CREACION DE ARCHIVOS DE TOPOLOGIA Y COORDENADAS
Usando el programa xLeap, el archivo .prepin creado en los pasos anteriores se edita
para eliminar los “caps” y modificar la carga de la molécula para que sea neutra. Asi, se

crean las librerias del residuo Cys25, y del ligando sin la Cys25.

12



Con los archivos de parametros (.frcmod), y las librerias (.lib) del residuo y ligando,
puede construirse la libreria del complejo a partir del archivo PDB original. Se carga el
PDB, las librerias y el archivo .frcmod y se definen los enlaces peptidicos y el enlace
entre el inhibidor y la catepsina. Con esto puede crearse la libreria del complejo

catepsina-inhibidor.

La ultima parte del proceso consiste en crear los archivos de topologia y coordenadas
(.prmtop e .inpcrd). EI complejo se solvata utilizando un octaedro de agua con aguas
tipo TIP3TBOX con un radio de 10 A y se neutraliza con iones sodio (Na*) para llevar la
carga del complejo a 0. Una vez terminado este proceso, se crean los archivos
necesarios que contienen las coordenadas y los parametros del sistema solvatado

(.prmtop y .inpcrd).

CALCULOS DE DINAMICA MOLECULAR

Para observar las interacciones que se producen en el sistema que se investiga en
esta tesis es necesario llevar a cabo calculos de dinamica molecular, de esta forma se
puede obtener informacion relevante acerca de la relacion entre los puentes de

halégeno y el aumento de afinidad de los compuestos halogenados por la catepsina L.

Sander es parte de los programas de AMBER vy es el principal programa para realizar
calculos de dinamica molecular. La simulacion se llevo a cabo usando este programa
en cuatro etapas, las primeras 2 son de minimizacién donde se busca llegar al minimo

de energia local sin calentamiento, luego una etapa de equilibrado para aumentar la

13



temperatura del sistema y finalmente una etapa de producciéon o dinamica molecular

donde se generara la informacion del sistema.

12 ETAPA: MINIMIZACION DE CONTRAIONES Y AGUAS.

Para mantener fijos los atomos de la proteina y del ligando se utilizan restricciones
posicionales en cada atomo, logrando asi solo minimizar los contraiones agregados
(Na¥) y las moléculas de agua presentes. Esta restriccion especifica una estructura de
referencia y luego restringe el movimiento de los atomos seleccionados mediante una
constante de fuerza. El efecto puede aumentar o decrecer dependiendo de la magnitud
de esta constante de fuerza. Se realizaron 250 pasos iniciales de “steepest descent” y
luego 500 pasos de minimizacion (conjugate gradient) con un radio de 10 A de cutoff.

La constante de fuerza utilizada fue de 100 kcal/mol.

22 ETAPA: MINIMIZACION DEL SISTEMA COMPLETO.
Una vez optimizadas las aguas y los contraiones, en esta etapa se realiza una

minimizacion libre en el sistema completo de 500 pasos.

3% ETAPA: EQUILIBRADO.
Durante la etapa de equilibrio el sistema se calenté desde 0 a 300 K, utilizando el

esquema de equilibrio de temperatura Langevin.

42 ETAPA: DINAMICA MOLECULAR.

Se llevé a cabo una dinamica molecular para cada uno de los inhibidores en estudio.

La dindmica se realiz6 por 10 ns.

14



3. Resultados y Discusiones

3.1. Moléculas utilizadas en este estudio

Los inhibidores en estudio, detallados en la Tabla 2, estan sustituidos con un grupo
metilo, fltor, cloro, bromo y iodo en el anillo bencénico de forma de poder comparar
entre atomos con distintas densidades electrénicas y comparar el comportamiento de

los inhibidores con o sin halégenos.

Tabla 2. Identificacion de las dos series de inhibidores analizados en esta investigacion A y B.
Se incluyen los valores de ICs, en pM para cada inhibidor obtenidos utilizando ensayos basados
en el cambio de la emisién generado por hidrélisis de un sustrato fluorescente.?

X: CHs; F Cl Br I
X
< = IA2 IA3 IA4 IA5 IAG
Q o
)
n |C5o: 0,13 |C5(): 0,34 |Cso: 0,022 |Cso: 0,012 |050: 0,0065
X
0 IB2 IB3 IB4 IB5 IB6
(¢}
2 .
0] ICs0= --- ICs0= 0,35 1Cs50= 0,030 ICs0= 0,0065 1Cs0= 0,0043
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La serie A corresponde al inhibidor con sustitucién en la posicion ipso X. La serie B
corresponde a inhibidores sustituidos ademéas con un atomo de flior en la posicion

meta, lo que permitira estudiar el efecto de este sustituyente en la interaccién principal.

3.2. Interacciones observadas en los inhibidores.

Se llevaron a cabo calculos de dinamica molecular de 10 ns para todos los inhibidores
en estudio y se analizaron parametros como las distancias y angulos de enlace de
manera de comprobar si los inhibidores bajo estudio poseen puentes de halégeno
(dinamicas e histogramas se observan en los Anexos 1-8).

A continuacién se describen los parametros geométricos que se utilizan en la busqueda
de la formacion de puentes de haldgeno al observar las simulaciones de dinamica

molecular de cada inhibidor.

ANGULOS DE ENLACE

De acuerdo a la literatura se espera que el angulo para un puente por halégeno sea de
180°, considerando que angulos en el rango de 160° a 180° son aceptables al
momento de discriminar si la interaccion corresponde o no a un denominado puente
por halégeno. Asi, el angulo formado por el carbono del anillo aromatico, el sustituyente
y el O de la Gly61 deberia cumplir este requisito para establecer la existencia de un

puente por halégeno.
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DISTANCIAS DE ENLACE

Se considera importante la distancia entre el halégeno y el oxigeno. Un parametro util
para esta evaluacion es el radio de van der Waals que indica la distancia minima a la
cual se puede acercar un atomo que no forma un enlace con otro. Si sumamos los
radios de van der Waals del atomo sustituyente y del O se obtiene la distancia maxima
a la que se podria identificar una interaccion relevante. De esta forma, si la suma de los
radios van der Waals de dos atomos es mayor que la distancia calculada entre ambos,

podria deducirse que existe una interaccion entre ellos.

3.2.1. Interacciones en inhibidores sustituidos con fluor (IA3-1B3)

De acuerdo a los histogramas confeccionados a partir de los calculos de dinamica
molecular, la distancia entre el oxigeno y el flior se mantiene casi completamente por
sobre la suma de los radios de van der Waals (2,82 A) para ambos inhibidores (ver
Anexos 1y 2). La distancia de enlace promedio para estas interacciones es de 3,25 Ay
3,30 A para IA3 e IB3 respectivamente, lo que indicaria que no hay interaccién del tipo

puente por halégeno en la caso del fltor, tal como se ha reportado en la literatura.’

En cuanto a los angulos de enlace, los inhibidores sustituidos con fldor tienen una alta
dispersion de angulos de enlace C-F-O que varia entre los 100° y 180°, como se
observa en la Figura 3, alejandose considerablemente del rango de angulos definido
para puentes de halégeno que se encuentra entre los 160° y 180°. Los angulos
promedios para C-F-O son 147,7° y 151,5° para los inhibidores IA3 e IB3,

respectivamente.
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Entre ambos inhibidores se observan pocas diferencias en cuanto a dispersion de

datos, lo que parece correlacionarse con los valores de ICg, pues estos son

practicamente idénticos (0,34 uM para IA3 y 0,35 uM para IB3).
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Figura 3. Dinamica molecular e histogramas para el angulo C-F-O para los inhibidores 1A3

(arriba) e IB3 (abajo). En ambos casos se observa la alta dispersion de los valores del angulo
entre los 100° y 180°.
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3.2.2. Interacciones en inhibidores sustituidos con cloro, bromo o iodo.

COMPUESTOS SUSTITUIDOS CON CLORO (1A4-1B4)

Para los inhibidores sustituidos con cloro la distancia de enlace se mantiene cercana al
valor de la suma de radios van der Waals (3,17 A), lo que podria indicar la presencia de
un puente de halégeno relativamente débil (ver Anexos 1y 2). Las distancias promedio
de enlace para los inhibidores |IA4 e IB4 son 3,28 A y 3,48 A respectivamente,

promedios levemente mayores que la suma de los radios van der Waals.
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Figura 4. Dinamica molecular e histogramas para el angulo C-CI-O para los inhibidores 1A4
(arriba) e 1B4 (abajo). Los resultados muestran una menor dispersion que para los inhibidores
con F (IA3-IB3, Figura 2) y se observa que la mayoria de los valores se encuentran en el rango
140° a 180°. Ademas se observa una mayor dispersion para |IB4 comparada con 1A4, lo que

indicaria que la inclusion de fluor en la posicion meta desfavorece la interaccion.
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Los angulos promedio calculados para estos inhibidores son 166,3° para |IA4 y 162,2°
para IB4. Como se observa en la Figura 4, los angulos se encuentran en su mayoria en
el rango de 140° a 180°, pero con una alta dispersion y los valores promedio de angulo

de enlace es bajo.

De estos resultados se puede desprender que la sustitucion de flior en la posicidon
meta desfavorece la débil interaccion existente entre el atomo de cloro y oxigeno de la
Gly61, y como se observa en los histogramas de la Figura 3 hay una mayor dispersiéon

de datos en el caso de IB4 comparado con |A4.

COMPUESTOS SUSTITUIDOS CON BROMO (IA5-1B5)

En el caso de los inhibidores sustituidos con bromo se observa que las distancias de
enlace tienden a mantenerse en valores por debajo de la suma de los radios de van
der Waals (3,29 A), donde los promedios de distancia de enlace (3,14 A para IA5 y
3,19 A para IB5), también son menores que la suma de los radios de van der Waals

(ver Anexos 1y 2).

Como se observa en la Figura 5, los angulos de enlace formados por estos inhibidores
se mantienen en su mayoria por sobre los 160° y sus promedios calculados son 170,6°
para IA5 y 170,2° para IB5. Los valores promedios de angulo estan sobre los 170°, lo
que indicaria una interaccion tipo puente de halégeno. Por otra parte la diferencia entre
IA5 e IB5 es menor que la observada en los compuestos sustituidos con cloro, aunque

permanece una interaccion levemente mejor del inhibidor sin sustitucién con fluor.
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Figura 5. Dinamica molecular e histogramas para el angulo C-Br-O de los inhibidores A5

(arriba) e IB5 (abajo). La mayoria de los resultados se encuentra por sobre los 160° y se

observa una mayor similitud entre los inhibidores de ambas series.

COMPUESTOS SUSTITUIDOS CON IODO (IA6-1B6)

Para los inhibidores sustituidos con lodo se observa una interaccion mucho mas fuerte

que para los inhibidores con otros sustituyentes considerando que casi todos los

resultados de distancia de enlace son menores que la suma de los radios de van der

Waals (3,46 A). Las distancias promedio de enlace son 3,37 Ay 3,14 A para IA6 e IB6

respectivamente (ver Anexos 1y 2). En este caso se observa que la interaccion mejora

con la inclusion del atomo de fluor en la posicion meta (IB6), a diferencia de los casos

anteriores donde la interaccion se ve favorecida en los inhibidores sin esta sustitucion.
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Figura 6. Dinamica molecular e histogramas para el angulo C-1-O en los inhibidores IA6 (arriba)
e IB6 (abajo).Casi todos los resultados se encuentran por sobre los 160°, y los angulos

promedio de estos inhibidores son 170,8° y 172,8° respectivamente.

Estas mismas caracteristicas se observa en los angulos del enlace en la Figura 6, pues
los valores de angulo de enlace se mantienen casi exclusivamente por sobre los 160°.
Los promedios son 170,8° para IA6 y 172,8° para IB6, lo que indica una mejor
interaccion del tipo puente por halégeno comparada con los inhibidores sustituidos con
F, Cl o Br. Se observa una interaccion mejorada por la sustitucion con flior en la

posicion meta de forma mas acentuada que en el caso de los inhibidores IA5/IB5.
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Comparando estos resultados con los inhibidores revisados anteriormente se puede
predecir que los inhibidores con lodo tendran mejores capacidades inhibitorias que sus
homologos sustituidos con F, Cl, o Br, pues los valores observados indican

interacciones mas fuertes.

3.2.3. Interacciones en inhibidores sustituidos con metilo (A2, IB2)

Es interesante estudiar la sustitucion con metilo, puesto que es un grupo funcional cuyo
tamafio es muy similar al del atomo de cloro. Esto permite comparar ambos conjuntos
de resultados y determinar que las interacciones existentes entre el ligando y la
proteina no se deben al tamano de la cavidad en la catepsina L o al tamafo especifico
del atomo interactuante del ligando, sino que a una interaccién especifica debido a la
anisotropia de la densidad de carga sobre los atomos de halégeno actuando como

acidos de Lewis.

Como antecedente se conoce que el valor de ICsy del inhibidor IA2 es bastante alto en
comparacion al de su analogo sustituido con cloro (0,13 uM para IA2 comparado con
0,022 uM de 1A4), por lo que se espera que los resultados obtenidos de la dinamica
molecular indiquen una nula interaccion entre el grupo metilo y el oxigeno del residuo

Gly61.

Las dinamicas de los ligandos sustituidos con metilo, tanto con o sin sustitucion de fluor

en la posicion meta, demuestran una mayor dispersién de datos comparadas con las

dinamicas de ligandos sustituidos con cloro. Las distancias de enlace son en promedio
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fluctian entre 3,49 y 3,47 A para los inhibidores IA2 e IB2, respectivamente, siendo la

suma de los radios van der Waals 2,95 A (ver Anexos 1y 2).
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Figura 7. Dinamica molecular e histogramas para el angulo C-C-O para los inhibidores 1A2
(arriba) e IB2 (abajo). Los valores de los angulos de enlace varian entre 100° y 180° y se

observa que la dispersion de los resultados es alta.

En la Figura 7 se grafican las dinamicas e histogramas del angulo C-C-O de IA2 e IB2.
Los angulos promedio de enlace son 155,7° y 146,9°, respectivamente. Ambos
resultados reflejan que no hay una interaccion especifica entre el grupo metilo y la
proteina en estudio, confirmando que una interaccién relevante sélo se presenta con

los halégenos de mayor densidad electronica (Cl, Br, ).
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Por otra parte se podria esperar que el valor de ICs para el inhibidor 1B2 (no
determinado) fuera similar al valor obtenido para el inhibidor 1A2 (0,13 uM)

considerando los valores de los parametros observados.

3.2.4. Efecto de la sustitucién con fluor en la posicion meta

Como se mencioné en puntos anteriores, la introduccion de un atomo de flior en la
posicion meta tiene diversos efectos en los inhibidores en estudio. En la Figura 8 se
grafican los angulos promedios de enlace y las distancias promedios normalizadas

para cada inhibidor sustituido con F, Cl, Br o .

NORMALIZACION DE VALORES PARA DETERMINAR DISTANCIAS.

Para poder hacer una comparacién correcta entre las distancias de enlace se necesita
normalizar los valores entre las moléculas estudiadas, ya que a medida que disminuye
la densidad electrénica del sustituyente es necesaria una menor distancia de enlace en
comparacion con la que necesita un atomo de alta densidad electrénica como el iodo.
De esta forma, una distancia que implica una interaccion fuerte para un atomo como
iodo puede significar una nula interaccién para otro de menor o nulo agujero ¢ como el

fluor.

Un parametro que sirve para normalizar los resultados y hacerlos comparables entre si
es el radio de van der Waals. Se divide cada valor de distancia por el valor de la suma
de radios de van der Waals de los atomos involucrados. Asi, el limite de interaccion

seria 1. Cuando el factor obtenido es mayor que 1 esto implica que hay una débil o
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nula interaccién, puesto que la distancia calculada es mayor que el radio de van der
Waals. Si por el contrario este valor es menor que 1 esto indica que hay una

interaccion considerable entre los atomos involucrados.

En la Figura 8 se observa que para los inhibidores con flior en la posicion cercana al
oxigeno carbonilico de la Gly61 los valores promedio de distancia normalizada estan
cercanos entre si y por sobre el valor definido como limite para la interaccion. También

los angulos promedio son bastante cercanos rodeando ambos los 150°.

Para los inhibidores sustituidos con cloro o bromo, la serie B presenta mayores valores
de distancia que los de la serie A. Por el contrario, para los inhibidores con iodo el valor
de distancia es menor para el inhibidor con flior en la posicidon meta (IB6), lo que indica
que el puente de halégeno es mas fuerte. Al igual que con las distancias de enlace, se
observa en la Figura 8b una mejor interaccién para los inhibidores sin sustitucion
adicional por fluor excepto en el caso de los inhibidores con iodo, donde el angulo es

mayor para el inhibidor 1B6.

La sustitucion adicional por un atomo de flior en posicion meta debilitaria la interaccion
por puente de halégeno con Cl, la reforzaria con | y no tendria un efecto apreciable con
Br. De forma general se observa en la Figura 8 que la fuerza de la interaccién basada
en los calculos de distancias y angulos de enlace sigue el orden Cl < Br < I, lo que
tiene relacion con lo conocido acerca de los puentes de halégeno que aumentan su

fuerza al aumentar el tamano del agujero c.
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un buen parametro para determinar interacciones del tipo del puente de halégeno. b) Angulo
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cercano a 180° corresponderia a una mejor interaccion.
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MAPAS DE POTENCIAL ELECTROSTATICO
Para observar el efecto del flior como sustituyente desde el punto de vista de la
distribucién electrénica, se obtuvieron mapas de potencial electroestético para algunos

de los inhibidores.

En la Figura 9 se encuentran los mapas de potencial electrostatico para los inhibidores
sustituidos con Cl, Br o | de la serie A y B. Se aprecia que todas las sustituciones de
fldor en la posicibn meta generan un aumento del agujero o, lo que deberia traducirse
en puentes de halégeno mas fuertes por lo tanto en mayores afinidades del ligando por

la catepsina L.

Estos mapas se contraponen con los resultados graficados en la Figura 8, donde se
observa que la sustitucion de flior en el inhibidor con cloro disminuye la interaccion del

puente por halégeno considerablemente (inhibidores I1A4/I1B4).

Este comportamiento distinto a lo proyectado por los mapas de potencial electrostatico
podria deberse a la existencia de otras interacciones dentro del sistema biolégico, ya
gue respaldado por los valores de ICsy se conoce que el inhibidor IB4 sustituido con
fldor en la posicibn meta efectivamente tiene un valor de afinidad menor que su

analogo sin sustitucion (0,022uM para IA4 y 0,03uM para I1B4).
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Figura 9. Mapas de potencial electrostéatico para los inhibidores sustituidos con Cl, Br o |, series

Ay B. El color rojo corresponde a regiones con alta poblacion de electrones, mientras que las
regiones azules corresponden a regiones mas electropositivas.
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3.2.5. Puente por halégeno secundario

De forma similar a los analisis anteriores, se estudié un posible puente de halégeno
secundario entre el atomo de cloro en el anillo bencénico inferior del inhibidor y un
atomo de S de la cadena lateral del residuo Met70 de la catepsina L (ver Figura 1). Los
parametros para discriminar la existencia o no de este puente de halégeno fueron los
mismos utilizados anteriormente, a saber, un angulo de enlace cercano a los 180° y
una distancia entre atomos menor que la suma de los radios de van der Waals del

halégeno vy, en este caso, del azufre.

En la Figura 10 se observa que los angulos promedio se mantienen entre 140° y 160°,
esto podria ser un indicio que no existe un puente de halégeno, pues se encuentra por

debajo de los valores esperados.

La suma de los radios de van der Waals del cloro y el azufre es 3,55 A, por lo que para
poder determinar la existencia de una interaccion relevante, la distancia calculada
deberia ser menor que este valor. Los promedios de distancia de enlace estan, casi en
su totalidad, por sobre la suma de los radios de van der Waals (3,55 A) y se observa

una tendencia similar en ambas series Ay B.
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existencia de una interaccion del tipo puente por halégeno.

31



Se observa que la menor distancia para el puente por halégeno secundario se
encuentra en los inhibidores IA6 e IB6 (Figura 10a), inhibidores en los que se observa
una mayor distancia de enlace para el puente por halégeno principal. Es posible que la
cercania entre los atomo de Cl y S en este caso se deba al mayor volumen atémico del
atomo de lodo en el puente por halégeno principal y que esta distancia menor que la
suma de radios van der Waals no implique una interaccién del tipo puente por halégeno

en este caso.

3.3. Comparacion de resultados con datos experimentales.

3.3.1. Comparacién con valores de ICs,

Ya se han comparado los valores obtenidos por los calculos de dindmica molecular con
las sumas de los radios de van der Waals para el caso de las distancias de enlace y
con el valor ideal de angulo de enlace (180°) para los posibles puentes por halégeno.
Para comprobar que la metodologia propuesta en esta investigacion da cuenta de las
interacciones existentes en estos sistemas, se tomaron los datos experimentales de
ICso publicados por Hardegger y col.2 que permiten comparar estos resultados tedricos

con valores reales publicados en la literatura.
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En la Tabla 3 se detallan los valores de ICs, obtenidos mediante ensayos de
fluorescencia por los autores citados para los inhibidores investigados en esta tesis,®
junto con los resultaos tedricos obtenidos de los calculos de dinamica molecular para

las distancias y angulos promedio de enlace entre los sustituyentes del inhibidor y el

oxigeno de la Gly61.

Tabla 3. Valores de ICs, obtenidos de la literatura® y valores de distancia y angulos promedio de

enlace obtenidos con dinamica molecular para los inhibidores en estudio.

Inhibidor ICey/ LM Distancia dg Enlace | Suma de Radioslbyan Angulo de EnI?ce
Promedio / A der Waals/ A Promedio/
IA2 <Me — O> 0,13 3,49 2,95 155,7
IA3 <F — O> 0,34 3,25 2,82 147,7
IA4 <Cl - O> 0,022 3,28 3,17 166,3
IA5 <Br — O> 0,012 3,14 3,29 170,6
IA6 <I — O> 0,0065 3,55 3,46 161,8
IA2 <Me — O> - 3,47 2,95 146,9
IB3 <F — O> 0,35 3,3 2,82 151,5
IB4 <Cl - O> 0,03 3,49 3,17 162,1
IB5 <Br — O> 0,0065 3,19 3,29 170,2
IB6 <l — O> 0,0043 3,14 3,46 172,8
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En la Figura 11 se observa la correlacion entre los valores de log(ICs) y los parametros
relevantes calculados en este trabajo, como la distancia sustituyente-oxigeno y el
angulo que forma el potencial puente por haldégeno. Se observa en el grafico de la
Figura 11a que hay una correlacion relativamente lineal entre los valores de log(ICso) y
la distancia normalizada de enlace, de forma que a mayor distancia de enlace,
mayores son los valores de ICs, lo que se traduciria en menor afinidad de los ligandos.
Los valores estadisticos de R? para las regresiones lineales calculadas se observan en

la Figura 11.

Por otra parte el grafico de la Figura 11b muestra que a menores valores de log(ICx),
el angulo C-X-O se acerca a valores mayores, superando los 170° para los inhibidores
con mejores afinidades con la catepsina L. De esta forma se demuestra que el
parametro del angulo de enlace promedio representa la mejoria de afinidad

cuantificada por el valor de ICx.

Con los resultados representados en la Figura 11 se vuelve a confirmar el aumento de
afinidad de los inhibidores sustituidos con halégenos de mayor agujero ¢ por sobre los
sustituidos con metilo o fluor.

Los resultados calculados mediante la metodologia desarrollada en esta tesis logran
representar en gran medida la funcién inhibitoria mejorada por la inclusion de

halégenos como cloro, bromo o iodo.
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Figura 11. Correlacion de parametros de dinamica molecular con valores de log(ICsg). a)
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Angulo de enlace promedio. Se observa en ambos casos que el poder inhibitorio de los
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en estudio.
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3.3.2. Comparacién con datos cristalograficos

Dispusimos de valores experimentales de ICs, para la mayoria de los inhibidores en
estudio, lo que nos permitié correlacionar los calculos realizados con estos datos, y asi
enlazar el efecto de la distancia y angulo de enlace sobre el aumento de la afinidad por
la catepsina L de los inhibidores halogenados. No obstante puede ser que la afinidad
de estos compuestos no solo se relacione con los posibles puentes por halégeno, por
lo que también realizamos una comparacion de los parametros considerados
relevantes entre los calculos realizados y las estructuras cristalinas disponibles de la
catepsina L con inhibidores de este tipo. Las estructuras cristalinas son las de la serie A

(Cddigos PDB: 2XU4, 1XU2, 2YJ2, 2YJ8).

En la Figura 12 se observan comparativamente los valores calculados mediante la
metodologia propuesta en esta tesis y los valores obtenidos de estructuras cristalinas.
Se representan las distancias y angulos de enlace calculados para los inhibidores A3,
IA4, IA5 e IA6 en verde oscuro, y las distancia y angulos obtenidos de las estructuras

cristalinas de la catepsina L con los mismos inhibidores en verde claro.

DISTANCIAS CRISTALOGRAFICAS

En general se observa que los datos obtenidos con la metodologia propuesta en esta
tesis son muy cercanos a los valores extraidos de las estructuras cristalinas. Para las
distancias de enlace la similitud de los valores es importante exceptuando el caso del
ligando IA3, donde la diferencia entre el promedio de distancia de enlace calculado y el

cristalogréafico es de 1,22 A. Esta diferencia particular puede deberse a la distancia de
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inicio de la dindmica pues todos tienen la misma distancia X-O inicial, y probablemente

podria superarse con mas tiempo célculo computacional.
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Figura 12. Comparacion de distancias de enlace y angulos de enlace obtenidos por céalculos de

dinamica molecular y valores experimentales obtenidos de estructuras cristalinas.
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El resto de las distancias de enlace calculadas se acerca mucho a los valores
cristalograficos, y las diferencias van desde 0,02 A para el inhibidor IB5, hasta 0,29 A

para el ligando 1A4.

ANGULOS CRISTALOGRAFICOS

En el caso de los angulos de enlace se observa una cercania mucho mayor de los
valores, donde se demuestra la misma tendencia de los &tomos de mayor densidad
electrénica a formar angulos mas cercanos a 180°. La diferencia promedio entre los
datos calculados por dinAmica molecular y los datos cristalograficos es de 4,9°, lo que
implica que la metodologia aplicada representa de buena manera las estructuras

cristalinas disponibles.

También es posible comparar los valores calculados por dinamica molecular con los
valores extraidos de las estructuras cristalinas disponibles para el puente por halégeno

secundario. Los datos se observan en la Figura 13.

En el caso del puente por haldgeno secundario se observa una tendencia similar a lo
observado en la Figura 12, ya que los valores calculados mediante dinamica molecular

y los datos cristalogréaficos obtenidos de la literatura son similares.

Las distancias de enlace Cl—S para el puente por halégeno secundario en los
inhibidores con CI, Br o | tienen diferencias de entre 0,08 y 0,3 A. El inhibidor con flor,
al igual que en el caso anterior presenta una diferencia mayor que el resto de los

inhibidores de 1,01 A.
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Figura 13. Comparacion de distancias de enlace y angulos de enlace obtenidos mediante
célculos de dinamica molecular versus los valores experimentales obtenidos de estructuras

cristalinas para el puente por halégeno secundario.
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Los angulos de enlace C—CI—S se mantienen cercanos con diferencias entre 3,54°
para el inhibidor IA3 y 13,21° para el inhibidor IA5. El promedio de la diferencia entre
valores calculados y datos cristalograficos es de 9,5° para el puente por halégeno

secundario.
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4. Conclusiones

La metodologia desarrollada en esta tesis simula adecuadamente los puentes por
halégeno observados experimentalmente en dos series de inhibidores de catepsina L,
reproduciendo el orden de fuerza de estos enlaces Cl < Br < | e indicando la

inexistencia de esta interaccion para el flior y para el grupo metilo.

Mediante esta metodologia propuesta se ha dado cuenta de la potencia de los diversos
inhibidores concordando con los valores publicados de afinidad de los ligandos por la

catepsina L, representado en los valores de ICsg.

Los resultados de esta simulacién reflejan con una buena aproximacion las distancias
interatdmicas y los angulos involucrados en los puentes de halbgeno que se observan

en estructuras cristalinas.

El desarrollo de este trabajo permite comprobar que la representacion del agujero o

mediante un punto extra de carga o Bq es efectiva y permite acercarnos a una mejor

comprensién de los puentes por halégeno.
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El desarrollo de esta metodologia permite estudiar ligandos halogenados desde un
punto de vista nuevo, donde la comprensién de los puentes por halégeno aporta
significativamente al entendimiento de las interacciones que afectan positiva o

negativamente la actividad bioldgica.

Se puede esperar, por lo tanto, que la aplicacion de esta metodologia permita predecir
la existencia o no de puentes por halégeno en moléculas halogenadas que interactdan
con blancos biolégicos, lo que se extenderia a la predicciéon de mayores afinidades y

por lo tanto mayores potencias como inhibidores o antagonistas.
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6. Anexos

ANEXO 1. Distancias de enlace X—O para inhibidores de la serie A
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ANEXO 2. Distancias de enlace X—O para inhibidores de la serie B
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ANEXO 3. Angulos C—X—O para inhibidores de la serie A
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ANEXO 4. Angulos C—X—O para inhibidores de la serie B
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ANEXO 5. Distancia de enlace Cl—S para inhibidores de la serie A
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ANEXO 6. Distancia de enlace Cl—S para inhibidores de la serie B
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IA2

ANEXO 7. Angulo C—CI—S para inhibidores de la serie A
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ANEXO 8. Angulo C—CI—S para inhibidores de la serie B
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