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1: Introducción

El diseñoracionalo basadoen estructurade drogasdirigidas a ácidosnucleicoses un

área objeto de intensa investigaciónen la actualidad.~ Las aplicacionesde estos

compuestosvan desdela terapia y el diagnósticomolecularde múltiples enfermedades

(por ejemplo,el cáncer),hastael desarrollode sondasmolecularesy nucleasasartificiales

especificasde secuenciao estructurautilizables en Biología Molecular. Aunque con

cierto retraso respectodel diseño de drogas dirigidas a proteínas,este campo ha

experimentadodurantelos últimos diezañosun notableavance.4 Ello esel resultadode

la mejoradelas tecnologíasde cristalografiade rayosX, resonanciamagnéticanucleary

modeladomolecular aplicadasa los ácidos nucleicos, así como de la aparición de

técnicascomplementariascomo el “footprinting”.5 Como consecuencia,seha recopilado

unagran cantidadde información estructuraly termodinámicasobrela interacciónde

diversas drogas con polinucleótidos, permitiendo racionalizar en bastantescasos el

origen de la afinidad y especificidad de secuencia o estructura observada

experimentalmente.Fruto de estacomprensiónha sido la apariciónde diversosintentos

de diseño “a medida” de nuevoscandidatoscon propiedadesmejoradas,como por

ejemplo las lexitropsinas,6’7 las conibilex¡nasYlos análogosde olígonucleótidos9y los
10 Estos ejemposdemuestranque el diseño racional de drogasmicrogonotropenos.

dirigidas a DNA o RNA es un campodondelos resultadosprácticosestánsiendo un

hecho.

La asociaciónde drogasconácidosnucleicos,en panicularcon DNA, puededarse

por uno o varios de los siguientesmodos de unión:7 intercalación,asociaciónno

covalenteconuno de sussurcos,asociaciónelectrostáticaconlos fosfatosde la cadena

polinucleotídicay unión covalente. A estosmodoshabríaque añadir la formaciónde

enlaces de hidrógeno con ácidos nucleicos de cadena sencilla en el caso de

oligonucleótidosantisentido. Haydrogasqueutilizan simultáneamentemásde un modo

de unión,””2 y otras queusandistintos modosdependiendode la secuenciao de la

naturaleza del ácido nucleico con el que estén interaccionando.’3”4 Las drogas
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Figura 1.1. Estructuraquímica de drogas dirigidas a ácidos nucleicos. Tres grandescategoríasse
representanen esta figura. De arriba a abajo, se muestranen primer lugar drogas intercalantes,
caracterizadaspor poseerun anillo heteroaromáticoquese insertaentredospareso tríadasdebases:(a)
ofidio y propidio, y (b) daunonijeina.Enestaúltimael azúcarsesitúaencl surcomenor,demodoque la
drogainteraccionatantopor intercalacióncomoporuniónadicho surco.Debajosemuestrandosdrogas
de unión al surco menor © Hoechst 33258 y (d) netropsina.Estas drogas tienenforma cóncava,
presentandodadoresde enlaces<le hidrógenoy cargaspositivas.Sonaltamenteespecificasde regiones
con tramosde tres o más paresde basesAT, que se caracterizanpor serelectronegativosy poseer
aceptoresde enlacesdehidrógeno.Porúltimo semuestrandosdrogasqueinteraccionancovalentemente
con e] DNA: (e) antramicinay (1) cis-platino.
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intercalantes(Figura 1 .1., (a) y (b)) sesuelencaracterizarporposeerun anillo aromático

heterocíclico, capaz de apilarse entre dos pares o tríadas de bases a modo de

“sandwich”~ Las que se unen al surco menor (Figura 1.1. ( c) y (d)) tienen una

estructuracurvay estrecha,condadoresde enlacesde hidrógenodel lado cóncavoy con

gruposcargadospositivamente;la asociaciónconestesurco, quesueleser específicade

regionescon pares de basesAT, se estabiliza estereoelectrónicamentemedianteuna

combinaciónde interaccionesde van da Waals, enlacesde hidrógenoe interacciones

culómbicas(dado el potencial electrostáticoaltamentenegativode estesurco en estas

secuencias)?La asociacióndeslocalizadaconlos fosfatosaniónicosdel DNA se espera

en principio paratodadrogacatiónica,independientementede suestructura.Por último,

las drogasque forman enlaces covalentescon el DNA (Figura 1.1. (e) y (1)) se

caracterizanpor seraltamenteelectrofilicaso teneruna altareactividadelectrocicica.’6

Por otra parte,diferentesinteraccionesmolecularesestabilizanla unión no covalente

de drogasa polinucleótidos.Cabedestacarlas interaccioneselectrostáticas,de van der

Waalsy los enlacesde hidrógeno.17También,en casitodos los casos,una granpartede

la energíalibre de uniónvienedel efectohidrofóbico y delefectode polielectrolito.”

1.1 Reconocimiento molecular de los ácidos nucleicos por

drogas

El objetivo último de todo diseñoracionalde drogasesla creaciónde un ligandocapaz

de establecerunaseriede interaccionesmoleculareslocalizadasconuna macromolécula

diana,es decir, de ejercerun reconocimientomolecularde la misma. La drogaseráen

prmcipiotantomásefectivacuantomásespec¡ficaseasuunión,puestoque asíseevitará

la aparición de efectos colaterales no deseadosdebidos a su interacción con

macromoléculasdiferentesala diana.

Los ácidos nucleicos en muchos casosse encuentranformando estructurasdoble-

helicoidalesrepetitivas. La variabilidadestructuralse localiza entoncesúnicamenteen

los patronesde grupos funcionalesexistentesen los surcos mayor y menor, y más

particulannenteen los situadosen el surco mayor debido a su no degeneración.7”8En

dichos casos, una interacción específicarequerirá (a) el reconocimientodel patrón

particularde gruposfinicionalesde unasecuenciade basesconcretavía surco mayor, y

(b) quedicha secuenciano esté repetida. La droga queposeatal capacidadtendrá
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especificidadde secuencia.19A medida que el tamañodel ácido nucleico aumenta,el

tamaño mmuno que debe tener una secuenciapara ser única (suponiendo una

distnbuciónaleatoriadebases)tambiénaumenta. Así, parael genomahumanose estima

dichotamañomínimo en 15 paresde bases.20Las drogastradicionalesdirigidas aácidos

nucleicos(intercalantes,drogasde surco menor, etc) interaccionancon un reducido

numerode paresde bases(1-4), y ademásno estableceninteraccionesconpatronesde

gruposfuncionalesen el surco mayor. Por estasrazonestiene una escasaespecificidad

de secuencia.Debido a ello, sehanideadonuevosesquemasde diseño,como el de los

(análogos de) oligonucleótidos antigén y antisentido previamente citados, que

aprovechanla complementariedaddedadoresy aceptoresde enlacesdehidrógenode las

basesparareconocerpatronesde gruposfuncionalesdel surco mayor (o de basesen el

casodelas drogasantisentido)?

En otroscasos,nos encontamosfrente a unabateríade ácidosnucleicosde diferente

estructura. La especificidaden la uniónpuedeentoncesconseguirsemedianteel diseño

de una drogaqueseunaselectivamentea unade las estructuraspresentes,esdecir, que

tengaespecificidadestructural.2’ Es bien conocido el polimorfismo del DNA, el cual,

dependiendode su composiciónde basesy del medio (actividaddel agua,temperatura,

contraiones,etc) puedeadoptardiferentesconformaciones,todasellas pertenecientesa

unade las tresgrandesfamilias A, B y Z.22 Además,los estudiosde difracciónde rayos

X de cristalesdeoligonucleótidoshanmostradola existenciadevariacionesestructurales

locales alrededorde estasconformacionesbásicas.23 Por otra parte, existe un gran

númerode estructuras‘inusuales’ (horquillas,tripleshélices,cuadruplexos,sitios abásicos

o anucleotídicos,DNA ramificado, lazos,...) que aumentanesta riqueza estructural

mtrínsecapresenteenlas dobleshélices.24 En cuantoal RNA, si bien susestructurasde

doble o triple hélice pertenecencasi siemprea la familia A, sehandescritonumerosas

estructurasinusualesen RNAs víricos y celulares: pseudonudos,estructurasglobulares

de tRNAs y ribozimas, etc.25” Por tanto, el diseñode drogascontal especificidades

altamenteatractivo,puestoque aunqueel númerode estructurasinusualesno sea tan

elevadocomoel de secuencias,suelenir asociadasa funcionesaltamenteespecíficas.

Existe una muy fructífera línea de investigación dentro del diseño de drogas

específicasde estructura,basadaen la utilizaciónde drogasquiralesde forma y tamaño

variables para el reconocimientode motivos estructuralesde polinucleótidos.2’ El
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fundamentoÚltimo de estaaproximaciónes la propiaquiralidadde los ácidosnucleicos,

debidaa su vez a la intrínsecade sus componentes,los nucleótidos,así como a la

adopciónde estructurashelicoidalescon disposicionesespacialesdisimétricas. Como

consecuencia,la unión de estasdrogasquirales es enantioespec¿fica,es decir, está

favorecidaparauno de susenantiómeros.Paraestetipo de diseñosehanutilizado casi

exclusivamentehastala fecha complejosmetálicos,dadala gran riquezade estructuras

tridimensionalesdevariadassimetríasquepuedengenerarsemediantela coordinaciónde

metalesconligandosorgánicos.28Además,los complejosmetálicospuedeninteraccionar

con polinucleótidos mediante cualquiera de los modos anteriormente descritos:

intercalación,unión no covalentea los surcos, asociaciónelectrostáticay coordinación

delmetalo unióncovalentedeun ligando conlas bases.

A estapotencialidadestructuralseunendos factoresadicionales. Por una parte, la

rica (foto)químicade los complejosmetálicosconlos ácidosnucleicos,queposibilita su

utilizaciónen la manipulaciónquímicade los mismos(ver másadelante). Por otra, un

cambio dramáticoen sus propiedadesfotofisicas al interaccionarcon polinucleótidos,

que permite detectar con gran sensibilidad su unión y su usarlas como sondas

molecularesestructurales.28En la Tabla 1 .1 se recopilan las enantioespeciflcidades

observadasde complejosmetálicosen suuniónconácidosnucleicos.

Entre estosejemplos, cabedestacarel enantiómeroA del Ru(TIv1P)
3

3~, que es

preferido por A-RNA (no uniéndosea B-DNA),29 así como el enantiómeroA del

Ru(DIP)
3

2~,de uniónpreferentea Z-DNA (el enantiómeroA seunemejor a B-DNA).

El análogo de cobalto de esta Última droga (A-Co(DIP)
3

3~) se ha utilizado como

fotonucleasaespecíficade Z-DNA. La preferenciadel B-DNA por los enantiómerosen

su unión reversiblese invierte cuandola asociaciónespor coordinacióndel metal(ver

Tabla 1.1).
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TABLA 1.LEnantioespecificidadesdescntasparacomplejosdemetálicos.Tomadode la referencia28.
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1.2 Manipulación química de los ácidos nucleicos.

Fotoquímica de drogas con polinucleátidos.

Un grannúmerode aplicacionesde las drogasdirigidas apolinucleótidossebasanen su

capacidadde modificarlos químicamente. Existe todo un arsenalde moléculasque

reaccionancondistintoscomponentes(bases,azúcares,fosfatos)o estructurasde ácidos

nucleicos,destacandolas utilizadasparala secuenciaciónde los mismosy en las técnicas

de “footprinting” (Tabla 1 .II).32

TABLA 1.fl. Pruebasquímicasutilizadasen lamanipulaciónde losácidosnucleicos.Tomadadela
referencia32.
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En estesentido,son especialmenteútiles parala manipulaciónde los polinuleótidos

lasdrogascapacesde fotosensibilizarlosen reaccionesdecorteo formaciónde aductos,

debidoa quepermitenusar la luz para controlardichas modificacionesde una forma

rápiday “limpia” ~ La fotoquímicade drogascon ácidosnucleicostiene ademásun

interés médico adicional, debido a la existencia de fotosensibilizadoresendógenos

(porfirinas, riboflavina, bilirrubina, etc) queprovocanefectosdeletéreosen el DNA en

‘4

4

~afl
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presenciadeluz, y decompuestosutilizablesbeneficiosamentecomo fotosensibilizadores

exógenos en la terapia fotodinámica de tumores (derivados de la hematoporfirina,

fialocianina,etc).34

Las reaccionesde fotocorte y formación de fotoaductosde los ácidos nucleicos

ocurrenvía mÚltiples mecanismos. Concretamente,el fotocortedel DNA se inicia en

todos los casosconocidospor una de las tres siguientesreaccionesfotoquímicas:34(a)

oxidaciónde la guaninaporparte de la droga excitada; (b) capturade un hidrógeno

de la desoxirribosa,biendirectamentepor la drogaexcitada,bienpor OIT producidoa

partirde aniónradicalsuperóxido(01 , con hierro como catalizador),el cuala suvezes

generadopor reduccióndel O~ por la <fraga excitada;(e) oxidaciónde la guaninapor

oxígenosinglete,producidopor transferenciade energíadel triplete excitadode ladroga

al oxígenomolecular.

La secuenciadereaccionesposterioresa la fotooxidaciónde la guaninaenel caso(a)

ha sido estudiadacon cierto detalle utilizando como modelo la 3’,5’-di-O-acetil-2’-

desoxiguanosina(Figura 1 ~

o o o o

fIN 1 14> -& ~+ ~k2-H N< NÁN Ni>

NH~N ~ H~N N N H2N i’4 H2N N

ROCH~ 2,2. 3,3. 4,4.

RI-{

RO O~

1: RH
2 : R=Ac ~

2

S,Ss 7,7. 6,6. 5,5.

Figura1.2. Fotooxidacióndela guanina.El radicalcatiónicodela guaninaformadotrasla transferencia
electrónica(2a) sedesprotonaen aguaa pH neutroy evolucionaa un radicalneutro,con dosformasen
equilibrio tautoméricocentradasrespectivamenteen el 06 y el CS (3a y 4a). Estemismo radicalneutro
puedefonnarsedirectamenteporcapturadeun hidrógenoporla drogaexcitada,comode hechoha sido
propuestoparael azul demetileno.A la forma4aseadicionaunamoléculade oxígeno, fonnAndoseun
radical peroxilo y/o el hidroperóxidoSa,y a ésteima moléculade aguaen el enlaceetilénicoN7-CS.
Comoresultado,segenenila carbinolamina6a, con laconsiguienteapezturadel anillo depirimidina en
elenlaceC5-C6y liberacióndeCO2. A continuaciónseliteraunamoléculadeformainiday el anillo se
reordenadandolugarala imidazolona2g, queporhidrólisis rindelaoxazolona2h.
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Cuando se utiliza 2’-desoxiguanosinacomo sustrato (Figura 1.3) se produce

competitivamenteuna adiciónnucleofilicaintramoleculardel grupo 5’-hidroximetio para

producir9, queda lugaral nucleásido10 trasliberar CO2.
35

O O

4 9 1O:R CH
2 ¡1.12:

R=CH3

OH

Figura 1.3. Fotooxidaciónde la guanina.Via alternativacon 2’-desoxiguanosinacomo sustrato.Los

productos 11 y 12 seproducenen metanol-agua.

La fotooxidaciónporoxígenosinglete(caso(c)) ha sido estudiadaprincipalmentecon

2’-dexosiguanosina(Figura 1.4).”

lo, o

N

II 4N ~ O H2 14
OH!

4 NY-J~ ‘02 15,16

H2 N

17

Figura 1.4. Fotooxidaciónde la guanina. Oxidación por oxigenosinglete. Trasuna cicloadición [4+2]
de Dicís-Alder del oxigenosingleteen lasposicionesC4 y C8, se originan los endoperóxidosinestables
13 y 14, que evolucionanposteriormentehacia los diastereolsómeros41C y 4S de la 4,8-dibidro-4-
hidroxi-8-oxo-2’-desoxiguanosina(15 y 16). En menor medida también seproduce 7,8-dihidro-8-oxo-2’-
desoxiguanosina(17), que posteriormenteseondadando igualmente 17.

Por su parte, la captura de hidrógeno de la desoxirribosa (caso (b)) se da

preferentementeen cinco de las siete posicionesposibles,debido a la presenciade un

átomo geminaldeoxigenoo nitrógeno. Enla Figura 1 .5ase muestranlos cinco radicales

generables,queevolucionanparaformardiferentesproductosestables(Figura 1 .5b)Y



‘o

4 tO’•-.-O- P-O<H, base
o’ .v~i

o II
---O- ‘-O-OI~ base OITH OHH

¿ o JWHL.W”LN

0 P-O-CH 841

O ~MHo49‘0 P O CII~

770
—-O- P0«2H, base ¿7

~
¿

e)

(a) (b)

Figura 1.5. (a) Radicales formados por captura de H de la desoxirribosa. (b) Productos generadostras
evoluciónde losanteriores radicales. Los dosde abajo sonazúcareslábilesal álcali.

Los compuestosquímicos capacesde fotosensibilizarel cortedel DNA, vía uno o

varios de los mecanismosanteriormentedescritos, son de muy diferente naturaleza:

drogasheteroaromáticas(acridinas,azul de metileno, daunomicina,etc), compléjosde

metalesde transición(Ru(phen)3
2~,Co(phen)

3
3~,Ru(bpy)

3
2~,etc), cetonas(acetofenona,

beuzofenona,acetona)e hidrocarburosaromáticospolicíclicos. En la Tabla 1.111 se

recogenalgunosdeestoscompuestosjunto con los mecanismosde fotocortepropuestos

paralos mismos.

Tabla1.3. Mecanismosdefotocortedescritosparadiferentesdrogas.Tomadodela referencia34.

k.e.=transferenciaelectrónica
+ 02=enpresencia/ausenciadeoxígeno
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1.3 Viológenos

Los viológenosconstituyenun grupo de dicationesorgánicosderivadosde 2,2’- o 4,4’-

bipiridinasdialquiladas(Figura 1.6)36 Sonparticularmenteinteresantespor sucapacidad

de sufrir procesosde oxidorreducción reversibles, inusual en otras familias de

compuestosorgánicos. Estacapacidadpuedeexplicarseconsiderandola estabilidaddel

radical catiónicogeneradopor reducciónmonoelectrónicadel correspondientedicatión

debido a la deslocalizaciónpor toda la estructuradel electrónadicional. Han sido

principalmenteutilizados como herbicidas,debido a su interferenciacon los procesos

redoxfotosintéticos,y comooxidantesennumerosossistemasquímicosy biológicos.36

[12

Figura 1.6. Estructura químicageneral deun viológeno.

Tambiénha sido investigadala interaccióny fotoquímica con ácidosnucleicos de

diversosviológenos. Porejemplo,el metil-viológenoo paraquat(Figura 1.7), de unión

electrostáticaa los fosfatos,presentaactividadfotonucleásicadependientede oxígeno.37

Además,puedeactuarcomo cosensibilizadoren la reacciónde fotocortedel DNA por

parte del etidio? En este caso, el mecanismopropuesto implica la transferencia

electrónicadesdeel etidio excitado(intercalado)hastael metil-viológeno(unido al DNA

externamente),seguidode la oxidaciónde la guaninaporpartedel etidio oxidado. Esta

oxidaciónenunamatrizdeDNA deletidio excitadoporelmetil viológeno fUe estudiada

y demostradapreviamente: la correspondienteconstante cinética de transferencia

electrónica,determinadaporel apagamientode la fluorescenciadel etidio, aumentacinco

órdenesde magnitudrespectoaun controlsin DNA.38

Figura 1.7. Estructura química delmetil-viológenoo paraquat(ion 1,1‘-dimetil-4,4’-bipiridinio).

Otros viológenosinvestigadosen relacióncon el DNA sonel ion N,N’-dimetil-2,7-

diazapirenio(MDAP», Figura 1.Sa) así como el correspondientedímero bis-DAP4~

(Figura 1 .8b). Estosviológenossoncapacesde fotosensibilizarel cortedel DNA.39 El
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segundoesuna fotonucleasamucho másefectivaque el primero,particularmenteen la

formación de fragmentosde DNA de pequeñotamaño, seguramentepor su mayor

constantedeasociacióny por la presenciadedosgruposfotoactivos. El NWAP~ seune

fUertemente al DNA (K=O(l 0~) M’) y de forma no intercalante (posiblemente

electrostática,al igual que el metil-viológeno, resultadosno publicados). Presenta

absorciónen el visible y fluorescenciarelativamenteintensa.

~—< \ / ¼.N—CII,

(a) MDAk (b) bis-DAP4t

Figura 1.8. Estructurasquímicasdel (a) MDAP2t y (b) el dímerobis-DAPt

El ion dimetildiazaperopirenio (ADIQ2~, figura 1.9) tiene también actividad

fotonucleásicasobreDNA de cadenasencilla.4’ El corteocurre principalmenteen las

guaninas,y aumentade forma importantesi tras la irradiación setratala muestracon

piperidina 1 M a 90 0C, indicando la formación simultáneade sitios lábiles al álcali.

Presentabandasdeabsorciónen el visible y esluminiscente.La fluorescenciaesapagada

pornucleósidos,asícomo porpoly(dG) y dobleshélicescon paresde basesOC. Porel

contrario, seincrementaen presenciade poly(dA), poly(rA) y polinucleótidossintéticos

dedoblecadenacon paresdebasesAY41’42

Figura9. Estructuradel ADIQ2~ (ionN,N’-dimetilantra[2,l,9-def:6,5,lO,d’e’f]diisoquinolinio).

La interacción con nucleósidos,nucleótidosy polinucleótidos tambiénha sido

estudiadacon detalle. Las constantesde asociacióna nucleósidosy nucleótidosresultan

sermuchomayoresquelas observadasparaotrasdrogas,posiblementepor su carácter

dicatiónico y su mayor superficiehidrofóbicaen comparacióncon éstas.Los estudiosde
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transferenciade energíay de dicroísmolineal en flujo indicanquela uniónal DNA espor

intercalación. La uniónesmásfUerte endobleshélicesricasen paresdebasesOC.41’42

Enun estudioposteriorseha investigadodetalladamentela fotoquímicadel MDAÑ y

el ADIQ2~.43 El apagamientode la fluorescenciaobservadoesdebidoa unatransferencia

electrónicadesdelas basesal singleteexcitado de las drogas,altamenteoxidante. Sin

embargo,la reacciónes altamentereversible,por lo que los autoresconcluyenqueel

mecanismode fotocortehade involucrara moléculasdedrogaunidasexternamente,bien

vía fotooxidación de los azúcareso mediado por oxígeno singlete. Este último

mecanismoestadade acuerdo con la inhibición del corte en ausenciade oxígeno

observadaconel MDAP2t

1.4 Hipótesis de trabajo

Hemosvisto las interesantespropiedadesrédox que presentanlos viológenos.Por otra

parte,derivadosde estasmoléculasconestructurasaromáticasextendidas(MDAÑ, bis-

DAP4~, ADIQfl han resultadoser luminiscentesy absorberen el visible, cambiando

drásticamente sus propiedades fotofisicas como consecuencia de la unión a

polinucleótidos. Además, muestran una interesantefotoquímica con los ácidos

nucleicos: sus estadosexcitadosoxidan lasbasesdel DNA, y soncapacesde sensibilizar

la formaciónde oxígenosinglete. Como resultado,seobservauna importanteactividad

fotonucleásica,que en el caso del AD1Q2~ se ha demostradoque es específicade

guaninas.Porotro lado, presentanfuerteunión conel DNA, y en el casodel ADIQ2~ es

por intercalacion.

Consideremosunaestructuragenéricacomo la mostradaen la Figura 1.10, en la que

una de las piridinas de un viológeno típico se ha sustituido por una fenantridina

cuatemizada. Como viológenos con estructuraaromáticaextendida,y en vistade los

precedentesdescritosen el apanadoanterior,cabeesperarde estashipotéticasmoléculas

propiedadesfotofisicas, fotoquímicasy deunióna polinucleátidossimilareso mejoradas

conrespectoalas de los viológenosMDAt y ADIQ2~: en principio es esperableque

absorbanen el visible y que sean luminiscentes;como derivadosde las 2,2’-bipiridinas

dialquiladas, deberían ser capacesde suflir procesos redox reversibles, y como

consecuencia(encombinaciónconla anteriorprevisión),procesosfotorredox. Además,
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estaestructuragenéricamuestragran parecidoconla del etidio, y por ello cabeesperar

quepor analogíaseunanfUertementey por intercalaciónal DNA y al RNA.M

ititercalaetón en DNA/RNA

Afinidad por DNAIRNA, propiedades rédox
0 Máximos de absorción

-x

Estructura del complejodroga.DNA/RNA} Potencial rédox 34 ActIvidad fotonucleás,ca
Barrera para la interconversión Enantioespecificidadde la unión

Ángulo piridi»a-fenantridina 5 Separaciónd. enntiómeros

Ahsoreióny luminiscencia

Figura1.10. Estructurageneralde losviológenosderivadosdeN,N’-dialquil 6-(2-piridil)fenantridina,
mostrandolasposicionesmodificablesparaobtenerdiferentespropiedadesfotofisicas,fotoquímicasy de
uniónapolimicleótidos.

Por otra parte, y considerandola inestabilidadde una conformación en la que la

piridina y la fenantridinafUeran coplanares,para cadauna de estasmoléculasexistirían

dos atropisómerosenantioméricos,correspondientesa orientacionesopuestasde la

piridina respectoa la fenantridinadondeel nitrógenode aquéllaquedaa un ladou otro

del planode ésta. Portanto, estasmoléculasseríanquiralesaunqueno poseancarbonos

asimétricos.En consecuencia,existela posibilidadde que suunióncon ácidosnucleicos

seaenantioespecífica,añadiendopropiedadesadicionalesde especificidadestructurala

las anterioresfotofisicas y fotoquímicas.

Una ventaja adicionalde estaestructuragenéricaesqueposeemúltiples posiciones

modificables al objeto de seleccionarsus propiedadesredox, fotofisicasy de unión a

ácidos nucleicos. Sustitucionesen el anillo de fenantridinapermitirían controlar la

afinidad de la unión por intercalaciónde la molécula (si la interacciónse da por dicho

modo), así comosuspropiedadesredox,de absorcióny de luminiscencia. La piridina,

suponiendounauniónpor intercalación,quedaríaenuno de los surcosde una estructura

doble- o triple-helicoidal, de modo que tanto la afinidad como la especiñciadde

secuenciapodrían controlarsemediantesustituyentesapropiadosen este anillo. Por

último, los gruposalquilantesde la piridina y la fenantridina(particularmentesi forman

partede unamismacadenadialquilante)permitiríancontrolarel ánguloentreéstosdos

anillos, y por tanto las propiedadesfotofisicas (absorcióny luminiscencia),(foto)redox,

la enantioespecificidadde la unión y la barrera para la interconversiónentre los

enantiómeros(conla posibilidadinclusode separalos).
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En resumidascuentas, estosviológenosderivadosde N.N’-dialQuil 6-(2-piridil)fe

-

nantridina presentanprometedorascapacidadesde fotomodificaciónde ácidosnucleicos

(enparticulardefotocorte),asícomo deuniónenantioespecíflcaalos mismos. Muestran

ademásgran versatilidaden cuantoa la posibilidadde diseño“a medida” de candidatos

condiferentespropiedades.

1.5 Objetivos

El objetivo de estatesises la caracterizaciónde la interaccióny fotoquímicaconácidos

nucleicosde estenuevogrupo de drogasquiralesfotoactivas,los viológenosderivados

de 6-(2-piridil)fenantridina. La investigación estará orientada principalmente a

confirmar la posible actividad fotonucleásicay de formación de fotoaductosde las

mismas(y en sucasosu mecanismo),asícomo la existenciade uniónenantioespecfficaa

B-DNA. Esteestudiointentarádiscernirsi de hecho estanuevafamilia de moléculases

utilizable como herramientascapacesde fotomodificar específicamenteestructuras

particularesde ácidosnucleicos.

1.6 Metodología

Untotalde cinco compuestosse investigaránenestetrabajo: dq2pyp,dq3pyp,Me2pyp,

dadq2p~y dadq3pyp(Figura 1.1 1).

dq2pyp dq3pyp Me2pyp dadq2pyp dadq3pyp

Figura 1.11. Estructuraquímicadelasdrogasinvestigadasenestetrabajo.

El estudio se realizaráen dos etapas;en la primera se estudiaránlos compuestosno

aminadosdq2pyp,dq3pyp y Me2pyp,cuyasíntesisse realizó inicialmente. A partir del

análisisde la informaciónobtenidase propondráunanueva generaciónde viológenos,

que trasser sintetizadosse investigaráncomparativamenteen la segundaetapa. En la

descripcióndel trabajo, seutilizarán sucesivamenteparacadauno de los dos gruposde

drogaslos siguientesepígrafes:
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• Análisis conformacional de las drogas: inicialmente es necesario determinar la

geometríamolecularde mínima energía de las drogasper se, así como estudiar

diversosaspectosestructuralesy dinámicosde las mismas como por ejemplo su

flexibilidad conformacionaly las barreraspara la interconversiónentreenantiómeros.

Estos estudios previos son imprescindiblespara los posteriores de modelado

molecularde los complejos con ácidos nucleicos, y permiten asimismo explicar

variaciones observadasen las propiedadesredox y espectroscópicasentre los

diferentescandidatosapartirdediferenciasestructuralesentrelos mismos. Paraestos

estudiosse utilizarán cálculos cuánticossemiempíricos(hamiltonianoAM- l~~) y de

mecánicamolecular(campode fUerzas AIVIBER”), resonanciamagnéticanuclear y

cinéticasdedicroísmocircularadiferentestemperaturas.

• Caracterización de la estructura electrónica de las drogas: la importancia de los

estadosexcitadosen la fotoactividadde estos compuestoshacenecesarioun estudio

delnúmero,energíasy multiplicidadesdelos mismos,asícomo delaspolarizacionesy

fuerzasde osciladorde las transicioneselectrónicasquelos originan. Paraestefin se

utilizarán medidasde absorciónUY-visible, luminiscenciaen estado estacionarioy

con resolucióntemporal, anisotropíade fluorescencia,dicroísmo circular (natural y

magnético), que se complementaráncon cálculos cuánticos semiempíricos

(hamiltonianoINDO/l 47)•

• Estabilidady reactividad:previamenteaun estudioexperimentalde la interaccióny

fotoquímica de estas drogas con diversos ácidos nucleicos es imprescindible

determinarlas condicionesexperimentales(temperatura,pH, etc) en las cuales la

estabilidadde las mismasesmáxima. Estainvestigaciónsecompletae interpretacon

la de la reactividadquímicadeestasmoléculas,quea su vezpuedeserinteresanteen

la investigaciónposteriorde la fotoquímicacon ácidosnucleicos. A esteefecto se

utilizaránmedidasde absorción,resonanciamagnéticanucleary voltametríacíclica.

• Interaccióncon polinucleótidos: dado que el fin último es el diseño de drogas

dirigidas aácidosnucleicos,evidentementeesnecesarioinvestigaren detallesuunión

a estosbiopolímeros. Dicho estudiodebepasarpor la determinaciónde la afinidad,

modo de unión, especificidad de secuencia,enantioespecificidad (dado que son

quirales),efectodepolielectrolito y cinéticade la interacción,tantodesdeun punto de
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vistatermodinámicocomoestructuraly dinámico. Estacaracterizaciónserealizaráen

este trabajo mediante isotermas de unión, cinéticasde flujo detenido, dicroísmo

circular, cromatograflade afinidad en fase estacionariade celulosa-DNA, diálisis,

cálculosdemecánicay dinámicamolecular,viscosirnetríaydicroísmo lineal en flujo.

• Fotoquímica con ácidos nucleicos: el otro aspectoa abordares el de la posible

existencia y en su caso el mecanismode reaccionesde fotosensibilizaciónde

polinucleótidos,bien seade fotocortecomo de formaciónde fotoaductos. En este

caso se utilizarán medidasde luminiscenciaen estadoestacionario,electroforesisen

gelesde agarosade plásmidossuperenrolladosirradiadosen presenciade las drogas,

medidasde absorciónydiálisis decomplejosdroga-polinucleótidoirradiados.

• Discusión: por último, la informaciónobtenidapara cadagrupo de drogasservirá

paraproponermodificacionesdirigidasala obtenciónde candidatosmejorados. En el

casodeldq2pyp,dq3pyp y Me2pyp, unade estasmodificaciones,dirigida aaumentar

la afinidad de unión por intercalación, dió lugar al segundo grupo de drogas:

dadq2pypy dadq3pyp. Tambiénsepropondránmodificacionesdirigidas a aumentar

la estabilidadfrenteala temperatura,el pHy la interconversión.
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2:Técnicas y materiales

2.1 Técnicas espectroscópicas

2.1.1 Espectroscopiade absorción electrónica

El número,energíay fuerzade osciladorde las transicioneselectrónicasde unamolécula

puedenestudiarsea travésde su espectrode absorción.Con ese fin se registraronlos

espectrosde absorcióndel dq2pyp,dq3pyp,Me2pyp,dadq2pypy dadq3pyp.Paraello se

utilizó un espectrofotómetroGBC UY/VIS 918, con una lámpara de xenon para

longitudesde ondavisiblesy de deuterioparael UY. Lascondicionestípicasde recogida

de espectrosfueronuna anchurade rendija de 1 mm, unavelocidadde barrido de 200

nm/min, y unaresoluciónde 0.21 mii. A cadaespectrose le restó su correspondiente

líneabase.

2.1.2Espectroscopiade emisión

2.1.2.1Medidasdefluorescenciaen estadoestacionarioy con resolucióntemporal

La medida del rendimiento cuántico de fluorescencia (4k) de una molécula es

flmdamental a la hora de evaluar la contribución competitiva con el proceso de

fluorescenciade otrosprocesosde desexcitaciónno radiativa~conversiéninterna,cruce

intersistémico, relajación vibracional, apagamiento bimolecular o “quenching” y

reaccionesfotoquímicas).Para su medida experimental,normalmentese determinael

rendimientocuánticorelativoaun estándarconocido,mediantela siguienteexpresion:

(2.1)
2’

donde<1>1 es el rendimientocuántico de fluorescenciade la referencia,5 y Sr son las

áreasbajo los espectrosde emisión de la muestra y la referencia,y Ar y A son las
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absorbanciasde la referenciay muestra,respectivamente,a la longitud de onda de

excitación.

El tiempo de vida de los estadosexcitados de una molécula es otra de sus

característicasfundamentales,y su evaluaciónpuedeproporcionarinformaciónsobrela

multiplicidad de los mismos~. Este puede ser natural (0> , inversa de la constante

cinéticade emisiónespontánea)o de fluorescencia(‘rf, inversade la constantecinéticade

r
despoblacióndelestadoexcitado).Ambosserelacionanpor la expresión4>~ =

-zy

En el presentetrabajo,serealizaronmedidasde fluorescenciaen estadoestacionario

y con resolucióntemporalpara caracterizarlos caminosde relajación de los estados

electrónicosexcitadosde las drogasestudiadas,bien por vías radiativascomo por

apagamientopor ácidos nucleicos o sus componentes.También sirvieron para la

determinaciónde los rendimientoscuánticosde fluorescenciade las drogas.Las medidas

de fluorescenciaen el estadoestacionarioserealizaronen un fluorímetro Perkin-Elmer

LS-SO con interfase a un ordenador IBM PS/55SXpara control del instrumento,

transferenciade datosy análisis.Los espectrosobtenidosfueroncorregidos(cuandofue

necesario) frente a la respuestadel monocromador y del fotomultiplicador. La

temperaturase mantuvo constantea 25.0 ±0.2 0C medianteun baño termostático

circulanteHaakeD8-CIH. En las determinacionesde rendimientoscuánticosse utilizó

comoreferenciabisulfato de quinina 1 N en ácido sul1~rico (4k = 0.546)~~.Las medidas

de fluorescenciacon resolución temporal se realizaron en un espectrómetroSPC

EdinburgbInstrumentsFL-900, dotadode unalámparade descargade nitrógenoa baja

presiónpulsadaa40.0kHz. El controldel espectrómetroy del analizadormulticanal,así

comola recogidade datos(1024canales)y el análisisde los mismosserealizó mediante

un ordenadorCOP 386SX120. Las trazas obtenidasse deconvolucionaronpor la

respuestainstrumental, y las resultantesfueron analizadas mediante un modelo

monoexponencialutilizando el programadel instrumento. La bondad del ajuste se

comprobómedianteel análisisde los parámetros~2 reducidoy de Durbin-Watson,así

como de la distribución de desviaciones y la función de autocorrelación50.La

temperaturade la muestrase mantuvoconstantea 25.0 ±0.2 0C medianteun baño

termostáticocirculanteHaakeDS-GH.
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2.1.2.2. Anisotropíadefluorescencia(AF)

La anisotropíade fluorescenciaaunalongitudde ondaA de excitaciónsedefinecomo la

siguienterelaciónde intensidadesde fluorescenciade luz polarizada(40(Á))
51:

1 (2)—IVh(2)G(2

)

AF(2)= (2.2)
LUL) + 2IVh(2)G(2)

donde6<)) esun factor utilizado como correccióninstrumental,igual a14V/Ihh(4); el

pnmer subíndice de las intensidadesse refiere a la dirección de polarización del

polarizadorde excitación,mientrasqueel segundosegundosubíndicese refierea la del

polarizador de emisión. En el caso de una muestra totalmenteinmovilizada, puede

demostrarsequela anisotropíade fluorescenciavienedadapor:5’

AFG%) 2(3cos2fiGO—lj) (2.3)

siendofi el ánguloentreel momentode la transiciónde absorcióny el momentode la

transición de emisión (en principio aproximadamenteparalelo al de la transición de

absorciónde menor energía).De esta forma, la anisotropíade fluorescenciapermite

calcularlos ángulosentreel primeroy sucesivosmomentosde transicionesde absorción,

si bienno da informaciónacercade la orientaciónabsolutade los mismosen el sistema

de referenciamolecular. Dicha información debeobtenersepor estudiosde dicroísmo

lineal en películasorientadasde polimeros o por cálculos cuánticos.Obsérveseque los

valoresquepuedeadoptarla AF seencuentranentre-0.2 (momentosperpendiculares)y

+0.4 (momentosparalelos).Por tanto, en principio el espectrode AiF de un fluoróforo

alcanzaráel valor de+0.4en laregióndesubandade absorcióndemenorenergía.

En el presentetrabajo,serealizaronespectrosde AP al objetode estudiarel númeroy

polarizacionesde las transicioneselectrónicasdel dq2pyp y el dq3pyp. Los cuatro

espectrosde excitación necesariospara . obtener el de AP se registraron en un

espectrofluorhnetroAMINCO SPF-500de “espectrocorregido”.En el haz excitadorse

utilizó un polarizadorGlan y en el de emisiónuno Polaroid.Lasmoléculasestudiadasse

inmovilizaron en mezclas7/3 y/y de etilenglicol/agua,mantenidasa 170 K en un

criostato con ventanas laterales para permitir el paso de los dos haces de luz

perpendiculares.Las intensidadesde emisión se midieron a 520 y a 495 nm,

respectivamenteparadq2pypy dq3pyp.
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2.1.3 Espectroscopiade dicroísmo circular (DC)

2.1.3.1Dicroismocircular natural (DC)

El dicroísmocircularde una muestrasedefinecomo la diferenciade sus absorcionesde

luzpolarizadacirculara izquierdasy derechas:51

DC= 4—Ad (2.4)

La consecuenciaes que resultauna luz polarizadaelípticamente,y de hecho la

elipticidadmolar, expresadaengradosx cm2x dmot’, esla unidadusualmenteutilizada.

El DC puedeaparecerprincipalmentepordosmec~smos.52El primero,denominado

como de “oscilador acoplado”, implica la interacción de dos momentos dipolares

eléctricos I1AY ¡~8 de transicioneselectrónicasde sendoscromóforosA y B. En este

caso,el DC esproporcionalal productoescalartriple:

DCcC±[¶XBA PB (2.5)

donde ~~AR es el vector que conectalos centrosde los dos cromóforos. El segundo

mecanismoaparececuandoexisteun momentomagnético,apartedel eléctrico,asociado

aunatransición. Ahorael dicroísmocircularesproporcionalal productoescalar:

DC<t
1 ~Í

(2.6) siendo ¡i~ el momento magnético, función de las coordenadasrotacionales

electrónicas. Estemecanismoúnicamentepuededarseen cromóforosquirales; en caso

contrarioel productoescalaranteriorseanula.

El DC de los ácidos nucleicos es debido a ambosmecanismos.Por una parte,

asociadoa las transicionesn—> ¿ de las basessuelehaberun importantemomento

magnético;porotraparte,existeninteraccionesentremomentoseléctricosde las basesy

azúcares,y de lasbasesentresí. El mecanismodeosciladoracopladoasimismoexplicala

apariciónde DC visible en drogasaquirales al unirse a DNA (lo que se denomina

dicroísmoinducido
52).

El perfil deunabandadedicroísmodebesersimilar alde la correspondientebandade

absorciónsi sólo una transición electrónicacontribuyea la misma, y en ausenciade

acoplamientovibrónico y/o excitónico.~‘
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Los espectrosde DC paraeste trabajo se realizaronen espectropolarímetrosJovin-
4

lyon y JascoJ-720, este último con accesoriode cubetastermostatizadopor efecto

Peltier. En estecaso,las medidasserealizarona 25.0 ± 0.1 0C, utilizando una anchura

de rendija de 1 nm, un tiempo de respuestade 1 s, una resoluciónde 2 nm y una

velocidadde barridode 100 nin/min. Entodoslos casosseregistrópreviamentela línea

base,queserestódel espectroobtenido.

2.1.3.2 Dicroísmocircular magnético«3CM)

Una muestra,ópticamenteactiva o no, dentro de un campomagnético,presentaDC

cuandola direcciónde propagaciónde la luz incidenteesparalelaa la de dicho campo

magnético.Trestérminosdancuentadel DCM.53 Dosde ellos, usalmentedenominados

con las letras A y C, aparecenúnicamenteen moléculascon estadosfundamentaly/o

excitadosdegenerados.El tercertérmino (B) sedaen todaslas moléculas,y esdebidoa

la mezcla de niveles de energía como consecuenciadel campo magnético.Para dos

transicionescercanasen energia, 0—> f y 0—>k, con momentosno paralelosy bien

separadasde otras transiciones, los correspondientetérminos B son similares en

magnitudpero designo opuesto:

B(Of) (v~ - VI Y’ ffi(kf)V(0f)x ~(0f)j (2.7)

B(Ok) (v~ — Vk Y’ ffl(fr)[~L(0f) x ji(Ok)~ (2.8)

De estaforma el DCM puedeutilizarseparadeterminarsi una bandade absorciónes

debidaa una o dostransicioneselectrónicas,puestoqueen esteúltimo casoel espectro

de DCM seráintensoy apareceráunasucesiónde dosbandasde elipticidadde distintos

signos,ambasde similar amplitud.

Enel presentetrabajo serealizaronespectrosde DCM deldq2pypy dq3pypal objeto

de caracterizarlas transicioneselectrónicasresponsablesde susrespectivosespectrosde

absorción. Los espectrosde DCM seregistraronenun espectropolarímetroJasco¿1-720

equipadoconun imán en el soportede cubetas.Los espectrosde las mezclasracémicas

seregistraronconorientaciónnorte-sur(NS) y sur-norte(SN) del campomagnético. El

espectroSN serestédel NS y el resultadosedividió por dos, paraeliminar efectosde

DC no generadospor el campomagnético.El mismo procedimientose empleóparael
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tampón,que fue despuéssustraídodelespectrode la muestra.El espacioentrelos poíos

magnéticosfue de 2 mm, y el campomagnéticoefectivo se calibró apartirde la señalde

DCM a 510 nm de unadisoluciónestándarde CoSO4 1 M (¿le = -1.88 x

Las condicionesde registrode espectrosfueron las mismasque las de los espectrosde

DC. Un total de 10 espectrosfueronpromediadospor cadamedidapara aumentarla

relaciónseñal/mido.

2.2 Técnicas para la caracterización experimental de la

unión con polinucleótidos

2.2.1 Dicroísmolineal en flujo (DL)

La geometríade los complejos droga-polinucleótidospuede estudiarsemediante

dicroísmo lineal del complejo orientado,por ejemplo vía un flujo hidrodinámico.
52El

dicroísmolineal(DL) de unamuestraorientadasedefinecomo:

DL(l)=A
11(l)—A (1) (2.9)

dondeA1 y A1 son,respectivamente,las absorbanciasdeluz polarizadaen planosparalelo

y perpendiculara la dirección de orientación. El correspondientedicroísmo lineal

reducido (DI]) se obtienedividiendo la anteriormagnitud por la absorciónisotrópica

(medidaenla muestrasin orientar):

DL(2

)

DLr(2)= 4~(2) (2.10)

La magnitudobtenidaes,por tanto, independientede la concentracióny la extinción

molar de la muestra.Puededemostrarseque para moléculascon simetríacilíndrica

efectiva,como esel casodel DNA, el dicroísmo linealreducidose puedeexpresarcomo

el productodeun términoorientacionalyuno óptico:

DL’(2) = SxO (2.11)

dondeeltérmino óptico sepuedeexpresarcomounafuncióndelánguloformadoentreel

momentode la transicióndeabsorción i y el eje de la molécula:

3Z(4&)3c05
2a

1—l

)

0— (2.12)
2
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Es conveniente,en el caso de existir múltiples transiciones,hablarde un ángulo

efectivo <24v. Dicho ángulo es el promedioentrelos distintosángulosde las diferentes

transiciones.El término óptico se puedeexpresaren función de esteánguloefectivo a

travésdela siguienteexpresión:52

3
0= —(3cos2a

6~ —1) (2.13)
2

El DLr de un B-DNA, en la zonacorrespondientea la bandadeabsorcióncentradaa

260nm, esnegativoy constante,ya quelos momentosde las transicionesdelas basesse

encuentranen el plano de las mismas,que es aproximadamenteperpendicularal eje

longitudinal del DNA. Una droga intercalantecuyas transicionesse encuentrenen el

plano molecular, tendrápor tanto un DL tambiénnegativoy constante(y de igual o

distintamagnitudqueel del DNA segúnsi seintercaleparalelamenteo no a los paresde

bases).

Los espectrosde DL se midieron en un espectropolarímetroJasco J-500. La

orientaciónseobtuvomedianteun gradientede cizallacreadopor una célulade Couette.

En esta célula, un cilindro de cuarzo externo rota alrededor de uno interno fijo

concéntrico,dotadode unaventanatambiénde cuarzoatravésde la cualpa~ael hazde

luz. La muestrasesitúa en el espaciointermedio,y como consecuenciade la rotación

del cilindro externo,las cadenasde DNA seorientanperpendicularmenteal eje de giro.

El espaciointermedioesde 0.5 mm, por lo queel pasoóptico efectivode la célulaesde

1 mm. Los espectrosseregistraronutilizando unaanchurade rendija de 1 mix, conuna

resoluciónde 1 nm y a unavelocidadde barrido de 100 nnx/s. Al espectroregistradose

le restóla líneabase,obtenidaregistrandootro espectroen las mismascondicionesqueel

anteriorpero con la muestrano orientada(célula de Couetteparada).Por último, el

espectroresultantesedividió entreel de absorciónobtenidoen condicionessimilaresen

un espectrofotómetroCary2300,paraobtenerel dicroísmoreducido.No secorrigió por

los diferentespasosópticos.

2.2.2 Isotermasdeunión

La afinidad, cooperatividady estequiometríade la interacciónde una droga con una

macromolécula puede estudiarserealizando isotermas de umon. En el caso de

interaccionesinespecíficascon polinucleótidos,normalmentese utilizan parasu análisis
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representacionesde Scatchardj5a las cualesse ajusta la ecuaciónde McGhee-von

Hippel,56bienen suformano cooperativa:

y (1—ny
— = Kb(l—nv)lI (2.14)
L Vl—nv+v}

comoen su formacooperativa:

y 1 n-1/~t,

—=14(1—ny) (2w—l)(l—nv)+v—R +l)v+R 2 (2.15)DL21
L Y 2(w—l)(l—nv) (—ny)

donde

R= j{l~(n+l)v}2+4rnv(l~nv) (2.16)

Enlas anterioresecuaciones,‘o esla funciónde saturación(esdecir, la concentración

de ligando unido dividida por la concentraciónde pares de basestotales),L es la

concentracióndeligando libre, Kb esla constantede asociaciónaun sitio aislado,n esel

número de pares de basesque forman un sitio de unión, y w es la constantede

cooperatividad(que mide la tendenciade los ligandosparaunirsecontiguamente).Estas

ecuacionestienenen cuentael solapamientode sitios de unióndebidoa la inespeciiflcidad

dela interacción,y consideranal polinucleótidocomouna redunidimensionalinfinita.

Debidoa la naturalezapolielectrolíticade los ácidosnucleicosy a sualtadensidadde

carga,existeunaalta concentraciónlocal de contraionesalrededorde los mismos.Como

consecuencia,la unión de ligandoscatiónicosy/o que aumentenel espaciadoentre los

fosfatos, es conducida termodinámicamentepor la liberación simultánea del

polinucleótidode contraionesa favor de gradiente(efectode polielectrolito), y depende

de las condicionesiónicasdel medio.’
7 La teoría molecular de la condensaciónde

contraiones en polielectrolitos57’58 ha sido adaptadacon éxito a la descripción

termodinámicade la interacciónde ligandosconácidosnucleicospor partede Recordy

colaboradores.’7’59Segúnla misma, la dependenciade m con la concentraciónde sal

monovalenteparaun ligando que forme paresiónicos con el polinucícótido,vienedada

por:

t9IogK -mg’ = -m(r~ + r~)
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Enla anteriorecuacion,[Al] esla concentraciónde contraiónmonovalente,y «í esla

fracción de contraionesasociadapor carga del polielectrolito, bien condensados(zftt),

bienunidospor interacciónde tipo Debye-Huckel(«4). En el B-DNA «~ = 0.76 y «4 =

0.12, lo querindeun valorpara «‘de 0.88. Debido al pequeñotamañode las drogas,en

sucaso m sueleseraproximadamenteigual a la cargade las mismas.La anteriorfórmula

no tiene en cuenta cambios conformacionalesen el polielectrolito que alteren el

espaciadoentresuscargas,como seriael casode unadrogaintercalante. Considerando

el cambio conformacionalprovocadopor la generaciónde un sitio de intercalación,la

dependenciaanteriorsetransformaen:
60’6’

¿5]ogK _
— —2n(y— y»)— my¿ (2.18)

¿9log(M~]

donde~ esla fracción de contraionesasociadospor cargadel polielectrolito en el sitio

de intercalación (cuyo valor predichoteóricamentees de 0.82), y n es el númerode

paresdebasesafectados(2 si sesuponeun modelode exclusiónpor vecino).

La energíalibre de unióna unadeterminadaconcentraciónde sal puedeobtenersea

partirde la correspondienteconstantede asociación(Kb) endichascondiciones:z1G0=

-RTIn Kb. Estaenergíalibre puedeserdivididaendoscontribuciones:

AG0=AG,~ +AG~
6~ (2.19)

siendo AGe~,, la contribucióndel efecto de polielectrolito, y ~ la energíalibre de

uniónrestante(referidaa un estadoestándarde concentración1 M de sal monovalente,

Itt X). La primeracontribuciónpuedeestimarseacualquierconcentraciónde sal apartir

de la pendiente(5) de una representaciónde logKb vs. log[M~, siendo AGe,, =

SR71n[MX].’
7 La energíalibre restantecontendrá,por su parte,contribucionesdebidasa

interaccionesde vanderWaals, efectohidrofóbico,enlacesdehidrógenoe interacciones

iónicas.

Las isotermasde uniónrealizadasen estetrabajoseobtuvieronmediantetitulaciones

espectrofotométricasen el visible de la droga con polinucícótido, en un

espectrofotómetro GBC 918 conaccesoriode cubetastermostatizado por efecto Peltier.

Las concentracionesde ligando libre y unido sedeterminaronen las primerasa partir de

la absorciónen el máximo de absorciónen el visible Atbs, previa determinacióndel
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coeficientede extinciónde la drogaaesalongitudde ondaen presenciadeun excesode

ácidonucleico (eb%, y utilizando la expresión:

Cb — C1ej—At (2.20)

dondeej es el coefiecientede extinción molar a esa longitud de ondade la drogaen

ausenciade ácidonucleico,esdecir,de la drogalibre. Entodos los casossemantuvola

temperaturaa 25.0 ±0.í OC, dejandoala muestraequilibrarseduranteunosminutostras

cadaadición. Un total de 5-10titulacionesseemplearonparaelaborarcadaisotermade

unión, a distintasrelacionesdroga/polinucleótido,al objetode tenerel máximorangode

saturaciones.Tras construir las representacionesde Scatchard, los parámetrosde

McGhee-vonHippel se estimaron medianteel ajuste de la ecuación no cooperativa

utilizando el algoritmo de Marquardtimplementadoen el programaFIGP, o biende la

cooperativamedianteun programadesarrolladoennuestrolaboratorioparatal fin.

2.2.3 Viscosimetría

La uniónpor intercalaciónde unadroga a un polinucleótidopuedeprobarsemediante

titulacionesviscosimétricasdel ácido nucleico con la droga. Si existe intercalación,la

longitud del polinucleótido(Lo cuandoestálibre) aumentará(L) al unirsela droga, lo

cual sereflejaráen un incrementode la viscosidaddela disolución:

(2.21)

siendo en la anteriorecuaciónfo y n la viscosidaddel polinucleotido libre y unido a

droga, respectivamente.Cohen y Eisenberg mostraron que para moléculas de

polinucleótido suficientementecoftas (de tamañosigual o menoresa su longitud de

persistencia)existeuna relaciónlineal entre la saturacióndel polinucleótido y la raíz

cúbicade la viscosidadreducida:
62

=l+Mv (2.22)

dondela constantede proporcionalidadm esel denominadoparámetrode extensiónde

la hélice. Aunque en la teoría original de Cohen y Eisenbergel valor de m era
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exactamente1.0, en la práctica es posible observarpendientesmenores,cuyo valor

dependedela estructuraparticulardela droga.Estehechofije racionalizadopor Gabbay

y colaboradoresa travésdel modelode intercalaciónno clásica.63Segúnestemodelo,

unadrogaquese intercalede forma asimétricay/o parcial en la doble hélice producirá,

junto conel alargamientotípico dela cadena,unacurvaturaen la misma,de modoquela

longitudhidrodinámicafinal (ypor tanto la viscosidad)seráinferior quela previstapara

un intercalante“clásico”.

Las medidasde viscosidadparaestetrabajo se realizaronen un viscosímetrocapilar

de tipo Ubbelohde(Schott) equipadocon un controladorautomáticoparabombeo y

medidade la velocidadde caída(LaudaVB2), y sumergidoen un baño termostáticode

agua(Lauda CDl5) a 25.1 ± 0.05 0C. Las titulacionesconsistieronen la adición de

alícuotas de una disolución concentradade droga a muestrasde DNA/RNA de

aproximadamente6x 1 0~ M. Las viscosidadesrelativas se calcularona partir de la

expresiónn = (t-t0)/t0, dondet eseltiempode caídade la muestra,y 1el tiempo de caída

del tampón.Las titulacionesviscosimétricasse analizaronmedianterepresentacionesde

viscosidadreducida(nino)vs. relacionesdrogalpolinucleótido,o bien,de acuerdoconla

teoríade Coheny Eisenberg,62representando(n/no)1~ vs. ‘o.

2.2.4Cinéticasde flujo detenido

El estudiode la cinéticade la interacciónde una droga con un polinucleótido puede

aportarinformaciónadicionalsobrela mismaapartede la obtenidaapartirde estudiosen

equilibrio. Una técnicacinéticacomúnmenteutilizadaparaestetipo de sistemases la de

flujo detenido( stopped-flow),y esla queseadoptóenestetrabajo.

Al igual queocurríaconlas constantesde equilibrio de asociaciónKb, las constantes

cinéticasdeinteracciónde ligandosconpolinucleótidosdependendela concentraciónde

sal, dadala naturalezapolielectrolíticade estosbiopolímeros.De nuevo la teoríade la

condensaciónde contraionesen polielectrolitosha sido aplicadaconéxito paradescribir

estasdependencias,y el análisisde las mismascondicho formalismoha demostradoser

de gran utilidad en el estudio del mecanismo de unión de ligandos a

polinucleótidos.64’65’61En el casode drogasintercalantesWilson et al.61 propusierondos

modelos, que a continuaciónse describen,para a describir las dependenciascon la

concentraciónde sal.
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Modelo 1. Unión directa. Inicialmenteseproducela aperturade la doble hélice. Este

pasoesmuy rápido con relacióna los restantes,por lo quese alcanzarápidamenteuna

situaciónde preequilibrio. Se siguela intercalaciónde la droga,que constituyeel paso

lento del proceso:

DNA c~DNA + 2N(y,~-

DNA +droga —> [droga.DNA]~ ±my4Na

dondeDNA representala unidadcooperativade DNA “abierto”, Nel númerode pares

de basesque forman el sitio de intercalación(2 siguiendo un modelo de exclusión

vecina), ~sy son las fraccionesde contraionescondensadospor fosfato en el DNA

nativo y abierto (0.76 y 0.64, respectivamente)y [droga~DNA]1~representael complejo

deintercalación.

La dependenciaresultanteparala constantede asociaciónes:

¿9 IogK0
<9 íog[zva+j

2N(w<rL~»mYs (2.23)

y parala dedisociaciónes:

¿9 logK
3

= —my>’, +my» +2N(w, — ~:) (2.24)
¿9 íog[N¿t]

donde ~sy son las fraccionesde contraionesunidospor fosfato vía interacciónde

Debye-Huckelen el DNA nativoy “abierto”, respectivamente.

Modelo 2. Unión mediada por condensación. En un primer momentola droga se

une por condensaciónal DNA, con la consiguienteliberaciónde iones Na~ fraso de

preequilibrio),y posteriormenteseabreel DNA, intercalándosela droga&aso lento):

DNA+ droga c~DNA~ droga+ ny’~Na
t

DNA~droga —> [droga . DNA]~ + (2N — n)(yí~ — w:)Na~+ (m — n)y4Na

En las anterioresreacciones,DNA 4roga representael complejoelectrostáticodroga-

DNA, y n es el númerode paresiónicos formadosen dicho complejo. El valor de este

último parámetropuedeconsiderarseigual al númerode paresiónicos formadosen el
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complejode intercalación(n = m), o bien igual a 0.76, tal y como se esperaríade una

asociaciónpor simplecondensación.

La dependenciaparala constantede asociaciónes

¿9 logk0
= -ny

¿9 log[N&] (2.25)

y parala de disociaciónes:

¿5 Iogk~,
¿9 íog[Na+]~nr+

2N(r~~I)+mY (2.26)

La comparaciónde las pendientesde las constantesde asociacióny disociación

experimentalescon las teóricasde uno y otro modelo permitendiscernir cuál describe

mejorel mecanismodeuniónde la drogaestudiada.

Las cinéticasde disociaciónpara este trabajo se realizaronen un aparatode flujo

detenidoHi-TechSF-40,conunainterfasea un ordenadorTandon386/20a travésde un

convertidor analógico/digital de 12 bits, y controladomediante el programa Rapid

Kinetics delinstrumento.La temperaturase mantuvoconstantea25.0±o.í oc mediante

un baño termostatizadoen el cual se encontrabasumergidala cámarade mezcla.El

experimentotípico consistíaen la mezclade 100 mL de complejo droga-DNA (a una

relaciónde concentracionesde 10 pb/(moléculade droga),paraasegurarla total unión

de la droga)con el mismo volumende unadisoluciónde SDS al 1%. En el caso del

dq2pyp,la reacciónseregistróatravésdelincrementode la intensidadde fluorescenciaa

longitudesde onda =435 mxx, como fuentede luz seutilizó unalámparaOriel de xenon

(150W) conun filtro de pasode bandaa 360 nm. En el casodel dadq2pyp,y debido a

queno presentaluminiscencia,se midieronlos cambiosde absorbanciaa 317 nm de la

muestra;como fuentede luz seutilizó la lámparade 13V del aparato.En amboscasos,

por cadatrazaserecogieron512 puntos,utilizando una constantedetiempo de cero.Al

objetode mejorarla relaciónseñal/ruido,paracadaexperimentosepromediaronde diez

aquincetrazas,y laresultanteseanalizóconel programaRapidKineticsdel instrumento

mediante un modelo monoexponencialo biexponencial. La bondad del ajuste se

comprobómedianteel parámetrox2 y la distribuciónde las desviaciones.
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2.3 Técnicas de modelado molecular

2.3.1.Cálculoscuánticos

Para calcular cualquier propiedadmolecular G a partir de primeros principios, es

necesarioresolverla ecuaciónde Scbródingermolecular, y a continuacióncalcular el

valorpromediode la propiedadapartir de:66

<G>=JvAGw dr=(vI]Gkv> (2.27)

donde<Y esel operadorasociadoa dichapropiedady it es la funciónde ondaobtenida

por resoluciónde la ecuaciónde Schródinger.El método comúnmenteutilizado para

dicharesoluciónen átomosy moléculases el denominadodel campoautoconsistenteo

de Hartree-Fock Segúndicho método, la función de estadoes aproximadapor un

producto antisimetrizado<en forma de determinantede Slater) de orbitales-espín.En

dicho caso, puededemostrarseque los mejoresorbitales espaciales~Asatisfacenlas

ecuacionesde Hartree-Focksiguientes:

= e~~~(l) (2.28)

J

e2
Hcore 2m~Z¿ (2.30)

2

J
1(l»,(l) = ~~(l)Sk>(2)~

2~— dv
2 (2.31)

1~12

2ek~ (l»~ (1) = ~~(l)f ~;(2»,(2)— d ~2 (2.32)

En las anterioresecuaciones,1, fi 2 n respectivamentelos operadoresde
core, ~ y K~ so

Hartree-Fock,hamiltonianodel “core”, de Coulomb y de intercambio. ~ contiene

terminos de energíacinética del electróny de atracciónelectrón-núcleo,y K~ es un

terminodebidoal uso de una funciónde ondaantisimétrica.Por último, J~,. corresponde

a la interacciónde la carga puntualdel electrón 1 con la nubede cargade densidad-

el 0/2)12de electrón 2 (seconsideraninteraccionesinterelectrónicaspromediadas,envez
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de instantáneas).Debido a que E’ esfunciónde los orbitales espaciales,la resoluciónse

hacede forma iterativa.En laprácticaseutiliza un procedimientoideadopor Roothaan,

que implica la resolución iterativa de sistemasde ecuacioneslineales. Cada orbital

espacial~, seexpresacomo unacombinaciónlineal de un conjuntode funcionesde base

k

Sustituyendoestaexpresiónen las ecuacionesde Hartree-Fock,multiplicandopor gj

e mtegrandosobre todo el espacio, se llega al siguiente sistemahomogéneode las

variablescfk.

E(fl1—e~S1Dc,1=0; j=l,2,3 (2.34)

1

dondeflí = <g1 F~g1>, = <g1 1g1> (2.35)

Paraobteneruna solución distinta de la trivial, el determmantede los coeficientes

debeanularse:

det(FJ1— e1S31)= 0 (2.36)

Secomienzadandovaloresinicialesal conjuntode coeficientesc~, apartirde lbs cuales

se obtienenunos orbitales ~ iniciales. Con estosorbitales se define el operador E’

correspondientea la iteración.Se calculanentonceslas integralesF~k y S]k, y seresuelve

el determinanteanterior,obteniéndoseun conjuntode solucionese~. Sustituyendocada

una de ellas en la ecuación(2.34) se llega a un nuevoconjuntode coeficientes c,1. El

procesoserepitehastaquesecumpleun determinadocriterio de convergencia.

A la hora de describiraceptablementeestadosexcitados,esnecesarioconsiderarla

interacciónentreconfiguracionesexcitadas.Esto se consiguehaciendoadicionalmente

un cálculo de interacción de configuraciones.La función de onda se expresacomo

combinación lineal de determinantesde Slater correspondientestanto al estado

fundamentalcomoa configuracionesexcitadas:

w=Zck (2.37)
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y a continuaciónse optimizaestafunciónutilizando el métodode variaciones.Dado que

se tratade una funciónvariacionallineal, dichaoptimizaciónpasapor la resoluciónde la

correspondienteecuaciónsecular:

det(H~ — ES,J)= 0 (2.38)

LassolucionesE6, E1,E2,... de estaecuaciónsonlímites superioresa las energíasde

los primerosestadosde la molécula,y a partir de ellas seobtienenlas correspondientes

funcionesde ondamoleculares.

Existen dos tipos de cálculos cuánticosmoleculares.En los cálculos ab initio se

emplea el hamiltoniano molecular completo, sin introducir ningún parámetro

experimental.Por el contrario, los métodos semiempiricos utilizan un hamiltoniano

simplificado, con terminos con parámetros obtenidos por ajuste a los datos

experimentales.En estetrabajo seutilizaronmétodosdel segundotipo, dadasu mayor

rapidezy el tamañode las moléculasestudiadas.Concretamente,para la optimizaciónde

geometríasmolecularesde las drogasse utilizó el hamiltonianoAM- i,
45 implementado

en el programaMOPAC 6.0 y empleandoel minimizador EF.67 Los contornosde

orbitalesmolecularesy de densidadelectrónicasecalcularonconel programaDENSITY

utilizando la salidade los anteriorescálculos.Las cargasparcialespuntualesutilizadasen

los cálculosde mecánicamolecular(vide mfra) se obtuvieron por ajuste al potencial

electrostáticomolecularcalculadoutilizando el hamiltonianoMNDO68 implementadoen
6

MOPAC 6.0 y utilizando la opción ESP~con las geometríasmolecularespreviamente
obtenidas:el modelo de cargaspuntualesse ajustó al potencialelectrostáticocalculado

encuatro capasde Connollya 1.4, 1.6, 1.8 y 2 vecesel radio de vanderWaals,conuna

densidadde 5 puntospor Al Parael cálculo de momentosdipolaresde transiciones

electrónicas se realizaron cálculos de interacción de configuraciones (200

configuraciones)utilizando el hamiltoniano INDO/147 implementadoen el programa

ZINDO, y de nuevosobrelas geometríasmolecularesresultantesde la optimizacióncon

AM- 1; las integralesde repulsiónde dos centrosse aproximaronpor el esquemade

Mataga-Nishimoto70En todos los casos se realizaron cálculos de Hartree-Fock

restringidos(RHF o “restrictedHartree-Fock”).Los programasMOPAC 6.0 y ZINDO



34

se emplearoncomomódulosdel programaInsightll (Biosym Technologies).Todo este

trabajoserealizó en estacionesde trabajo Silicon GraphicsIRiIS4D/310, Indigo, lndigo2

eIndy.

2.3.2Mecánicay dinámicamolecular

Los anterioresmétodoscuánticosde optimizaciónde geometríasmolecularessebasan

últimamenteen la resoluciónde la ecuaciónde Schródingerparadiferentescoordenadas

nucleares,conlas consiguientesevaluacionesde la energíapotencialnuclearo superficie

de energíapotencialy su gradiente.Una aproximaciónalternativaconsisteen utilizar

para estasevaluacionesun ajuste empírico de una función previamentepostulada,

eliminandoasí la necesidadde resolverla ecuaciónde Schódingeren cadaevaluación.

Esteajuste empírico es lo que se llama campodefrenas. Por ejemplo, el campode

fuerzasAMBER~ (Assisted Model Building and Energy Refinement, utilizado en esta

tesis), fue desarrolladopara la simulaciónde proteínasy ácidos nucleicos, y utiliza la

siguienteexpresiónparala energíapotencial:

E(R~=VK(b—bV+N’H(9—9\2 ypot~J ¿..M 2’ 01 ¿~ OX 01
1, 9

Ir)’2 irÉ]+~q~q
3 ¡c4r4 +ZL—J?-- D j (2.40)

Enla anteriorecuación,R esel vectorde coordenadasnucleares.Los dosprimeros

terminosdancuentarespectivamentede las distanciasy ángulosde enlace,mientrasque

el tercero lo hacede los ángulos diedros; el cuarto y quinto términos representan

respectivamentelas interaccionesde vanderWaalsy electrostáticas.Porúltimo, el sexto

termino correspondea enlacesde hidrógeno.La utilización de un campo de fuerzas

permite ahorrar gran cantidadde tiempo de cálculo y, por tanto, simular sistemas

molecularescon mayoresnúmerosde átomos que los abordablespor los métodos

cuánticos,inclusolos semiempiricos.Comocontrapartida,ni las propiedadeselectrónicas

ni las reaccionesquímicaspuedenser estudiadascon estaaproximación,puestoqueen

ellano seconsideranexplícitamentelos electrones.

En las minimizacionesdeenergíamolecular,tantoenlos métodoscuánticoscomo en

los de campo de fuerzas,se utilizan diferentesalgoritmosde optimización. En estos

últimos, los algoritmosmáscomúnmenteutilizados(y utilizadosen estetrabajo)son los
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de descensomás pronunciadoy de gradientesconjugados.En el primero, en cada

iteraciónseevalúala energíaen puntossucesivosde la rectadefinidapor el gradientede

la energíaen el punto actualy dicho punto,esdecir:

E({x’~ }) = EI{43 +a-~}9 (2.41)

donde {x/> } representael conjunto de coordenadasnuclearesactuales, {x¡ ‘} los

diferentespuntosprobadosdentro de la rectay aes un parámetrocrecientea medida

que se evalúanpuntos más alejadosdel actual. Al encontrarseun punto de menor

energía,seadoptacomonuevascoordenadas.

En el algoritmode gradientesconjugados,la rectaen la cualseevalúala energíaviene

definidaporel puntoactualy el vector:

\~E~~VE
h0=VE~+ ~h»1 (2.42)

VE1 •VE~1

donde h».1, y 7E~ representan,respectivamente,el vectorde direccióny el gradientede

la energíaen la iteraciónprevia (n-J). La utilización de estacombinaciónlineal en lugar

del gradienteaseguraunaconvergenciamásrápida.

Como criterio de convergenciaen las minnnizacíonesse suele utilizar la raíz

cuadradade la media de los cuadradosde las derivadasparciales(“RMSder”, de “root

meansquarederivatives”).

Dentro de la aproximaciónde campo de fuerzas, el método de la dinámica

molecular consisteen la integración numérica de las ecuacionesde movimiento

newtonianascorrespondientesa la superficiede energíapotencialdel sistemamolecular:

f=—VE(R)=m (2.43)
dt

2

donde1’ es el vector de fuerzasqueactúansobrelos átomos,y m es la matriz de masas

puntualesatómicas. A partir de estaintegración,se generauna trayectoriaenel espacio

de fases del sistema, cuyo análisis permite estudiar las propiedadesdinámicas y

termodinámicasdel sistema.
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El algoritmode integraciónutilizado enestetrabajo esel denommadoleap-frog71. A

partir de unas coordenadas{x¡<’t) }, velocidades {v¡(t-nt/2) } y aceleraciones{a¡(t)} a

tiempost, t- ñt/2 y t, respectivamente,secalcula:

v4jt+i-zxt) =vjt~!AtjJ+Ata¡(t) (2.44)

r,(t+At) = r,(t)+Atv¡(t+!Atj~ (2.45)

a}t+At)= dE(R) 1 (2.46)
d m,

Las nuevas coordenadas,velocidadesy aceleracionessirven para calcular las

siguientes, y así sucesivamente.Lógicamente, se necesitan unas coordenadasy

velocidades iniciales. Las primeras se suelen obtener como resultado de una

mininuización del sistema molecularestudiado,y las segundassuelen ser generadas

aleatoriamentesiguiendounadistribuciónde Maxwell-Boltzmanna la temperaturaa la

cualsesimulala dinámicamolecular.

Una técnicaadicional de campode fuerzasmuy útil al modelar interaccionesde

ligandoscon macromoléculases la de ensamblado(“docking”). Estatécnicaconsisteen

la evaluación de la energía intermolecular no enlazante entre el ligando y la

macromoléculaa medida que se varían, manual o automáticamente,las posiciones

relativasentreambos.De estaforma, esposible encontrarposicionamientosdel ligando

en la macromoléculade mínima energíaintermolecular.En estetrabajo, como energía

intermolecularseutilizó la parteno enlazadadel campode fuerzasAMBER (ver 2.3.2.1)

sin términosde enlacesde hidrógeno,sólo considerandointeraccionesde vanderWaals

yelectrostáticas.

2.3.2.1Modeladode los complejosDNA-droga

En todos los estudios de ensamblado( dockmg) minnnizacíonesde energía y

simulacionesde dinámicamolecularrealizadosen este trabajo se utilizó la versión de

átomoscompletos(“all-atom”) del campo de fuerzasAMBER, completadacon los

parámetrosadicionalespara las drogaspreviamentedescritos.Debido a queen ningún

casoseutilizó una solvataciónexplícita, como sustitutosiemprese empleóuna función
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dieléctricadependientede distanciadel tipo e4r paraconsiderarlaimplícitamente.En

ningúnmomentoseutilizaron cortes(“cutoffs”) paralas interaccionesno enlazantes.

Se contruyeronhexa- y deca(desoxi)nucleótidosdoble helicoidal en conformaciones

A o B y con diversassecuenciasmedianteel módulo Biopolymer de Insiglitll 95.0

(BiosymTecbnologies). Se creóun sitio de intercalaciónen el par de basescentralde

dichassecuenciasmedianteminimizacionesde energíarestringidasempleandoel módulo

Discoverde Lnsight 95.0. Inicialmentese sometió al correspondienteoligonucleótidoa

1500 iteracionesde gradientesconjugadosconlos átomospesadosde los dosparesde

nucleótidos centrales forzados (templateforcing) a adoptar la estructura de los

equivalentespresentesen el cristal de CpCi-etidio.72 Cuando se modelaron otras

secuencias,las estructurasa las cualesfúeron forzadoslos dos paresde nucleotidos

centralesfueronaquellasgeneradasapartir del cristalmediantelas sustitucionesdebases

apropiadas. Simultáneamente,serestringieronconpotencialesarmónicoslos enlacesde

hidrógeno de Watson-Crickdel resto de paresde bases, al objeto de mantenerla

estructuradoble-helicoidaldel oligonucleótido.A continuaciónseeliminó el forzamiento

anteriormentecomentadoy se fijaron las cuatro basesdel sitio de intercalación, y el

sistemafue minimizado mediante500 iteracionesadicionalesde gradientesconjugados.

Finalmente,se eliminarontodaslas restriccionesy se minimizó el sistemamediante500

iteracionesde gradientesconjugados.Estasdos últimas minnnizacionestuvieron como

objetivo el adaptarel esqueletoazúcar-fosfatoobservadoen el cristal a la influencia de

unasecuenciamás larga. Sin embargo,este procedimientotiene la desventajade que

provocaciertadisminuciónde la distanciafosfato-fosfatoen el sitio de intercalación. Si

bienparael dq2pyp,dq3pypy Me2pyp estono constituyeningúnproblema,puestoque

aun así no rellenancompletamenteel espaciodel sitio de intercalación,en el caso del

dadq2pyp, dadq3pypy propidio impide un ensamblajeapropiadoen el mismo. Al

modelarlos complejosde estasdrogas,los correspondientessitios de intercalaciónse

crearonsin las dosúltimasminimizaciones.

Posteriormentese ensambló la droga en el sitio de intercalaciónmanualmente,

buscandominimizar las interaccionesno enlazantes(electrostáticay de van der Waals)

medianteelprogramaDocking. Entoncesseminimizó el complejo,inicialmentemediante

600iteracionesdeminimizaciónpor máximaspendientesconlos átomosde fósforo fijos,
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y finalmentey sin ningunaconstricción,mediantegradientesconjugadoshastaalcanzarla

convergencia(RMSder0.001 kcal/molA-’).

Las energíasdeunióntE secalcularoncomo AE=AE~~ +AEhg +txEdd. En la anterior

expresión,E1~ es la energíade interacciónno enlazantedroga-oligonucleótidoen el

complejo minimizado, Ehd es la energíade desestabilizaciónde la hélice (energíadel

DNA en el complejo menosenergíade la correspondientesecuenciaen conformación

A¡B minimizada), y Edd es la energíade desestabilizaciónde la droga (energíade la

drogaenel complejomenosenergíadela drogaaisladaminimizada).

Las simulacionesde dinámica molecular in vacuo y a temperaturaconstantese

realizaron utilizando como coordenadasiniciales las estructurasde los complejos

previamenteminimizados,y conel objetivo de investigarla flexibilidad conformacionaly

movilidad de las distintasdrogasen los distintos sitio de intercalación. Inicialmentese

calentó el sistemahasta300 K a travésde diez incrementosde 30 K en etapasde 2 Ps,

resultandounafaseinicial de calentamientode 20 ps. Durantecadaetapalas velocidades

iniciales se asignaronaleatoriamentesiguiendounadistribución de Maxwell-Boltzmann

parala temperaturacorrespondiente.A continuación,secomputaronun total de 100ps a

300 K, y las coordenadasfueronsalvadasal final de cadapsde simulación,resultandoen

un colectivo de 100 conformacionesen la fase de producción. La temperaturase

mantuvoconstanteen todasestasetapasmedianteescaladodirecto de las velocidades.

La movilidad de la drogaen el sitio de intercalaciónse caracterizóa travésdel máximo

desplazamiento cuadrático medio (MSD, “mean-square-displacement”)de la

conformacióninicial alcanzadodurantela fasede producción.Parala conformación i,

el MSD sedefinecomo

MSD= Z[rJr±J)—r«ñ]
2 (2.47)

n — ~ j-0

donden esla última conformación.

Lasestructurasresultantesde los cálculosde mecánicay dinámicamolecularfueron

analizadasen cuantoa energíasy geometríascon lnsightll 95.0, y con NewHel93 y

Curves4.1 en cuantoaparámetrostorsionalesy helicoidales.

Todos estos cálculos se realizaron en estacionesde trabajo Silicon Grapbics

IRiIS4DI310, Indigo, Indigo 2 e lndy.
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2.3.2.2 Parametrización de las drogas

Dada la ausencia de estructurascristalográficas de estas drogas, a la hora de

parametrizarse tomaroncomo referencialas estructurasoptimizadaspor AM-l. Esta

elecciónfue motivadapor los excelentesresultadosobtenidoscon estehamiltonianoen

moléculasrelacionadasde estructuracristalográficaconocida.Así, la RMSdevdel etidio

optimizadopor AM-l con el presenteen el cristal de CpG-etidio” esde 0.02 A, y el

ánguloentrela fenantridinay el fenilo es 85.120 y 86.20, en uno y otro caso.El ángulo

diedro piridina-piridinapredichoparael diquat esde 21.20,mientrasquelos observados

en doscristalesdiferentes73sonde 19.70 y 20.4~. Estebuenacuerdoindicala habilidadde

este hamiltonianopara reproducirgeometríasmoleculares,y justifica el uso de las

resultantesde optimizacionesconel mismo como modelo parala parametrizaciónde las

drogas en ausenciade estructurascristalográficas,y como entradaen los cálculos

espectroscópicos.

La parametrizaciónse basóprincipalmenteen la realizadapor Lybrand y Kollman

para el etidio (de hecho algunosparámetrosse tomaronde los allí por primera vez

derivados)y tuvo como objetivo la minimizaciónde la RMSdev entrelas coordenadas

“AM-l” y “AMBER”, asícomola reproduccióndel ángulopiridina-fenantridina“AM-l”.

Considerandoque todas las moléculasestudiadasestáníntimamenterelacionadas,se

buscóun ajusteglobal,evitandocreartipos deátomoso parámetrossólo utilizáblespara

moléculasparticularesdentrodel grupo.

La asignaciónde tipos de átomosse muestraen la Figura 2.1. Los parámetrosno

presentesen el campodeberzasAMBER serecogenen la Tabla2.1. Tal y como sedijo

en el apartado 2.3.1, las cargas parciales se obtuvieron por ajuste al potencial

electrostáticomolecularobtendidoa partirde unafunciónde ondaMINDO. Estascargas

se muestranenFigura2.2.

Tabla 2.LParámetros adicionalesdel campo dc fuerzas AMBER obtenidospor interpolacián o analogía
para lasdrogasestudiadasen estetrabajo.

b
0lA ‘14 r

‘1.49

“SG

- A *2O~ 5
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2.4 Técnicas para el estudio de la fotoquímica con

polinucleátidos

2.4.1 Ensayosde reaccióndefotocortemedianteelectroforesisen geldeagarosa

La electroforesisen gel de agarosaes una herramientamuy útil para la separaciónde

fragmentosde DNA de tamaflo relativamentegrande (200 pb-SO kpbf’4 Las formas

superenrollada(1), relajada(II) y linealizada(III) de un plásmidopuedenser fácilmente

separadascon estatécnicadebido a quetienenmuy diferentemovilidad electroforética.

La forma 1 es la de mayor movilidad debido a que se comportahidrodinámiéamente

como una varilla rígida; la forma III tienemovilidad intermedia,ya queseasemejaa una

varilla flexible. Por último, la forma II esla máslentaya quesudisposiciónextendidale

impide penetrarcon facilidad por los porosdel gel. Lasbandascorrespondientesa las

distintas formas se detectaniluminando con luz 13V el gel previamentetefiido con

bromurode etidio,ya que estadrogaintercalanteincrementasu fluorescenciaal unirseal

DNA.

La actividad fotonucleásicade una droga puede demostrarsey cuantificarse

analizandocon estatécnicalos productosresultantesde la irradiaciónde un plásmido

superenrolladoen presenciade dichadroga.Si dicha drogaprovocacortesen el DNA,

generaráa partir de la forma 1 bien formas relajadas(por corteen una cadena),bien

formas lineales (por cortessimultáneosen cadenasopuestasen posicionescercanas).

Por tanto, si trasla irradiaciónlas bandasII y III estánengrosadas,y la 1 adelgazadao

ausente,en comparaciónconun control irradiadosin droga,o conuno no irradiado y en

presenciade droga,seconcluyequeexistecortefotoinducidodel DNA.

Cabepreguntarsesi la forma linealizada(III) aparececomo consecuenciade la

acumulaciónestadísticade cortescercanosen cadenascomplementariasdel DNA, o si

por el contrario la droga es capazde provocarcortes simultáneosen ambas cadenas

duranteel tiempo en que permaneceunida al polinucleótido. Kishikawa et al.75 han

propuestoun métodoparadiscernir entrelos dos modelos(corte de cadenasencilla y

corte de doble cadena),consistenteen ajustar la cinética acopladade generaciónde

formasII y III mediantelas ecuacionesdevelocidadcorrespondientesa los dosmodelos.
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Modelodecortedecadenasencilla:

k2 >111 (2.48)

Si se representapor Co, N0 y L0 las concentracionesiniciales (a tiempo cero) de,

respectivamente,las especies1, II y 111, la evolucióntemporaldelas mismasvendrádada

por las siguientesecuaciones:

[I](t) = C0ek¡~ (2.49)

[II](t) = ekI¡ + (N0 — ~l§jJe42~ . (2.50)

= + fi e~” + (L0 — a — fi)ekít (2.51)

donde

a= k1k2C0(k2—k1f’ (k3 —k1)’ (2.52)

y

fi= kj/Q +N)(k3 —k2)
1 (2.53)

Modelo de corte de doble cadena:

____ k¡ k
4 (2.54)

k2 .jyj k, (2.55)

A partir del antenoresquemaresultan ahora las siguientes expresionespara la

evolucióntemporalde lasconcentracionesde lasdistintasespecies:

[J](t) = C0ek4~ (2.56)

[Ifj(t) = N0e— k2t . (2.57)

[uI](t) = a ek4
1 + fi e~ + (L

0 — a — fi)ek3t (2.58)

dondeay /3 son:

a— /3— k2N0 (2.59)
k, —lc~
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y Co, N0 y L0 son, al igual queen el modeloanterior, las concentracionesiniciales (a

tiempocero)de, respectivamente,las especies1, II y III.

A partir dequémodelo se ajustemejor, y de la relaciónde constantescinéticaskJk2,

seconcluyecuálde lasdos opcionesesla correcta.

El plásmido superenrolladoutilizado en estetrabajo fue el pBR322(New England

Biolabs). Lasmuestrasparairradiación(15 pl, en tubos Eppendort)conteníantampónP

y concentracionesvariablesde plásmidoy droga.Las irradiacionesserealizarona través

de una fibra óptica de silicio empaquetadode 6.5 mm de diámetro ajustadaal tubo

irradiado. La luz conducidapor la mismaproveníade una lámparade Xe de 150 W

(Oriel), conun filtro decortequepermitíapasarúnicamentelongitudesde ondamayores

de 360 nm. Tras irradiar las muestrasatemperaturaambiente,se añadíana las mismas2

pl de tampónde carga (0.25%de azul de bromofenol, 0.25% de xileno cianol, 40%

sacarosa),y a continuaciónse aplicabana los pocillos de un gel de agarosaal 1% en

tampón TAE, sobre el cual se corría la electroforesis(50 y/cm) hastasu completo

desarrollo.Una vez terminadaésta,el gel setiflió por inmersióndurante30 minutosen

unadisoluciónde bromurode etidio (1 mg/ml), y se fotografió a continuaciónsobreun

transilunxinadorde luz Uy, medianteuna cámaraPolaroid con filtro naranja. Los

negativos de las películas (Polaroid 665) se escanearonposteriormentecon un

densitómetroMolecularDynamics325S, y las bandasobservadasse integraronmediante

el programalimageQuant.Al objetode compararcallesdiferentesdel mismoo diferentes

geles,las intensidadesde cadabandase dividieron entrela sumade las intensidadesde

todaslas bandasde sucalle; de estaforma se corrigió frentea las inhomogeneidadesde

la intensidadde luz del transiluminadory frentea los erroresde pipeteo.Asimismo, se

dividieron las intensidadescorrespondientesa la forma 1 entre0.8, parateneren cuenta

la menor unión de etidio a DNA superenrollado.La remesade plásmido utilizada

presentaba,ademásde la forma superenrollada,un dímero (D), identificable como una

bandaadicionalconmenormovilidad electroforética.Al irsedesarrollandola reacciónde

fotocorte,dichabandadisminuíay flegabaadesaparecer,antesde quehubieraaparecido

fonnalinealizada,de dondeseconcluyequeexistíaunatransformacióndirectaD II, que

debíadetenerseen cuentaa la horade cuantificarla reacción.Por tanto,en ausenciade

forma III, el fotocortesedefinió como el cocientedeconcentraciones[ll]/([l]+[ll]+[D]).
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2.4.2Ensayosdefotohlanquamlentoy de formacióndefotoaductos

Para los experimentos de fotoblanqueamientoy formación de fotoaductos se

utilizaronmuestrasde 1 mL en cubetasdecuarzoconteniendotampónP, dq2pyp(2x10

~M) y opcionalmenteDNA de timo de terneraen exceso(5xl0~ M). Estasmuestrasse

irradiarondurantediferentesperiodosde tiempo conla mismalámparay filtro de corte

queenlos experimentosde fotocorte,exceptoqueno seutilizó la fibra óptica. La cubeta

se colocó en un soporte fijo construido para garantizar la reproducibilidaddel

experimento.Entreirradiacionesseregistraronespectrosde absorcióna 25 0C.

2.5 Materiales

• Los viológenosdq2pyp,dq3pyp,Me2pyp, dadq2pypy dadq3pypfueron sintetizados

en el laboratoriodelProf. O. Orellana(Departamentode QuímicaOrgánica,Facultad

de Químicas,UniversidadComplutensede Madrid) y amablementecedidos por el

mismoparasuestudio.La netropsina utilizadaseadquirió dc BoebringerMannheun.

El bromurode etidio fije suministradopor Aldrich, y previamenteasuutilizaciónfue

recristalizado.

• El aguautilizadaentodos los experimentosfue aguaultrapuraobtenidade un sistema

Millipore Milhi-Q. El tampónP (fosfato sódico 10 mM, pH 5.5), sepreparóutilizando

reactivosp.a.

• El DNA de timo de ternerase adquirió en PliarmaciaBiotech (tamañomedio 1000

pb), o bien se alsió de acuerdocon Kay et al.,76 con un tratamientoposteriorcon

RNAsa, pronasay proteinasaK paraeliminar completamenteel RNA y las proteinas

contaminantes.Trasserredisueltoen tampónP, el DNA sedializó exhaustivamente

frenteal mismotampón. En el casodelDNA aisladoenel laboratorio,previamentea

la diálisis se sonicóen bañode hielo durantetrestandasde 30 s espaciadaspor otros

30 s; estetratamientogeneraunadistribuciónestrechadetamaños,centradaa 400 pb.

El estado doble-helicoidal del DNA a 25 0C en el tampón P y a todas las

concentracionesde sal secomprobómedianteel efectohipercrómico(1.33)resultante

encunasdefusiónmedidasen el 11V, así como de los correspondientesespectrosde

DC. Paradeterminarsuconcentraciónenparesdebasessemidió la absorbanciaen el

Uy, utilizando comocoeficientede extinciónmolar 12800M’ cuí1 a 260nm.
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Los polinucleótidos sintéticos (poly(d(GC)] , polyljd(AT)] , poly(dA)~poly(dT) y

poly(dG)~poly(dC)) fueron suministrados por Boebringer Mannheim. Tras

redisolverseen tampónP, sedializaronexhaustivamentefrenteal mismotampón. Su

estadodoble-helicoidalen estemedio y a 25 0C se comprobóen todos los casosa

partir delefectohipercrótnicoapartirde curvasdefusiónmedidasen el 11V, asícomo

de los correspondientesespectrosde DC. Paradeterminarsu concentraciónen pares

de basesse midió la absorbanciaen el 13V, utilizando los siguientescoeficientesde
1 —1

extinción molar:77 6260 = 13300 M’cm’ (poly[d(AT)] ); 6260 = 12000 N~ cm
(poly(dA>poly(dT)); e

254 = 16800 M’cnf’ (poly[d(GC)] ); E~ = 14800M’cm’

• El polinucleótido sintético poly(A)poly(U) tite suministrado por Sigma. Tras

redisolverseen tampónP, se dializó exhaustivamentefrente al mismo tampón. Su

estadodoble-helicoidaly conformaciónA en estemedio y a 25
0C se comprobóen

todos los casosa partir del efectohipercrómicoa partir de curvasde fisión medidas

en el UY, así como de los correspondientesespectrosde DC. Paradeterminarsu

concentraciónenparesdebasesseutilizó como coeficientede extinciónmolar e
260 =

1 —I

1428014cm
• La celulosaconDNA de timo de terneraadsorbidoseobtuvode Sigma. Previamente

a su utilización en las cromatograflasde afinidad se resuspendióen tampón P y

sedimentóvariasvecesal objetode eliminarfinos.

• El plásmido DNA superenrolladopRR322seadquiriódeNewEnglandBiolabs.

• El marcadorde pesomolecularX seobtuvodeBoehringer-Mannhein.

• La agarosa(tipo D2) paralas electroforesisengel seobtuvode Pronadisa.
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3: dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp

3.1 Análisis conformacional de las drogas

Las estructurasresultantesde la optimización de geometríadel dq2pyp, dq3pyp y

Me2p~ utilizando el hamiltoniano AM-l muestran que los anillos de piridina y

fenantridinano soncoplanares,variando los respectivosángulosdiedros(ángulog) con

la naturalezade los grupos alquilantes(Lámina 3.1). Esta no coplanaridadse puede

explicarconsiderandoqueen unaconformacióndondela piridina y la fenantridinafueran

paralelas,en el casodel Me2pyphabríarepulsionesestéricasentrelos hidrógenosen peri

y los metilos, y en el caso del dq2pyp y del dq3pyp, apartede los choquesentre los

hidrógenosen peri, los hidrógenosde la cadenadialquilo estaríanen unadisposición

eclipsada,de granenergía. Los valoresde los ángulos obtenidossonconcretamentede

33.10, 57.20 y 94.10, respectivamentepara dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp. Considerando

viológenos con cadenasdialquilo más largas, se obtiene el valor de 70.20 para el

hipotético dq4pyp. Con AM-l no sepudo optimizarel dq5pyp, aunquepor mecánica

molecularel ánguloobtenidoesde 81 •3O~ Por tanto, pareceque en ausenciade cadena

dialquilo ambosplanostiendena disponerseperpendicularmente(~ 90j, tal y como

ocurreen la moléculade Me2pyp; cadenasdialquilo cortas fuerzanal anillo de piridina

hacia la coplanaridadcon el de fenantridina, con los nitrógenoscuaternizadosen cis

(~<9Oj, mientrasque cadenasdialquilo largas fuerzan la rotación de la piridina en

sentidocontrario (trans, 2>900). A estatendenciaala perpendicularidadseopondríaen

principio la estabilizaciónde la conformaciónplana por el aumentode la conjugación

entre los dos sistemasde resonanciaen la misma; sin embargo,considerandolas

estructuraspredichas,estefactor pareceteneruna mfluenciamenoren la conformación,

justificando así el no introducir términos que fuercen la coplanaridad en la

parametrizaciónpara los cálculos de campo de fuerzas. En todas las estructuras

optimizadas,los átomosdel anillo de fenantridinaseencuentrancasiperfectamenteen un

plano, indicando que la dialquilación no parece distorsionar apreciablementesu
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en la quetanto la piridina como la fenantridinay los carbonosde la cadenadialquilo se

encuentranen el mismoplano (g=O), y los hidrógenosde éstaadquierenuna disposición

eclipsada,localizándosepor encima y debajo del plano molecular(Lámina 3.1). Es

razonable,por tanto, suponerque la energíade interconversiónentreenantiómeroses

mayor en el dq3pyp, dondehay tres pares de hidrógenoseclipsadosen la cadena

dialquilo, que en el dq2pyp,dondesólo haydos. A partir de los espectrosde RMN a

diferentestemperaturas,es posible conlirmar experimentalmenteesta suposición. Al

calentarel dq2pypen acetonitrilo-d3de 20 a 70
0C seobservaqueel espectrode ‘H en la

regiónde la cadenametilénicapasade un sistemade espinescomplejo(representativode

interconversión lenta entre enantiómeros) a un sistema de dos tripletes A
2M2

(interconversiónmuy rápida). Por el contrario, los espectrosde dq3pyp en N,N-

dimetilformamida-d7no muestrancambiosentre 20 y 100
0C en la región metilénica,

indicandola ausenciade interconversiónpor debajode dichastemperaturas.Evidencia

adicionalde esta diferencia de energíasde interconversiónse obtiene a partir de las

cinéticasde desapariciónde dicroísmocircular de los enantiómerosseparadosmediante

cromatograflade afinidad en celulosa-DNA. Así, a 25 0C la constantecinética de

racemizaciónen aguadeldq3pypesde 1.5 x l0~ st mientrasquea 6 0C esdel orden

de 1 ~ st lo cual pruebade nuevo la alta estabilidadfrente a la racemizacióndel

dq3pyp. Por contra, no fue posible obtenerde forma reproducibleel espectrode

dicroísmo circularde los enantiómerosdel dq2pypa temperaturaambiente,si bien se

obteníandospicosen losperfilesdeelucióncromatográfica(verapartado3.4.7).

Considerandoel Me2pyp,la ausenciade la cadenadialquilo no restringeel sentidode

rotaciónpara la interconversiónenantiomérica,quepor tanto puededarsea travésde

unade las dos siguientesconformacionesplanas: cts, tal y como ocurre en el dq2pypy

el dq3pyp,y trans,dondelos nitrógenoscuatemizadosse encuentranen ladosopuestos

respecto al enlace piridina-fenantridina. En ambas conformacionesplanas se dan

importanteschoquesestéricos,ya seanhidrógeno-hidrógeno,metilo-hidrógenoo metilo-

metilo, sugiriendo una alta energía de interconversiónpara los dos caminos de

interconversion.

Mediantecálculosdemecánicamolecularseestimaronlas energíasde interconversión

de los tres viológenos, como la diferenciaentre las energíasde las conformaciones

totalmenteplanas y las de mínima energía. Para ello, las conformacionesplanas se
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fuerzade osciladory su momentode transiciónesparaleloal eje longitudinaldel anillo

de fenantridina,formandoun ángulocon la anteriortransiciónde 530 (dq2pyp) y 520

(dq3pyp). Ambos momentos son paralelos al plano de la fenantridina. El

desplazamientohacia el azul de estastransicionesal pasardel dq2pyp al dq3pyp es

reproducidopor los cálculoscuánticos.Las energíaspredichassonalgo menoresquelas

experimentales,aunquesi se incluye el campodereacciónen el cálculodeinteracciónde

configuracionesel acuerdoaumentaconsiderablemente(Figuras3 .3e y 3.3j, lineasrojas).

A mayoresenergíasse predicenmúltiples transiciones,polarizadasen muy diferentes

direcciones,si bien siempreparalelasal plano de la fenantridina. Las más intensasse

localizana 331, 271 y 250 nm(dq2pyp)y a264, 251 y 220 nni (dq3pyp). El análisisde

las contribucionesde las distintasconfiguracionesen los diferentes estadosexcitados

(Tabla3.11) permiteconcluir que la primeratransiciónen ambasdrogascorrespondeal

pasode un electróndelHOMO al LUMO, mientrasqueel segundoestadoexcitadoestá

compuestoprincipalmentepor la configuraciónHOMO-l —> LUMO (dq2pyp), o una

combinaciónde ésta con la HOMO-l —> LUMO+l (dq3pyp). Los contornosde

orbitalesmolecularesdel HOMO y el LUMO muestranque el primero está centrado

principalmenteen el anillo de fenantridina,mientrasqueel segundolo estásobreel de

piridina.

TABLA 3.11 Coeficientesde loscálculos de interacción de configuracionesrealizados conel dq2pyp y
el dq3pyp.

Lti3~py~p
Coéfléieñte(configuración

>

0.915(55,516)

O.877(54;56),-0.345(54,57

)

0.819(55,57)

4J~82l(53;56)
O.437(55,58),0.541(55;59)

(m,n) denota la configuracióngeneradaal pasar un electrón del orbital molecularm al n.
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Considerandoque, en ausenciade acoplamientovibrónico o excitónico con otras

transiciones,la forma de una bandade DC debeser similar a la correspondientede

absorción,5’la forma positivo-negativadel espectrode DC del enantiómeroaisladodel

dq3pyp en la región visible/UYp indica que la bandade absorciónen estaregión es

debidaa dos transicioneselectrónicasdiferentes. En el caso del dq2pyp unido a un

excesode DNA sólo seobservauna bandapositiva, cuya forma es diferente a la del

espectrode absorción. Teniendoen cuentaque el DC de estadroga es debidotanto a

enriquecimientoen un enantiómerocomo a un mecanismode osciladoracoplado,no es

posibleconcluir nadaen cuantoal númerode transicionesen estaregión. Sinembargo,

la apariciónen el espectrode DCM de la mezclaracémicadel dq2pypde unabandade

elipticidadpositivaen la zonamenosenergéticadel espectro,seguidapor otra bandade

signo opuestoa menoreslongitudesde ondapermite concluir que, al igual que ocurría

con el dq3pyp, la correspondientebandade absorciónes debidaa dos transiciones

electrónicasno paralelasy de energíasparecidas. El espectrode DCM de la mezcla

racémicadel dq3pypestambiénposeelas característicasantesreferidas,confirmandolo

quesehabíaconcluidoapartirdel DC.

El carácterbifásico de la AP en estaregión estáde acuerdoconla existenciade dos

transicionesno paralelas.Suponiendoquelas dostranskionesqueaparecenen el visible

en los cálculos cuánticos correspondena estas dos transicionesexperimentalmente

detectadas,se obtiene un buenacuerdoentre la teoríay el experimentoen cuanto al

ángulo entre las mismas los predichos son de 530/520, respectivamentepara

dq2p~/dq3pyp,mientrasque los estimadosa partir de la AP son de 500/570 grados

(asumiendoque el momentode la transiciónde emisióny la de absorciónde másbaja

energíason paralelos). A partir de los cálculoscuánticosel momentode la segunda

transición estaríadirigido paralelamenteal eje longitudinal de la fenantridina,mientras

que el de la primera transición estaríadirigido hacia el anillo de la piridina, ambos

paralelosal planodela fenantridina.

Esteesquemaes similar al observadoen el etidio,dondela transiciónprincipal en el

Uy estápolarizadaparalelamenteal eje longitudinal de la fenantridina,mientrasquela

visible lo estáhacia el anillo de fenilo, formando sus momentosun ángulo de 600 y

estandoambosen el planode la fenantridina.78
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A partir de la composiciónde configuracionesde la primeratransición(ver Tabla

3.11), asícomo las contribucionesde orbitalesatómicos(QAs) alos HOMO y LUMO (el

primerocompuestoprincipalmentepor QAs situadosenla fenantridina,y el segundode

OAs situadosen la piridina), se concluyequeestatransiciónviene acompañadade un

importante desplazamientode carga de la Lenantridina a la piridina. Dicho

desplazamientoprovocaríauna granreorientacióndel disolventetras la excitaciónde la

droga,lo cual sereflejaríaen un importantedesplazamientode Stockesdela emisiónque

esde hecholo quese observa(aproximadamentede 130 nm, ver 3.2.2). Asimismo, la

fotooxidaciónde lasbasesdel DNA por lasdrogas(ver 3.5.1)estaríamuy favorecidapor

estadistribuciónde los orbitalesmolecularesimplicadosenla transición. La razónseria

el gran solapamientoesperadoentre el HOMO (orbital molecularal cual podría ir el

electrónde la basetras la excitación) y los orbitalesmolecularesde las bases,ya que la

fenantridinaestá apiladaentredos paresde basesen el sitio de intercalación,mientras

quela piridinasesitúaenuno delos surcos(ver 3.4.4).

La interpretacióndel número y polarizacionesde las transicioneselectrónicasa

menoreslongitudesde ondaesmásproblemático,dado el gransolapamientoobservado.

Comparandolos espectrosde DCM y AF conlos de absorciónen estaregión, esposible

distinguiral menoscinco diferentestransiciones.De menoresamayoresenergías,habría

primero una transicióna aproximadamente320 nm en el dq2pyp y a 310 nm en el

dq3pyp,queformaríaun ánguloconla primeratransiciónde 270 y 32~, respectivamente.

Estatransicióndaría cuentadel máximo local a 318 nm observadoen el espectrode

absorcióndel dq2pyp. Considerandolos espectrosde DCM, trestransicionesseguiríana

esta primera, y estañancentradastanto para el dq2pyp como para el dq3pyp a

aproximadamente290,280y 270nm. Loshombrosobservadosa293 nm en el espectro

del dq2pyp, y a 270 en el del dq3pyp,podríandeberserespectivamentea la primeray

última de estastransiciones. A partir de los espectrosde AF es posible estimar los

ángulos de las transicionesa 290 y 280 nm, resultando ser 420/390 y 460/360 para

respectivamentedq2pyp/dq3pyp. Finalmente,esposibledistinguir unatransicióna 250

nm en ambasdrogas,que correspondeal máximo en el UY de los correspondientes

espectrosde absorción. El ángulo derivado a partir de la AF es de 530/600,

respectivamenteparadq2pyp/dq3p~.
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Dado el gran número de transicionespredichasen esta región por los cálculos

ZINDO, no es posible una asignacióninambiguade las distintas transiciones. La

transiciónexperimentala 250 mii podríacorrespondera la trasiciónX (Figuras3 .3e y

3 .3j) , aunqueel ángulopredicho(g50)no reproducebienel estimadoexperimentalmente

(530 /600, ver anteriorpárrafo). Como anteriormentese dijo, los cálculossitúantodos

los momentosde estas transicionesparalelosal plano de la fenantridina,aunqueen

principio por razonesde simetríasusdireccionesno estánrestringidas.

3.2.2Luminiscencia

Los espectrosde emisiónde las drogasen aguapresentanuna única banda,la cual se

desplazahaciael azulal seguirel ordendq2pyp,dq3pyp y Me2pyp,debido ala energía

crecientede los LUMO. En laTabla3.1 sepresentanlos máximosde emisiónde las tres

drogasy los respectivosrendimientoscuánticos,obtenidosutilizando una referenciade

bisulfato de quininaen ácido sulfúrico 1 N (<‘=0.546). Las medidasde luminiscencia

con resolucióntemporalindican que el pasoal estadofundamentalsigueuna cinética

monoexponencial,con tiempos de vida correspondientesa un singlete como estado

excitado. Considerandolos valoresrelativamentebajosde los respectivosrendimientos

cuánticos,parecelógico suponerque existen vías de desactivaciónalternativasa la

fluorescencia.De hecho,abajatemperatura(77K) y en matriz sólidadeetanol-metanol

(4:1, y/y) aparecentresnuevasbandasde emisión,tantocon dq2pypcomo condq3pyp,

situadasa 585/540,630/585 y 680/630nm, respectivamenteparadq2pyp/dq3pyp;los

correspondientestiempos de vida (0.8 ±0.2 ms y 8 ± 1 ms) correspondena una

desexcitaciónpor fosforescencia, indicando por tanto la existencia de un cruce

intersistémicorelativamenteeficaz haciaun estadotriplete. A temperaturaambientela

fosforescenciadesaparece,debido a desactivaciónno radiativadel triplete,quecompite

muy eficazmentecon la radiativaa estatemperatura. Considerandoque el rendimiento

cuántico de producciónde oxígenosinglete en D20 esde 0.22 y 0.10, respectivamente

paradq2pypy dq3pyp(ver 3.5.3), la desactivacióndel singletepor cruceintersistémico

sedaráconprobabilidadesmínimasde 0.22y 0.10.

3.3 Estabilidad y reactividad de las drogas

3.3.1 Estabilidadfrentea pH, temperaturay luz
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Por todasestarazones,todo el trabajoposteriorserealizóen tampónfosfato 10 mM

a pH 5.5. Previamentea cadaexperimento,seprepararonmuestrasconcentradasde

drogaen aguaquesealmacenabana 1-5 0C fuera de la luz en recipientesde plástico,y

queseutilizabanduranteun máximode 48 horas. Paralos experimentosde dependencia

conla salde largaduración(isotermasdeunión)seutilizó comosalNaPF
6, quetieneun

aniónpoconucleofihico,yparalos decoftaduración(cinéticasde flujo detenido)NaCí.

3.3.2 Potencialesrédox

Al igual que otros viológenos,tanto el dq2pyp como el dq3pypson capacesde sufrir

procesosde oxidorreducciónreversibles. En la Tabla 3.11 se muestranlos potenciales

redox del estado fundamentalobtenidospor voltametríacíclica para las reducciones

2+—> + y + —> O de estas dos drogas. El Me2pyp, por el contrario, se reduce

irreversiblementepor capturaenun únicopasode doselectrones.

TABLA 3.11.Potencialesrédox de estadofundamental y excitado delos viológenos.

-0.41

E ‘l~ ¡lii iV t242 +2.15 +2)11”

Potencialesrédox (±20 mV, vsEEH) en disolución acuosasaturadade argón (sintampón).

~Potencialde pico anódico de la única onda observadade voltametría cíclica

.

Comopuedeverseen la Tabla3.11, lospotencialesdisminuyenen el ordendq2pyp >

dq3pyp > Me2pyp, lo cual de nuevo refleja el aumento de la energía de los

correspondientesLUMO, posiblementepor disminución de la conjugaciónpiridina-

fenantridina. Una variación similar se observaen los correspondientesviológenos

derivadosde 2,2<-bipiridina: al pasardel diquat(análogodel dq2pyp)al triquat (análogo

deldq3pyp)hayunadisminuciónde -0.2 V, y al pasarde ésteal correspondienteanálogo

delMe2pyp,unade-015V
79

Los correspondientespotencialesredoxdel estadoexcitado (EQD2~/Dj,Tabla 3.11)

se puedencalcular sumandoa los del estadofundamentalE(D2~/D’) la diferenciade

energíasentreambosestadoscalculadaa partir de la frecuencia yo
0 del máximo de la

bandade emisión:

E(D
2~/D’)=E(D2~¡Dj+hvoo
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donde Ji es la constantede Plank,resultandoun valorde aproximadamente+2.1 y vs.

EEH paratodosellos, ya quelas diferenciasde potencialesde los estadosfUndamentales

secontrarrestanconlas diférentesenergíasde excitación. Estepotenciales similar a los

del dimetildiazapirenioy deldimetildiazaperopirenio.

3.3.3 Autoasociación

A diferenciade lo que ocurre con otras drogas planasaromáticassimilares (etidio70

diazaperopirenio,4’ azul de metileno,8’ etc.), la tendenciaa la autoasociaciónen

disolución acuosade los viológenos parece ser miníma, ya que en tampón P los

coeficientesde extinción molar y las posicionesde los máximosde absorciónno varian

hastaconcentracionesde 2 x 1 o~ M. Aumentandola concentracióndeNaPF
6 hasta100

mM siguesin observarseautoasociación(datosno mostrados).Posiblementeseadebido

a que son dicatiónicasy a que su superficie plana aromáticaes menorque la de las

anterioresdrogas. Sin embargo,en metanolse observaunaimportanteautoasociación,

que se traduce en un cambio en las propiedadesespectroscópicasde la disolución.

Puedenproponerseestructuraspara los dímerosa partir de minimizacionesde energía

(Figura 3.8). En una de ellas se observaque los ejes longitudinales de anillos de

fenantridinasonprácticamenteparalelos,estandolos anillosdepiridina decadamolécula

orientadosen sentidosopuestos;otro dímerosecaracterizapor la orientaciónparalelade

losanillosdepiridina.

3.4 Interacción de las drogas con ácidos nucleicos

3.4.1 Unión dealta afinidadalDNA

En presenciade DNA de timo de ternera,el máximo de absorciónen el visible de los

viológenos sufre un ligero desplazamientohacia el rojo y un efecto hipocrómico,

indicandola existenciade interaccióncon el polinucleótido (Figura 3.9). Estecambio

espectraltiene unpuntoisosbésticoquese localizaa 474 nm (dq2pyp),447 nm(dq3pyp)

y 425 nm (Me2pyp), lo cual apoya la existencia de únicamentedos especies en

disolución: drogalibre y drogaunida al DNA. Los coeficientesde extinciónmolar de

las formas unidasa DNA de timo de ternerason 5575, 6325 y 4150 ±100 M’cnf’,

respectivamenteparadq2pyp,dq3pypy Me2pyp.

El cambio de absorciónen el visible sirve para obtenerisotermasde unión mediante
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A-Ru(~p en ~ 0.49 43.7~
0.28

Obtenido por extrapolacióna partir de la representacióndelogL vs. log[Na+) de la referencia61 (a25
en tampón PIPES 10 mM, ¡mM EDTA y diferentes concentracionesde NaCl, a pH 7.0). En este

casoseutilizó para el ajuste la ecuacióncooperativade McGbee-vonHippel, resultando una constantede
cooperatividad w=0.2.
~Tomado de la referencia82 (a 20 0C, en tampón5 mM Tris-HCI, 10 mM Nací y pH 7.1). Para el
ajuste seutilizó laecuaciónno cooperativa de McGhee-vonHippel.

3.4.2 Intercalaciónen el DNA y rápidadisociación

Lastitulacionesviscosimétricas(Figura3.11) indicanquelos tresviológenosse unenal

DNA por intercalación: mientrasque la netropsina(drogade surco menor) y el metil

viológeno (drogade uniónterritorial) no incrementane inclusodisminuyenla viscosidad

de la disolución, el etidio (intercalante)y los viológenossilo hacen. Las viscosidades

relativasa saturaciónde éstosson inferioresa la del etidio, y a su vez disminuyenen el

ordendq2pyp > dq3pyp > Me2pyp. Los correspondientesparámetrosde extensión

decrecenen el mismo orden (detalle de la Figura 3.11). Por tanto, pareceque los

viológenos se unen al DNA siguiendo un modelo de intercalación parcial yio

asimétrica,631en comparaciónconel etidio.

2.0

1.8

1.6

~1.4

1.2

1.0

0.8
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

[drogajI[DN~
1-pbJ

Figura 3.11. Titulacionesviscosñnétricasde DNA de timo de ternera con diferentes drogas: etidio
(triángulos hacia abajo), dq2pyp (cuadrados),dq3pyp (círculos), Me2pyp (triángulos hacia arriba),
netropsina (rombos) y metil-viológeno (estrellas). En tampón P a 25.1 ± 0.05

0c. Detalle:
representaciónde (rI/~

0)’~ vs. función de saturación, de acuerdocon la teoría de coheny Eisenberg.

Los espectrosde dicroísmo lineal en flujo demuestrantambiénun modo intercalativo
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de uniónpara el dq2pyp y el dq3pyp (Figura 3.12) . En amboscasos,el DLt en el

visible esnegativoy constante,y de magnitudsimilaral del UY. Teniendoencuentaque

los momentosdipolaresde las transicionesde ambasdrogassesitúan en el planode la

fenantridina (ver 3.2.1),seconcluyeque dichoplano esperpendicularal eje longitudinal

del DNA, de acuerdoconunaunión por intercalación,y queademásla droga sesitúa

paralelamentealos paresdebases,y no inclinadarespectoa éstas.

Por último, la dependenciaa25.0 ±0.1 0(3 de las constantescinéticasdedisociación

de los complejosDNA-dq2pypconla concentraciónde ión Na~ indicade nuevoqueesta

drogaseunepor intercalación.

3.25
0-0

LO

1.1

3.00
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o,
o
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Iog[Na~]

Figura 3.13. Representación doble logarftmica de la dependenciacon la [jNafl de las constantes
cinéticasde disociacióndel complejodq2pyp DNAtt a 25.0 ± 0.1 0c. Se muestra también el mejor
ajuste lineal a los puntosexperimentales.Detalle: trazas promedio por ajuste a las cuales seobtuvieron
lasconstantescinéticas. Dearriba a abajo, los tamponesutiliza4os sonPl 0, 1>25, 1>50 y P60. Los mejores
ajustesmonoexponencialessemuestransuperpuestosa las trazas experimentales.

En la Figura3.13 semuestradichadependenciaen forma deunarepresentaciónde

logk<, vs. log[Naj, junto con el mejorajustelineal a los puntos experimentales.En el

detallesemuestranasimismolastrazaspromedio,por ajustealas cualesseestimaronlas

constantescinéticas. A todas las concentracionesde sal las disociacionesflieron

satisfactoriamentedescritasporun modelomonoexponencial,no resultandoel ajustede

un modelo biexponencialenunamejorasignificativaen el parámetro~y2 y la distribución

dedesviaciones.Las constantescinéticasresultantes(Tabla3.V) vandesde389 hasta

942 0, correspondiendoa tiemposde vida del complejo entre2.57 y 1.06 ms (Tabla
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3.V).

TABLA 3.V. Dependenciaconla concentracióndesaldelasconstantescinéticasmonoexponencialesde
disociación,junto conlos coaespondientestiemposde vida, paraladisociacióninducidapor SDSdelos
complejosformadoscondq2p~y DNA detimo deternera.

Todoslos experimentosse realizaronen tampónP (condiferentesconcentracionesdeNací) y a25.0 ±
0.1 0c. El mejorajustelineal a losdatosexperimentaleseslogk.rO.70log[Nafl+3.79.
Tiemposdevidadelcomplejo(z=l/kd).

La ecuaciónde la rectaresultantedel ajusteala representacióndoble-logarítmicaes:

logk~ = 0.7Olog[N¿t] + 3.79

El valorde la pendienteestimadoseencuentrapor tantodentrodelos predichospor

la teoríade condensaciónde contraionesparaun intercalantedicatiónico (0.6-0.g)]3.¡4.61

por lo queseconlirmaunavez másel modointercalativode uniónde estadroga.

El análisis de las cinéticasde disociación permite obtener información adicional

acercadeltiempo devida del complejo dq2pyp-DNAy del mecanismode uniónde esta

droga. Las constantesde disociacióndel dq2pyp resultan ser aproximadamentedos

órdenesde magnitud mayores que las del propidio existentesen la bibliografia a

cualquier fuerza iónica (la recta obtenida para el propidio es

logk~ = 0.85[logNa~] + 1.35). Leupin et. al investigaron mediante ‘H-RMIN la

influencia de los grupos amino del etidio en las constantesde disociación de esta

molécula.83Paraderivadosdel etidio carentesdelgrupoaminoenposición 8, perono en

posición 3, se observóa 35 oc y 100 mM NaCí que los complejoscorrespondientes

mostrabanintercambiorápido (t < 1 ms), mientrasquetanto parael etidio como para

derivadoscon grupo amino en posición 8 en estascondicionesel intercambio era

intermedio(2 < t <3 ms). Finalmente,a bajatemperatura(c 17 0<2 parael etidio) este

último grupodemoléculasmostrabaintercambiolento (: = 10 ms).

El valor extrapoladoa 100 mM NaCídel dq2pypesde 0.8 ms (a 35 0(3 seriaaún

menor),mientrasque el obtenidoparael propidio a 20 CC en la referencia61 esde 220
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ms (a 17 oC seríaaúnmayor). Por tanto, pareceque los grupos amino en fenantridinas

dicatiónicas tienenun efecto similar en los tiemposde vida de los complejosque el

observadoen fenantridinasmonocatiónicas.Podríaademássugerirsequeesla ausencia

de un grupo amino en posición 8, y no en posición 3, la causadel intercambiorápido

observadoenel dq2pyp.

A partir de la dependenciaconla concentraciónde ion sodio de las constantesde

equilibrio de asociación(ver 3.4.8) y cinéticasde disociacióndescritasen esteapartado,

esposibledeterminarlas correspondientesconstantescinéticasdeasociación a cualquier

fUerza iónica:

1ogk~ =logK~+logk4 = t0~~z+ irn4Na~]+ íogK6(O)+ ólogk4 1N~lk(o)
aío4Ña~1)

donde sustituyendo los valores correspondientesa las distintas magnitudes

proporcionala siguienteecuación:

1ogk~ = —l.06log{Na~]+ 5.53

En la Tabla 3.VI se comparanlos valores experimentalesde las pendientesde las

constantesde disociacióny asociaciónconlos predichosa partir de diferentesmodelos

cinéticos
6’ (ver 2.2.4).

TABLA 3.41 Pendientesexperimentalesy teóricasderepresentacionesde¡ogk~ vs. log[jNaj y de¡ogk.
vs. log[Nal paraeldq2pyp.

m=númerode paresiónicos formadostras la intercalaciónde la drogaen elDNA (¡.85parael dq2pyp,
ver 3.4.8).w=númerodeparesiónicosen el complejode condensación.f=O.76ftacciónde contraiones
asociadosporcondensaciónenelDNA nativo.

El primer modelo al cual hace referencia la Tabla anterior lleva implícito un

mecanismode unióndirecta,en el quehayun pasorépido correspondientea la apertura

de la hélice, seguidode otro lento correspondienteala intercalacióndirectade la droga,

que es atraídapor interaccioneselectrostáticasapantalladasconel DNA abierto. Al ser

el segundopaso la etapalimitante del proceso,se puedeconsiderarel primero en una

situaciónde preequilibrio. Por el contrario,en el modelo 2 el pasorápido correspondea



66

la condensaciónde la drogaen el DNA (con la correspondienteliberaciónde contraiones

sodio),quees seguidopor un paso lento consistenteen la aperturadel DNA en el sitio

de unión y la consiguienteintercalación. Mientras queel primer modeloprediceuna

mayordependenciacon la [Naj parala disociaciónque parala asociación,el segundo

predicelo contrario,quees lo quede hecho seobservaexperimentalmente.El acuerdo

conel modelo 2 aumentasi seconsideraqueel númerode paresiónicos formadosen el

complejode condensaciónes igual afi m, es decir, el esperablesi la unión fuera simple

condensación,y no m simplemente,quecorrespondea los paresiónicos en el complejo

de intercalación. Por tanto, un mecanismode intercalaciónbastanteprobablepara el

dq2pypvendríadescritopor las dossiguientesreacciones:

dq2pyp + DNA dq2pyp~DNA+l .O7Nat

dq2pyp~DNA —* [dq2pypxDNA]¡M+0.31Na~+0.28Na~

dondedq2pypDNA representael complejode condensación,y [dq2pypDNA]ím el

complejode intercalación. El númerototal de contraionesliberadosesde 1.66, enbuen

acuerdoconel obtenidocomopendientede la representaciónde logK>, vs. log[Na~.

Por otra parte, los valoresextrapoladosa 0.2 M y 0.5 M NaCí de la k. del dq2pyp

(respectivamente1.8 x 106 141~1 y 7.1 x iO’ 141~.1) son del mismo ordende magnitud

que los obtenidos experimentalmentepara el propidio en esas condiciones

(respectivamente1.1 x 106 M’s’ y 3.1 x lo5 M’s’).6’ Sin embargo,los valoresparael

dq2pypsonaproximadamentedosvecesmayoresquelos delpropidio. Estadiscrepancia

dentro del mismo orden de magnitud podría indicar que si bien el mecanismode

intercalaciónen ambasdrogases el mismo, en el caso del dq2pyp existiría unamayor

facilidad en la creación de un sitio de intercalación apropiado. A partir de las

simulacionesdedinámicamolecularde ambasdrogas(ver 3.4.5) esposibleobservarque

mientrasqueel dq2pyp escapazde adoptarmúltiples orientacionesdentrodel sitio de

intercalación,el propidio tieneun posicionamientomuchomásrestringido,debidoa que

rellena completamenteel sitio de intercalación. Por tanto, cabria esperarque la

proporciónde sitios abiertosenel DNA con la geometríaapropiadapara intercalarla

droga fuera mayor en el caso del dq2pypque en el caso del propidio, originando la

diferenciaobservadaen las constantescinéticasdeasociación.

Aparte de la uniónpor intercalación,no puededescartarseun modo territorial de

asociacióna muy bajas fuerzasiónicas, sobre todo teniendoen cuenta la naturaleza
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dicatiónica de los viológenos. Para conciliar este modo adicional de unión con la

existenciade un punto isosbésticoen las titulacionesespectrofotométricas,habríaque

suponerqueel espectrodela formaterritorialmenteunidaesigual al de la intercalada.

3.4.3 Especificidadporparesde basesGC alternantesdel DNA

La especificidadde basede los viológenos se estudió mediante isotermasde unión a

polinucleótidossintéticos. Considerandola máximaafinidaddel dq2pyppor el DNA, se

utilizó estadrogacomo modeloparatodala serie.
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Figura3.14. Isotermasde unión de la interacciónde dq2pyp con poly[d(GC)]2 (cuadrados),DNA de
tuno de ternera (círculos blancos), y poly[d(AT)]2 (triángulos negros). Detalle: isotennas con
poly(dG>~poly(dc) (círculosnegros)y poly(dA)~poly(dT) (triángulosblancos).Todos los experimentos
entampónPya25.0 ±0.1

0c. Superpuestosabspuntosexperimentalessemuestranen líneacontinua
losmejores ajustesde lasecuacionesdeMcGhee-vonHippel.

La Figura3.14 muestralas representacionesde Scatchardde la interaccióndel dq2pyp

conlos heteropolímerosalternantespoly[d(GC)]z y poly[d(ATfl
2, asícomoconDNA de

timo de ternera(previamentedescrita,ver 3.4.1 y Figura3.10). En el detallede dicha

figura semuestranasimismolas isotermascon los homopolimerospoly(dA)poly(dT) y

poly(dG)poly(dC).Juntocon lospuntosexperimentalessemuestran,entodos los casos

y en líneacontinua, los mejoresajustesde las ecuacionescooperativao no cooperativa

de McGhee-vonHippel, dependiendodel polímero.Los parámetrosde unión estimados

sepresentanen la Tabla3.VII.

TABLA 3.VII. Valor de losparámetrosdeasociaciónde dq2pypconDNA detimo terneray diferentes
polinucleotidossintéticos,entampónPya25.0±0.1 oc.

¡ k..,x lO~/lW’
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1 0.45

063 ~!MU0.40

Tomadode la Tabla 31V.
— En estoscasosse ajustó la ecuación no cooperativade McGhee-vonHippel; la utilización de la
cooperativano resultóen unamejorasignificativadel ajuste.

A partir del análisisde estatablaesposibleconcluir queel dq2pyptiene unaimportante

preferenciapor paresde basesGC alternantes,ya que la constantede asociacióna

polyld(GC)] (2.42 x í05 M’) escuatrovecesmayorquea poly[d(AT)J (0.63 x í05 Nf

¶)~ La constantede asociaciónaDNA de timo de ternera,quetiene una proporciónde

basesGC del 42 %, esintermediaentrelos anterioresvalores,tal y como cabriaesperar.

Las constantesde asociacióna homopolinucleótidossonde aproximadamenteun orden

de magnitud menores en comparación con las de los correspondientes

heteropolinuclcótidos:0.26 x io~ NY’ paraelpoly(dGypoly(dC), y 0.18 x IO~ it para

el poly(dA)poly(dT). Por tanto, el ordende afinidadesresultantees: poly[d(GCfl2>

DNA de timo de ternera>poly[d(AT)]
2> poly(dCi>poly(dC)> poly(dA>poly(dT). En

todoslos casosel tamañodel sitio de uniónesde aproximadamentedosparesde bases,

tal y como se esperaríade un intercalantequesiguieraun modelo de exclusiónveema.

Las constantesde cooperatividadson 1 (unión no cooperativa)o ligeramentemenores

(uniónligeramenteanticooperativa).

3.4.4 Intercalaciónparcialy asimétricadelas tresdrogasen el DNA

Una vez demostradoexperimentalmenteel modo de unión por intercalaciónde los

viológenos,esposibleutilizar cálculosde campode fuerzasparaestudiarla estructuray

dinámicadelos correspondientescomplejosdroga-DNA.

Estudiosde ensamblado(“docking”) indican que existen para las tres drogas

(dq2pyp,dq3pypy Me2pyp)múltiplesposicionamientosde mínimaenergíano enlazante

en el sitio deintercalación. Ello esdebidoa quela fenantridina(partedela moléculaque

estaríaintercalada),al no tenergruposaminocomo el etidio,no rellenacompletamenteel

espacioen dicho sitio. En las estructurascristalográficasdel etidio con dinucleótidosse

observaque sus dos gruposamino interaccionansimultáneamentecon los esqueletos

azúcar-fosfatode sendascadenasde DNA.
72 Por el contrario, enlos viológenossólo es
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piridina interacciona con la pared superior del surco menor, orientándose

aproximadamenteparalelaa la misma. La cadenadialquilo chocacon el grupo amino de

la guaninasuperior, impidiendo unamayor inserción. Considerandoel dq3pyp, el eje

longitudinalde la fenantridinaes paraleloal del par de basesinferior. La inserciónes

menor,debido a que la cadenadialquilo es másvoluminosa. Se observande nuevo

interaccionesde vanderWaalsentrela piridina y la paredsuperiordel surco menor. Por

último, elMe2pypseorientaparalelamenteal eje queconectalos fosfatos,peroel metilo

dela piridina impide la penetraciónde la droga(en comparacióncon el etidio) en el sitio

de intercalación,tanto si se orientahacia arriba como haciaabajo (no mostrado). En

definitiva, parece que por una parte la ausenciade grupos amino que rellenen

completamenteel sitio de intercalacióny que interaccionencon los fosfatos permite

orientacionesde las drogasno paralelasal eje queconectalos mismos,y por otraparte

quelas cadenasdialquilo o los metilos impidenunatotal inserciónenel sitio.

Esta intercalaciónparcial y asimétricade los viológenospodría explicar la menor

viscosidada saturaciónde estasdrogasen comparacióncon la del etidio (ver 3.4.2,

Figura 3.11). Al intercalarseprovocaríanuna curvatura en la doble hélice, lo cual

resultaría en un menor incremento del tamaño hidrodinámico del DNA tras la

intercalación,encomparaciónconun intercalante“clásico”.

Las minixnizacionesde energíatambiénpredicenun menor desenrollamientode la

hélice por partede los viológenos: mientrasque los ángulosde desenrollamientopor

intercalacióndel dq2pyp,dq3pypy Me2pyp sonde respectivamente~l9o,-18” y -19”, el

del etidio esde-23” (el experimentalparaésteesde-26”).~~ Comoconsecuenciade este

menordesenrollamiento,el plegamientode los azúcarescambia: aunquesemantieneen

generalun modelo de plegamientomixto QE-3’,5’-2E), los azúcaresde las citidinas se

desvíanhaciaconformaciones0E o
4E.

Sí secomparanlas energíasde unión de los diferentesviológenosa estasecuencia

(Tabla3.VIII), seobservaunabuenacorrelaciónconlas correspondientesenergíaslibres

de unión, sugiriendo que las diferencias entre éstas podrían explicarse en base

principalmenteafactoresentálpicos.

3.4.5 Especificidaddebasedeldq2pypdesdeel puntodevistamolecular

Dado queseha investigadodetalladamentela especificidadde basedel dq2pypmediante
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isotermasde unión a polinucleótidos sintéticos, se realizaronestudiosparalelosde

ensamblado/mininiizaciónde energía/dinámicamolecular(cuyo protocolosedescribeen

2.3.2.1) al objeto de obtener información sobre la estructura y dinámica de la

intercalaciónde esta droga en las secuenciascorrespondientes.En la Tabla 3.IX se

muestranlas energíasde unión (AE), de interacción~ de desestabilizaciónde la

doble hélice (Ea,) y de desestabilizaciónde la droga (Eu) para la intercalacióndel

dq2pypen el pasocentralde diferentesdecanucleótidos.Las secuenciasmodeladasson

las presentesen los polinucleótidossintéticosutilizadosen las isotermasde unión, y los

complejosresultantesse denotanpor un código descrito en el pie de dicha Tabla.

También se presenta,para cada complejo, el máximo MSD alcanzadodurante las

dinámicasmolecularesobtenidasutilizando como coordenadasiniciales las estructuras

minimizadaspreviamente.Esteparámetroda ideade la movilidad de la drogaen el sitio

de intercalación. Asimismo, en la Tabla 3.IiX serecogenlos correspondientesvalores

paracomplejosequivalentesconpropidio. Estafenantridinadicatiónicase utilizó como

control, al igual que en otros apartados. A continuaciónse describenlos resultados

correspondientes, agrupados según secuencias correspondientes a diferentes

polinucleótidos.

Secuenciascorrespondientesa polv[d(GC)1z. Para cadauna de las dos secuencias

correspondientesa poly[d(GC)]2 existen dos orientaciones de mínima energía,

caracterizadaspor tener la piridina contactandola pared superiordel surco menor

(complejossmcgsy smgcs)o la paredinferior de dicho surco(complejossmcgiy smgci).

La razónparaestasdos orientacionespareceserel surcomenorrelativamenteabiertode

estassecuencias(Figura3.16),quesólopermitiríala interacciónde lapiridina conunade

susparedes.La interaccióncon la paredsuperiorpareceserenergéticamentepreferida,

tanto parael pasoCpG como para el GpC (Tabla 3.IX). El intercambioentredichas

orientacionesseríarelativamentefácil a 300 K, ya queen la dinámicamolecularde smcgl

la drogaseencuentraen todo momentoen orientacións, mientrasqueen unadmámica

de smcgs sin fasede calentamiento(datosno mostrados)la drogase desplazódurante

los primerospicosegundoshaciauna orientacióni, en la cualpermanecióel resto de la

simulación. Estefácil intercambiopodríaexplicarseconsiderandoque sólo esnecesario

un ligero cambioconformacionalenel DNA parapasardeunaorientacióna otra,puesto

que la RMSdev entre los sitios de intercalaciónde smcgs y smcgi es de sólo 0.48,
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mientrasque entre smgcsy smgcies de 0.44. La movilidad de la drogaen el sitio de

intercalaciónesmoderada(máximo MSD entre4.44 y 7.69, Tabla 3.IX), y mayorpara

los complejosde tipo s. Asimismo, la drogaparecepreferir energéticamenteel paso

CpU sobreelGpC(Tabla3 IX), debidoa unamuybajaenergíade desestabilizaciónde la

hélice,quecompensalamenorenergíadeinteraccióndeestassecuencias.

Secuenciascorrespondientesa polv¡d(AT)12. En este caso sólo se obtiene un único

complejoparacadasecuencia(smatandsmta,Figura3.16),debidoa queel surcomenor

es estrechoy sus dos paredesinteraccionansimultáneamentecon la piridina, que se

encuentraenposicióncentral. La movilidaddela drogaesdenuevomoderada(máximo

MSD entre4.66 y 5.69,Tabla3 IX), a pesarde quedurantelas dinámicasmolecularesel

surco se abre(aunqueen promediosiguesiendomás estrechoqueel de las anteriores

secuencias).La uniónestáfavorecidaenergéticamenteparael pasoApT sobreel TpA,

debidoprincipalmenteaunamayorenergíadeinteracción(Tabla3JX).

Secuencias correspondientesa polv(dGVoolv(dC). Otra vez se obtienen dos

orientacionesde mínima energíapara cada secuencia(smggs,smggi, smccsy smcci,

Figura3.17). Tanto smggscomosmccicorrespondena estructurasdondela drogasólo

seintercalacompletamenteen la cadenade poly(dG), mientrasque las dos citosinasde

poly(dC) estánsólo parcialmentedesapiladas.Durantelas correspondientesdinámicas

molecularesla drogaconservaestemodosemiintercaladode unión, y presentamovilidad

restringida(máximo MSD de 3.01 y 3.10, respectivamenteparasmcci y smggs). Los

otrosdos complejos(smggiy smccs,Figura3.17)estándesfavorecidosenergéticamente

(Tabla 3.IJQ, y presentanintercalaciónnormal. Sin embargo,durantelas dinámicas

moleculareslos complejos adoptanun modo semiintercaladode unión, similar al

observadocon smggs y smcct y de nuevo la droga muestra movilidad restringida

(máximoMSD de 3.50y 3.25, respectivamenteparasmggiy smccs,TablaIX). Entodas

las estructurasde mínimaenergíael surco menores algo másestrechoque el observado

en las secuenciasalternantes,y el propellert-wist estambiénmásnegativo.

Secuenciascorrespondientesavolv(dAVvolv(dT). Al igual queocurríaen las secuencias

correspondientesa polyljd(AT~J2, debido a que el surco menor es estrechosólo se

obtieneun único complejo de mínima energíaparacadasecuencia(smaay smtt,Figura

3.16). La piridina se dispone centralmente,interaccionandocon ambasparedesdel
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surco. De los dos complejos,smaaesligeramentepreferidoenergéticamentesobresmtt,

perolas diferenciasen las energíasde desestabilizaciónde la hélicey de interacciónson

muy pequeñas.En estasestructurasse observaun propeller twist muy negativo, y la

movilidadde la drogaesmayorqueenlas demássecuencias.

3.4.6La uniónporsurcomayorestádesfavorecida

La inspecciónde la TablaIX sugiereasimismoque la intercalaciónde la drogavía surco

mayor (todos los anteriores complejos han sido intercaladospor el menor) está

desfavorecidaenergéticamente(complejos sMcg y sMat) en aproximadamente10

kcal/mol.Analizandolas interaccionesdroga-DNA seconcluyequeesteefectoesdebido

principalmentea la ausenciade interacciónpiridina-surco,ya que en estoscomplejosla

piridina quedaexpuestaal disolvente.

3.4.7 El modeladomolecular predice una unión enant¡oespecffieadel dq2pyp y del

dq3pyp al B-DNA

Todoslos estudiosde minimizaciónde energíay dinámicamoleculardescritoshastael

momento sehan realizado con el enantiómeroS de las drogas. Si estosestudiosse

extiendena los enantiómerosR, se concluyeque la unión de éstosestádesfavorecida

energéticamentey poseeunageometríade intercalacióndiferente.

Considerandoel dq2pyp,las energíasde uniónobtenidasconel enantiómeroR son5-

9 kcal/mol menos negativas que las de los correspondientescomplejos con el

enantiómero8 (Tabla 3.IX). La razónde esta diferenciase encuentraen una menor

energíadeinteracción,quea suvezesdebidaa que la pñidinaen estetipo de complejos

estáexpuestaal disolventey no interaccionaconningunade las paredesdel surco. Este

efectoesparticularmenteimportanteen los complejosrmtay rmat, dondela disposición

de la piridinano alineadaconel surcoprovocauna aperturadel mismo (Figura3.17). En

el caso del complejo rmcg adicionalmentese observaun aumentode la energíade

desestabilizaciónde la hélice (Tabla3 .IX).

Lasdinámicasmolecularesconcompl~osdel dq2pypde tipo r muestran(exceptoen

el casodel rmat) grandesvaloresde máximo MSD, y por tantouna alta movilidad en el

sitio de intercalación. Durantelas simulaciones,la drogarota alrededorde sunormaly

en ciertosmomentosadoptaunageometríadondeel eje longitudinalde la fenantridinase

disponeperpendicularmenteal queconectalos fosfatosdel sitio de intercalación,con el
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plano de la piridina paraleloal suelo del surco menor (Figura 3.18a). Algunas de las

estructurascon estetipo de disposición“perpendicular”muestranasimismoa la cadena

dialquilo y partede la piridina intercaladasentre los paresde bases(Figura 3.1 8b),

sugiriendoun camino cinético por el cual el DNA podría catalizar la interconversión

entre los enantiómerosmediante la estabilizaciónde la conformación completamente

plana del dq2pyp. Al objeto de estudiar la estabilidad de esta nueva geometría

perpendicularde intercalaciónsugeridapor las dinámicas moleculares,se realizaron

estudiosadicionalesde la mismapor ensamblado/minimizaciónde energía. El complejo

resultante(rpcg, Tabla 3.1K y Figura3.17), estátodavíadesfavorecidoenergéticamente

respectoa smcg,aunqueesmásestablequeel correspondientecomplejode intercalación

“paralela”.

Por tanto, los estudios comparativos de modelado molecular con los dos

enantiómerosdel dq2pyp sugierenque la intercalaciónde S-dq2pypen B-DNA está

favorecidarespectoa la de R-dq2pyp. El primer enantiómerotendríaun modo de

intercalación“paralelo”, mientrasque el segundofluctuaríaentre el anteriory un modo

de intercalación“perpendicular”. Asimismo, las secuenciascon paresde basesAT

discriminarían más entre ambosenantiómerosque las de pares de bases OC (ver

diferenciasde energíasentrelos correspondientescomplejosde tipo r y detipo s).

Considerandoel dq3pyp, la energíade uniónparala intercalacióndel enantiómero8

por el surco menordel pasoCpU centralde la secuenciad(CGCGCGCGCG) es 1.8

kcallmol másnegativaquela del enantiómeroR. En el pasoTpA centralde la secuencia

d(CATATATATG) la diferenciade energíasde unión es de 3.5 kcal/mol. Analizando

las distintascontribucionesala energíadeunión, seconcluyeque en ambassecuenciasla

diferencia reside principalmenteen el componentede van der Waais de la energía

intermolecular,ya que el electrostático,asícomo la energíadedesestabilizacióndelDNA

y de la drogasonsimilaresparaambosenantiómeros.La inspecciónde las estructuras

deloscomplejosminimizadospermitever quemientrasquela piridina del enantiómero8

interaccionaconla paredsuperiordel surco menor, la del R estáexpuestaal disolvente.

Es estecontactoel queresultaen un componentedevanderWaalsmásfavorableparael

enantiómero8. Estos resultadossugieren asimismoque la enantioespecificidadsería

mayor con pares de basesAT que OC; la razónseríaque mientrasque en éstosel

enantiómero8estaríaparcialmentedesfavorecidofrenteal R por choquesestéricosde la
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cadenadialquiocon los gruposamino protuberantesen el surco menor,no existiría tal

problemaconlos paresAT.

Las energíasde unión calculadaspara ambos enantiómerosdel Me2pyp son

prácticamenteiguales(Tabla3.VIII), sugierendoqueno existeenantioespeciflcidadenla

uniónde estadrogaal DNA. Segúnesto, sumenorconstantede asociaciónen relación

con la del dq2pypseríadebidaalos choquesestéricosdel grupoN-metilo conel parde

bases superioro inferior del sitio de intercalación (dependiendodel enantiómero),

impidiendo una mayor inserción en el mismo, y no a la existenciade un enantiómero

establedesfavorecidoenla unión.

TABLA 3.IX. Energíasde unión y sus componentesparala interacciónpor intercalacióndel dq2pyp
condiferentesdecadesoxinucleótidosenconformaciónE, calculadaspor mecánicamolecular. También
semuestrael máximo MSD de la drogade las simulacionesde dinámicamolecularen vacioobtenidas
utilizandocomo coordenadasinicialeslos complejosrefinados. Todaslasenergiasenkcal/mol.

Lasestructurassedesignancomo (s/r)(m/M)(xy)(uIlI). La primeraletraindicael enantiómerousadoen
elmodelado(s correspondea S, r a 1?). La segundaletracorrespondeal surcodesdeel cualla drogase
intercalaQn parael surcomenor,Mpara el mayor). Las dossiguienteshacenreferenciaa la secuencia
del decadesoxinucleátido: gc para d(GCGCGCGCGC)2, ta para d(TATATATATA)2, ge para
d(GGGGGGGGGGYd(CCCCCCCCCC),etc; la drogase intercalaentrelos paresde basescentralesde
estassecuencias(nucleátidossubrayados).La quinta letra,en aquelloscasosdondeaparece,se refiere a
la pareddel surcomenorqueestáencontactoconelanillo de piridina,paraunadisposiciónverticaldel
complejovisto porel surcomenory conla cadenaalquil delantedel planodela fenantridina:sindicala
paredala izquierdadeladroga(complejodeparedsuperior), i indicalaparedaladerechade ladroga
(complejodeparedinferior), y cuandono apareceletraen esaposiciónsignificaunadisposicióncentral
delapiridina.

Ein = Energía de interacciónno enlazanteentre la droga y el polinucleotido en el complejo
minimizado,quepuedeexpresarsecomo sumadelas contribucionesde interacciónde van der Waals
(Evdw) y electrostática(Ecí).
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1Edh = Energíade desestabilizacióndela doblehélice, calculada como la diferencia entre las energías
potencialesdel oligonucleótidoen el complejoy en conformación Bminimizada.
“Ud = Energía de desestabilizaciónde la droga, calculada como la diferencia entre las energías
potencialesde la droga en el complejo y minimizada aisladamente.
‘AE = Energíade unión = Em + Edh+ Md.
liPara su definición, ver 2.3.2,1.

3.4.7 Verificación experimental de la unión enantioespeciflca a B-DNA de los

viológenus

El espectro de DC del dializado de dq3pyp racémico unido a DNA de timo de ternera

aparecerepresentadoen la Figura3.20 (triángulos).Paraesteexperimento,2 mi de una

disoluciónde dq3p~racémico(0.8 mM) y DNA (0.8 mM) en tampón P sedializaron

durante48 horasa 4 0C frentea 3 ml del mismo tampón. El espectroresultantemuestra

máximos a 420 y 285 nm, y mínimos a 350 y 245 nm; considerandoel espectrode

absorcióndel dq3pyp (detalle), se aprecia que los mismos se correspondencon los

máximosde absorciónde la droga. Si seelimina el DNA presentedentrode la bolsade

diálisismedianteprecipitaciónporadiciónde ácidoperclóricoseguidade centrifugación,

el sobrenadantepresentaun espectroigual pero cambiadode signorespectodel anterior

(Figura 3.20, cuadrados).Estosresultadosindicanqueha habido un enriquecimientoa

ambos lados de la bolsa de diálisis de enantiómeros opuestos del dq3pyp, y que por

tanto la droga se une enantioespec(ficamente al DNA. Experimentoscontrol en los

cualesel DNA sedializa sin drogano presentanabsorciónen el dializado,demostrando

que no existe fuera de la bolsa de diálisis DNA que por interaccióncon la mezcla

racémica pueda dar lugar al dicroísmo observado (que entonces sería dicroísmo

mducido). Por otra parte, el dicroísmo inducido sobre la muestra racémicapuede

medirsepreviamentea la realizaciónde la diálisis, y resultasercompletamentedistinto a

losdedentroy fuerade la bolsadediálisis (Figura3.20,círculosabiertos).



77

IS 3

1.. 10 2
o
E
0 5 1

u
E o os

a
<4 <0

—5 —1~a
o, —

—10 —2 ~

.4

—15 ~, —30.
5

—4—’
• —20 200 250 ~OO 350 tao ¿so 500

—25 .0. ..a...tj .0.
220 260 300 340 380 420 460 500

X (nmP

Figura 3.20. Espectrode DC del complejo DNA-dq3pyp antes de ser dializado (círculos blancos), del
dializado de dicho complejo (triángulos) y del dq3pyp presente dentro de la bolsa de diálisis tras
eliminar el DNA (cuadrados). Los datos se expresanen elipticidades molaresreferidasa concentración
total de droga, calculada por medidas de absorbanciay utilizando e3~= 9500 tvV’cm’. En el casodel
complejo DNA-dq3pyp la elipticidad está referida a la concentración total (droga + DNA). Detalle:
espectrode absorcióndel dq3pyp en tampón P.

Mediante cromatografiade afininidad en celulosa-DNA es posible separarambos

enantiómerosa escalapreparativa. En la Figura3.21 se muestraun cromatograma

típico,endondeseregistrala eluciónmidiendola absorcióna 366nm y el DC a 350 nm.

La columna,de 13 cm de longitud y 1.6 cm de diámetro,se equilibra inicialinentecon

tampón P, 30 mM NaCí. A continuaciónse cargan 1.5-2 mg de mezclaracémicade

dq3pypdisueltaen el mismotampón. Con estaconcentraciónde sal, el enantiómerode

menor afinidad no es retenido en la columnay sale a un volumen de elución de

aproximadamente150 ml. Enestemomentosecomienzaa pasarpor la columnatampón

P, 100 mM NaCí, que provocala elución del enantiómerode mayor afinidad a un

volumen de elución de 300 ml. El hecho de que las eipticidadesinicial y final sean

igualesen valor absolutopero de signo opuesto,y que las áreasbajo ambospicos de

absorciónseansimilares,indicanquelos enantiómeroshansido bienresueltosy aislados

congranpureza. De hecho,los espectrosdeDC de los enantiómerosseparados(Figura

3.21, detalle), aunque cualitativamentesimilares a los de la diálisis, presentanuna

considerablementemayor elipticidadmolar. A partir de los espectrosde DC és posible

estimar las elipticidadesmolares del (supuesto)enantiómeroS:0245=90000, 0

65000, 035@:8500y 9420=-6800gradcm
2 dmot1.

En el casodel dq2pyp,el dializado delracémicoen presenciade DNA en las mismas

condicionesque el dq3pyp no muestradicroísmo circular, ni tampocoel interior de la
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bolsade diálisis traseliminar el DNA. Las cromatografiasen celulosa-DNAdel dq2pyp

realizadasen las mismascondicionesquelas descritasanteriormenteparadq3pyp y a 4
0C presentandos picos (Figura 3.22) : una primera forma de la droga es eluida

directamentea 30 mM NaCí, quedandoretenidauna segundaforma, queparasepararse

de la columnarequierela adiciónde sal a unaconcentraciónde 100 mM. Sin embargo,

las muestrasobtenidaspresentanun espectrode DC no reproducible y de escasa

magnitud. Posiblementela únicaexplicaciónaestosresultadosseríasuponerquelos dos

enantiómerosde estadrogase unende nuevo enantioespecfficamenteal DNA (lo que

explicaría la retenciónselectivade los enantiómerosen la columnade DNA-celulosa),

pero que el hecho de tenermenor energiade interconversióndaría lugar a una rápida

racemización que impediría la obtención de los enantiómeros puros estables a

temperaturaambiente. En el experimentode la bolsade diálisisexistiríaun reequilibrado

enantioméricocontinuode la drogaa medidaquesalierafuerade la bolsade diálisis, de

modo queen todo momentose tendríala mezclaracémicaa ambosladosde la bolsade

diálisis.
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Figura3.22. Perfilde elución deuna cromatografia dedq2pyp racéinicoen celulosa-DNA.

Portanto,unaposiblerazónadicionalde la menorconstantede asociacióndel dq3pyp

en comparacióncon la del dq2pyppodríaser el hecho de que sus enantiómerosson

establesfrentea la interconversiónen el tiempoen que serealizala isoterma,de modo

que la constantede asociaciónmedidaseríamenorque la del enantiómerode mayor

afinindad. Por el contrario,enel casodel dq2pypse produciríaun enriquecimientode la

disoluciónenel enantiómerodeuniónfuerteamedidaqueseañadieraDNA a la misma.
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Llegados a este punto, cabe discutir el modo de unión de cada uno de los

enantiómerosde dq2pypy dq3p>~por separado.Lasmininiizacionesde energíaindican

queambosenantiómerospuedenintercalarseen el DNA, aunqueel S esté favorecido.

Los experimentosde dicroísmolineal fueronrealizadosen condicionesen las cualescabe

suponerque toda la drogaestáunida al DNA, puestoqueésteestabaen excesoy los

experimentoscromatográficosindican que en ausenciade sal ambos enantiómeros

interaccionancon el DNA (paraeluir uno de los enantiómerosde la columna,dondeel

DNA estáen exceso,fué necesarioaumentarla concentraciónde NaCíhasta30 mM).

El espectrode dicroísmolineal reducidodel dq3pypesnegativoy constanteen toda la

región 13V-visible. Esto significa que todos los momentosde transición se disponen

perpendicularmenteal eje de la hélice. Si uno de los enantiómerosno estuviera

intercalado,considerandoquelos momentosdetransiciónseencuentranen el plano de la

fenantridina,algunosde ellos no seríanperpendicularesal eje del DNA, y por tanto se

observaríaun dicroísmo lineal no constante,que podría en ciertas zonasser incluso

positivo. De modoqueel espectroobservadopermiteconcluir queambosenantiómeros

de dq3pyp seunenporintercalación,al menosen estascondicionesde fuerzaiónica. En

cuantoal dq2pyp,cabendos interpretaciones.Si en las condicionesde excesode DNA

utilizadastoda la droga existe como enantiómero(supuestamente)S, lo único que se

podráconcluir es que este enantiómerose unepor intercalación. Si por el contrario

permanececierta proporciónde enantiómero(supuestamente)R, la conclusiónseráque

ambosenantiómerosseintercalanen el DNA. De todasformas,teniendoen cuentala

similitud estructuralentredq2pypy dq3pyp,no cabeesperarquehayaun enantiómerode

dq2pypqueno seuna por intercalación,cuandoambosenantiómerosdel dq3pypsilo

hacen.

La verificación experimentalde la enantioespeciflcidaddel Me2pyp no fue posible

debido a la escasacantidaddisponible, y a su inestabilidaden experimentosde larga

duración. De todas formas, el modelado molecular sugiere que dicha

enantioespecificidadesmuy pequeñao nula.

3.4.8 Efectodepolielectroito. Disecciónde la energíalibre de unión del dq2pyp al

DNA

Dado queel dq2pyp es, de toda la serie,la drogaque mayor constantede asociación
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presenta,seha utilizadocomo sistemamodeloparaanalizarla contribuciónde diferentes

fuerzastermodinámicasa la estabilizaciónde su complejocon el DNA, en particular el

efectode polielectrolito.
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Figura3.23. Representacióndoble logarítmicade la dependenciacon la concentraciónde [Nal de las
constantesde asociacióndel dq2pyp con DNA de timo de temen a 25.0 ± 0.1 0C El mejorajuste
lineal se muestra superpuestoa lospuntos experimentales.Detalle: representacionesde Scatchardde las
cualesseha obtenidola anteriorrepresentación.Los tamponesde las isotermasson: P (círculos),Pío
(cuadrados),1>20 (seniiclrculos)y P30(triángulos).Superpuestoa los puntosexperimentalessemuestran
losmejoresajustesde la ecuaciónno cooperativade MeOhee-vonHippel (Uneacontinua).

La Figura3.23 muestraunarepresentacióndoble-logarítmicade logKb vs. log[Naj

correspondientea la interacciónde dq2pypconDNA de timo de terneraentampónP a

diferentesconcentracionesdeNaPF
6. En líneacontinuasemuestrael mejor ajustelineal

a los puntos experimentales. Las representacionesde Scatcharda las diferentes

concentracionesde sal se muestranen el detallede dichafigura, junto con los mejores

ajustes(línea continua) de la ecuaciónno cooperativade McCihee-von Hippel a los

puntosexperimentales.Losparámetrosdeunión estimadosserecogenen la Tabla3.X;

en todoslos casos,los tamañosde los sitios deunión sonsimilares(2.4 ±0.2 pb). La

ecuacióndela rectaresultantedel ajustees:

log Kt=-l .761og[Na~j+l.74

de dondese concluyeque 1.76 ionesNa~ unidosal DNA se liberanal intercalarse

unamoléculadedq2pyp.
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TABLA 3.X Dependenciacon la concentraciónde Na~ de los parámetros de unión del dq2pyp a DNA
de timo de ternera en tampón P y diferentes concentracionesde NaPF6. Todas las isotermas a 25.0 ±
o.¡ oc.

Los tampones PíO, P20 and 1>30 correspondena tampón P con diferentesconcentracionesde NaPF6
añadido: ¡0, 20 y 30 mM, respectivamente.En todoslos casosse utilizó para el ajuste la ecuaciónno
cooperativade McGheey von Hippel. El mejor ajuste lineal a los puntos experimentales resulta ser
lOgKb=-l .761og[Na’1+l.74.

Considerandoque el dq2pyp seune al DNA por intercalación,estoscontralonesse

liberantanto por formaciónde paresiónicos en el complejo,como por incrementodel

espaciado entre fosfatos como consecuenciade la intercalación. Estas dos

contribucionessepuedenestimarapartir delprimery segundotérminode (ver 2.2.2)61

álogK~

dlog[Na~] —

dondey y y • son las fraccionesde contraionesasociadaspor fosfato en las

conformacionesB eintercaladadel DNA (0.88y0.82, respectivamente),y dondem esel

numerodeparesiónicosformadosen el complejo. El valorresultantede paresiónicoses

de 1.85 2 (tal y como cabríaesperarde unadrogadicatiónica). Estevalorligeramente

inferior a 2 podría debersebien a la liberaciónsimultáneaa la intercalaciónde aniones

unidos a la droga,o bien a cambiosde hidrataciónen la droga y/o el DNA como

consecuenciade la formacióndelcomplejo. Lascontnbucíonesresultantesdeliberación

de contraionespor formaciónde paresiónicos e intercalacióna partir de la anterior

ecuaciónsonderespectivamente1.52y 0.24.

La energíalibre aportadaalprocesode intercalaciónpor estaliberaciónsimultáneade

contraiones(AG<~,) puedeestiniarsea cualquierconcentraciónde sal (ver 2.2.2 antela

siguienteecuación:
17

= e91ogK~ )RTliIrNa+

]

c9logf

dondeE esla constantede los gasesy T la temperaturaabsoluta.En la Tabla 3.XI
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semuestrala energíalibre de unión (¿NG) deldq2pypaDNA a unaconcentraciónde Na~

de 10.19 mM (tampón P), y las correspondientescontribuciones del efecto de

polielectrolito y restantes(AG~>). Estaúltima comprendeasimismolas contribuciones

de las interaccionesde van der Waals, efecto hidrofóbico, enlacesde hidrógeno e

interaccionesiónicas:

¿NG AGVdW + AGcii, + ~ + ¿NG11

En la mismatabla se muestrancomo comparaciónlas energíaslibres de diferentes

dicationesextrapoladaso interpoladasa la misma rNa’1: la fenantndmadicatiónica

propidio, y las fotonucleasasquirales A y A-Ru(phen)0~.

TABLA 3.XL Energíalibre de unión (Aa), juntocon la contribución a la misma del correspondiente
efectode polielectrolito (ACk,), y las restantescontribuciones(AG~~), de la interacciónde diversos
dicationesconDNA de timo deterneraa [Naj= 10.19mM.

rJL34~P!~fl>A~3 -1.24 1 >64 ~3~3j§ .333

Pendientede la recta dela representaciónde IogK~, vs. 1og[Na~].
Todoslos valoresdeenergíalibre seexpresanenkcal/mol.1Valorextrapoladoapartir dela refencia61, a25 oc.

Walorextraidode la refencia 82, a 20 0C.

Como puedeverse,el dq2pypes la drogapara la cual el efecto depolielectrolito es

proporcionalmentemás importante,contribuyendoen aproximadamenteel 67 % a la

energíalibre de unión total (en losdemáscasosestáentreel 50-54 %). Sin embargo,en

terminosabsolutosla AG~, mayor es la del propidio (debidoa su mayorpendiente),y

paraestadrogatambiénla contribuciónrestanteAG~ esla mayor. La menoruniónde

los dos enantiómerosdel Ru(phen)
3

2~en comparacióncon el dq2pyp es debidaa un

efecto de polielectrolito másdébil, ya quesusrespectivascontribucionesrestantesson

mayoresquela del viológeno.

Los estudiosde mecánica molecular previamentedescritos pueden ayudar a

interpretar la AAG~, observada entre el propidio y el dq2pyp. El valor

experimentalmenteobservadoesde aproximadamente3 kcal/mol. Considerandoqueen

promediolas energíasde desestabilizacióndel DNA y de la droga(respectivamenteE~,

y Eu) son similarespara el propidio y el dq2p~, la diferenciade energíasde unión
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obtenidas(¿N¿NE 9 kcal/mol)esdebidaa unamayorenergíade interacciónno enlazante

en el casodel propidio. Esta,a suvez, es debidaprincipalmenteal término de van der

Waals: la parteelectrostáticaesde nuevo en promedio similar para el dq2pyp y el

propidio, y el término de enlacesde hidrógeno,inexistente en el dq2pyp, es muy

pequeño. Los gruposamino del propidio, que permitenrellenarcompletamenteel sitio

de intercalación,así como la cadenaalquilamino,que interaccionacon la paredinferior

del surco menor, aumentanla superficie de contacto favorable con el DNA, y en

consecuencia,las interaccionesde vanderWaals.

Por otraparte,la extracciónconbutanoldel dq2pyp en complejoscon DNA detimo

de terneraesdespreciable,pero muy efectiva en el caso del propidio (resultadosno

mostrados). Estehecho indica queen el segundocasoel efecto hidrofóbico tiene un

importantepapel en la estabilizaciónde la unión, mientrasque en el caso del dq2pyp

tendríaunacontribuciónpequeñao inclusodesfavorable.

Es diificil estimarla importanciarelativade estascontribucionesa la ¿NGM,,, sobre

todo teniendo en cuentaque la energía libre del efecto hidrofóbico no ha sido

cuantificada. Por otra parte, si sesuponeque¿N¿NG~w=A¿NEv¿w,resultaque la energía

de vander Waalsda cuentaen excesode las 3 kca]Imol de ¿NAG~,, de dondesededuce

que esta contribución está sobreestimada. Asimismo, es posible que ¿NG<d, esté

subestimada,ya que en la parametrizacióndel campo de fuerzas parte de la

correspondienteenergíaestáimplícitamenteincluida en el los términoselectrostáticoy de

vanderWaals. Sepodríaconcluir, de todasformas, quela mayorAG~, delpropidio es

debidaprincipalmentea un aumentode interaccionesde vander Waals,aunquetambién

contribuiríantanto la formaciónde enlacesde hidrógenocomo un másfavorableefecto

hidrofóbicoen la unión.

3.4.9 Interacción débil conRNA de doble hélice

A diferenciade lo queocurreconel DNA, la unióndel dq2pyp y dq3pypconRNA de

doble hélice (poly(A>poly(U)) es de muy baja afinidad. La Figura 3.24 muestra

titulacionesespectrofotométricasde dq2pypy dq3pypconpoly(A)poly(U) entampónP

a 25.0 ± 0.1 0C, asícomo de dq2pypconDNA detimo de terneracomo comparación.

Puedeverse que la variación de la absorbanciacon la concentraciónde RNA es muy

tendidaen comparaciónconla variaciónconDNA, llegandoen el casodel dq3pypa ser
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comparableal error de la correcciónpor dilución. En cualquiercaso, estehecho hace

queno se hayapodido alcanzarla completasaturaciónde la drogapor RNA, ya que se

necesitaríanconcentracionesdeRNA muy altas. Esto indicaque la uniónesmuy débil, y

dehechono esposiblela obtenciónde representacionesde Scatchardreproducibles. Las

constantesde asociaciónsondelordende lo~ M’.
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Figura 3.24. Titulaciones espectrofotométricasde (a) dq2pyp con poly(A)~poly(U), (b) dq3pyp con
poly(A)~ poly(U) y (e)dq2pypcon DNA detimo deternera.TodasentampónP.

La Figura 3.25 muestratitulacionesviscosimétricasde poly(Aypoly(U) con etidio y

dq2pyp. Mientras que el etidio provocaun importanteincrementode viscosidadde la

disoluciónde RNA, en el casodel dq2pypla viscosidadse incrementasólo ligeramente.

Estopuedeexplicarsesuponiendoqueel dq2pypseuneal RNA no intercalativamente,o

que la unión fuera intercalativapero no clásica,provocandouna fuerte curvaturaen la

doblehélice.
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Figura 3.25.Titulacionesviscosimétricasde poly(A>poly(LJ) condq2pyp (circules) y etidio (triángulos).
EntampénP,a25.t±0.05 “C.

Estecomportamiento,tantode afinidadcomo de modo de unión, contrastacon el de
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otros derivadosde fenantridina,comopor ejemplo el etidio, que muestrauna afinidad

similar por poly(dA>poly(dT) que por poly(A>poly(U), uniéndoseen amboscasospor

intercalación.”

3.5 Fotoquimica con ácidos nucleicos de las drogas

3.5.1 Apagamiento de la luminiscenciay fotooxidación de las basesdel DNA

La luminiscencia de los viológenos es apagadapor DNA (Figura 3.26). Las

correspondientesrepresentacionesdeintensidadrelativa(10ñ) vs. concentraciónde DNA

muestranconcavidadhaciaarriba, sugiriendola existenciade apagamientoestático. La

concavidaddisminuye en el ordendq2pyp > dq3pyp > Me2pyp, lo cual posiblemente

refleje la diferente constantede asociaciónde las drogas. Diferentespolinucleótidos

sintéticos muestran representacionesde Stem-Volmer con estas características,

mdicando,por una parte, que todos los pares de bases son capacesde apagarla

luminiscencia,y por otra,quedichoapagamientoposiblementeseaigualmenteestático.

80 25
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Figura 3.26. Apagamiento de la lumnnscenczade los viológenos. (a) Intensidades relativas de
disoluciones5 iM dedq2pyp (a 556nm, círculos),dq3pyp (a 512 ¡mx, cuadrados) y Me2pyp (a 485 nm,
triángulos) en tampón Pya diferentesconcentracionesdeDNAtt. (b) Intensidadesrelativasa 556nm de
disoluciones 15

1xM de dq2pyp a diferentes concentraciones de poly[d(AT)l2 (cuadrados) y
poly(dG)poly(dC)(triángulos)entampónP.

Los nucleótidosGMP y AMP apagantambiénla fluorescenciade los viológenos.Las

correspondientesrepresentacionesde Stern-Volmer tanto de intensidadescomo de

tiemposde vida relativos son linealesparaconcentracionesde nucleótidoinferioresa 2

mM; las constantesde Stern-VolmerestimadasK51
9> y K

51P serecogenen la Tabla

3.XII. Esta linealidad sugierela existenciade apagamientodinámico. Sin embargo,al

serdiferenteslas constantesobtenidasa partir de representacionesde intensidadque a

partir de tiemposde vida, se concluyela existenciade apagamientoestático apartedel
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dinámico. En esecaso,y suponiendocomplejos 1:1 no fluorescentes,la representación

de intensidadrelativavs. concentraciónde nucleótidovendríadescritapor85

10 — ~ + (
_ — K+Ka ~ (r))[iY3Jp]KK(r)[.~yj~jp]2

dondeKa esla constantede asociacióndroga-nucleótido.Considerandoqueen el

rango de concentracionesestudiadaslas representacionesson lineales, se despreciael

término cuadrático,pudiéndosecalcular las constantesde asociación (Tabla 3.XIi) a

partirde Ke=KstKsv~t

TABLA 3.XH. Parámetrosde Stern-Volmer(Ks~)y constantesdeasociación(K
0) a (iMP y AMP de los

viológenos, obtenidosapaxluir derepresentacionesde ¡41y Vr vs. concentraciónde mononucleótido.

tEn tampónP. Representacioneslinealesen el rango de concentracionesde nucleútido de 0-2.0mM (r>
0.99).

En unidadesde frfl; errorestimado±5 %.

Valoresaproximados(±15 %) calculadosa partir deK8~Ks~P8y

Los valores resultantesson similares a los descritos para acridinio,
86 azul de

metileno8’ y diazapirenio$~ pero un orden de magnitud inferiores a las de

diazaperopirenio,4’ lo cual podríadeberseal mayortamañode estosúltimos cationes.

Asimismo,las constantescinéticascolisionalessepuedencalculara partir de ~q=~Sy<’t>/~
0,

resultandoser aproximadamenteigualesparalas tresdrogas:kq<>O> = (1.2 ±0.1) X 1010

NV’s’ yl~MI> = (6.8 ±0.5) x í0
9 M’s’. Estasconstantesestáncercadelvalorteórico

calculadoapartirde la ecuaciónde Debye-Eigen-Smoluchowsk97aplicadaaun dianión

deltamañode las drogasy un dicatióndeltamañode los nucleótidos: 1.5 x 1010 M’s’.

Portanto, el apagamientodinámicopareceestarcontroladopor difusión.

Si bien la desoxirribosano apaga la fluorescencia,la guanosinasi lo hace,

estimándoseuna constantede Stem-Volmerde 120 Mt Este hecho sugiere que el

apagamiento de los viológenos por parte del DNA es causado por sus bases.

Considerandolos potencialesredox de las drogasen el estadoexcitado (+2.1 V. vs.

EEH, ver 3.3.2), y el de las bases (-1.05, -1.15, -1.25 y -1.40 y vs. EEH,
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droga (Figura3.281,)Estaobservaciónsugierequeel cortede doble cadenaes,debidoa

la acumulaciónestadísticade cortesde cadenasencilla,y quepor tanto duranteel tiempo

de residenciade la drogaen el sitio de intercalaciónseproducecomo muchouna única

reacciónde fotosensibilización.Analizandola cinéticade fotocortepor dq2pypmediante

el modelodecortede cadenasencilla(Figura 3.29)descrito en Técnicasseobtienen las

siguientes constantescinéticas cuando se cuantilica el corte en función de la

concentraciónde droga: k,—>11 = 1600 M’min’, y ku—+ffl = 65 M’miff’. k1—>11 se

calculó adicionalmenteen experimentosen los quese variaba el tiempo de irradiación

antesde aparecerforma III (Figura 3.29, detalle); los valoresestimados(1100 M’mn0

y 2000 IvV’miff’) son similaresal anterior,dando apoyo adicionalal procedimiento.La

relaciónde constantescinéticas,25, secorrespondeconlos valoresquecabríaesperarsi

el paso II.—> fil se da por acumulaciónestadísticade cortes de cadena sencilla,

considerandoel tamañodel plásmido. Por otra parte,del ajustedel modelodecortede

doble cadena resultan constantesabsurdas(por ejemplo, negativas),de donde se

concluye la inexistenciade una reacciónespecíficaconducenteal corte de cadenas

opuestasen el sitio de intercalación.
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Figura 3.29. Representaciónde intensidadesde forma I+D, II y III vs. concentración de dq2pyp tras
irradiación durante 30’ en tampón?. Los ajustes correspondenal modelo de corte de cadena sencillade
Kishilcawa et al, resultando en = 1600 M’min’ y k

11—*,,1 = 65 M’mñf’. Detalle: evoluciónde
intensidadesde forma Y con el tiempo antes de que sehayaproducidoforma III. Las k1..>11 obtemdaspor
ajuste son (a) 1100 F&min’, y (b) 2000 M’min’, muy similaresa las estimadasa partir de la
representaciónde intensidad vs. concentraciónde droga.

Al objeto de estudiar el mecanismode fotosensibilizacióndel corte del DNA se





91

como ocurreen esteexperimento,la saturaciónde las tresdrogases similar. El radical

catiónicode la basepodríaentoncesevolucionarde la forma descritapreviamentehacia

una ruptura en el esqueletoazúcar-fosfato(ver Introducción). El mecanismode

fotosensibilizaciónpor azul de metileno pareceser el mismo, considerandoque el

potencialredoxde susingleteexcitado(E(D~¡D0)= + 1 .8 vs. EEH) permitetambiénla

oxidación de las bases, aunqueno se puededescartaruna intervencióndel oxígeno

singlete.90Parael MDAP2~ Blackeret al. ha propuestoun mecanismoconsistenteen la

fotooxidaciónde los azúcaresdel DNA por la drogaexcitada,39aunqueBrun y Harriman

sostienenqueel fotocorteesmediadoúnicamentepor oxígenosinglete.43

3.5.4 FotoquÍmica con RNA de doble hélice

Al igual queel DNA, el RNA (poly(A)poly(U)) apagala fluorescenciade los viológenos.

La Figura 3.31 muestra la correspondienterepresentaciónde Stem-Volmer de

intensidades,junto conla obtenidaconDNA de timo de ternera.Como puedeverse, la

concavidadde la curva con RNA es muchomenorqueconDNA, lo cualposiblemente

refleje la muy inferiorafinidaddeldq2pyppor aquelpolinucleótido(ver 3.4.9).
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Figura 3.31. Representaciónde Stern-Volmer de intensidadespara el apagamientode la fluorescencia
del DNA detimo de ternera (triángulos) y el poly(A>poly(U). Realizado en las mismascondicionesque
la Figura 3.26a.

Asimismo, la irradiación conluz visible de complejosdq2pyp/RNA o dq3pypfRNA

provocaun cambioespectral,conun puntoisosbésticolocalizadorespectivamentea 360

y 400 nm. En la Figura 3.32 se muestranlos diferentesespectrosde absorción

obtenidos para estos complejos tras diferentes tiempos de irradiación. Este





93

Como previamente se señaló, ni las bipiridinas N,N’-dialquiladas ni la 6-(2-

piridil)fenantridinaabsorbenluz en la regiónvisible. La razónde estaobservaciónpara

el primer grupo de moléculaspodríaser el menor tamañode su sistemaaromáticoen

comparacióntantoconlos viológenospyp, como con el DAP2~ y el ADIQ2~. Dehecho,

en los viológenospyp un aumentodel ángulodiedro Q entrela piridina y la fenantridina

resultaenun desplazamientoal azulde la bandavisible/UVp, lo cualpuedeserexplicado

por la disminuciónde la conjugaciónentreambossistemasaromáticos(y por tanto, en

definitiva, por una disminucióndel sistemaaromático).Estapropiedades enormemente

interesantede caraal diseño de nuevosviológenos,puestoquedentro de una familia

haceposiblecontrolarla posicióndelmáximo de absorciónvisible mediantela selección

de unacadenadialquilo de longitudadecuada.

La razónde la apariciónabsorciónen el visible al cuatemizarlos nitrógenosde la 6-

(2-piridil)fenantridinapodríadebersea un cambio en las correspondientesintegralesde

Coulomby/o de resonanciade los nitrógenos. CálculosZINDO realizadosconla 6-(2-

piridil)fenantridina y el Me2pyp (datos no mostrados)reproducenlas absorciones

observadasexperimentalmente.El análisis de las contribucionesde configuracionesal

primer estadoexcitado, y de las composicionesde QAs del HOMO y LUMO, indican

que en la primera droga la transición electrónicade más baja energíainvolucra casi

exclusivamentea la fenantridina,mientrasqueen el Me2pyp seproduce(al igual que

ocurríaconel dq2p~y el dq3pyp,aunqueen menormedida)un desplazamientode la

densidadelectrónica de la fenantridinaa la piridina. Es posible, por tanto, que la

cuaternizaciónde la piridina (con la consiguienteintroducciónde una cargapositiva)

facilite dicho desplazamientode carga, y por tanto provoqueuna disminución de la

energíadel LUMO por aumentode sudeslocalizaciónpor todalamolécula.

Otra propiedaden comúnde los viológenospyp con el DAP2~ y el ADJQ2~ es su

luminiscencia. Los rendimientoscuánticosde fluorescencia(Tabla3.1) sonrelativamente

altos,aunqueinferioresa los de estasdosúltimas drogas(0.63 y 0.79, respectivamente

paraDAt y ADIQflI Partedel singleteexcitadoquesedesactivano radiativamente

lo hacepor cruce intersistémicoal triplete de la droga, con un rendimientocuántico

mínimo de respectivamente0.22 y 0.10 para el dq2pyp y el dq3pyp (rendimientos

cuánticosde formaciónde ‘02). Estosvaloressonsimilaresalos rendimientoscuánticos

de formacióndetripletesdelDAP2t y ADIQ2~(0.17 y 0.12, respectivamente)43.
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La fluorescenciaesapagadacompletamentepor bases,nucleótidosy DNA. Al igual

que ocurre con el ADIQ2~ y el DAP2~,43 el apagamientoparecedebersea una

transferenciaelectrónicade las basesal singleteexcitadode la droga,altamenteoxidante.

Estatransferenciaelectrónicaestermodinámicamenteposiblecontodaslasbases,lo cual

se refleja en el apagamientoobservadotanto con (IMP como con AMIP, así como con

poly~d(AT)]
2 y poly(dCl)~poly(dC). En el caso del ADIQ

2t sin embargo,se ha

observadoconel poly[jd(AT)]
2 que a altasrelacionespolinucleátido/droga(> 30) existe

un exaltamientode la fluorescencia, no presenteen el dq2pyp.
42 Los autoresno

sugierenningunaexplicaciónde estefenómeno.

Por otraparte, losviológenospyp soncapacesde fotocortarel DNA. Dadoqueno se

ha estimadoel rendimientocuántico de fotocortede las correspondientesdrogas,no es

posible compararesta actividad fotonucleásicacon la del MDAP2~ y el ADIQ2~. El

mecanismomás posible de fotocorte de los viológenospyp sería iniciado por una

fotooxidación de las bases, considerando que de hecho el apagamiento de la

fluorescenciade las drogas se produce de esta manera.89 Por otra parte, el casi

despreciableefecto ejercidoen el cortedel dq2pyppor la azida sódicay la superóxido

dismutasaindica que tanto el oxigeno singlete como el anión radical superóxidodan

cuenta de sólo una muy pequeñaparte del fotocorte, de acuerdocon la anterior

conclusión.

Asimismo, un mecanismode fotocorte iniciado por transferenciaelectrónicade las

basesal singleteexcitadode las drogasprevisiblementedaríalugara un corteespecifico

de guaninas, dado que estasbases tienen el potencial de ionización más bajo~

Resultadosrecientes de fotocorte de oligonucleótidos y posterior análisis de los

productosresultantespor electroforesisen gel de poliacrilamida (datosno mostrados)

conflrman que los viológenospyp son fotonucleasasaltamenteespecificasde tramos

ricos en estasbases.El radical catiónico de la guanina formado tras transferencia

electrónicaevolucionaría,de acuerdocon uno de los dos mecanismosdescritosen la

introducción, hacia los productos 8, 10, 11 o 12. Estos productos, asímismo,

evolucionaríanhastala producciónde un corte en la cadenadel DNA, o bien podrían

formarse nucleótidos modificados que por posterior tratamiento básico a alta

temperaturadarían lugar al corte de la cadena. De hecho, en los experimentos

anteriormentemencionadosse observaque el corte aumentatras tratar las muestras
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irradiadascon piperidina 1 M a 90 0C, demostrandola generaciónde sitios lábiles al

álcali.

En el caso del dq3pyp,estudiosrecientesmuestranque el 02 acelerael decaimiento

del radical catiónico dq3pyp~ formadopor transferenciaelectrónica.89Considerandoel

potencial02/02 (-0.284V vs. EEH en disoluciónacuosaa pH = 7)91, se concluyeque

esteefectoesdebidoa la reduccióndel 02 por el radicalcatiónico,generándose021 Por

tanto,enpresenciadeFe(ll) cabríaesperarla formaciónde OH, y por tanto la existencia

de unavíade fotocortediferenteala fotooxidativa.

Los experimentosde irradiación de compl~os con poly(A).poly(U) indican que la

fotoquímicacon estepolirribonucleótidoes radicalmentediferente a la del DNA. Esta

diferenciapodríadebersea un diferentemodode unióna esteácidonucleico,o biena la

reacciónconla ribosao conel uracio,ausentesenel DNA.

La interacciónde los viológenospyp conB-DNA esde alta afinindad, al igual que

ocurreconel MflAP2~ y el ADIQ2~ (K
1, = 0(l0~) tVE’, a una [Naj~l0 mM~’

3. El modo

intercalativode uniónha sido claramentedemostrado,mediantemuy diferentestécnicas:

viscosimetría,dicroísmo lineal en flujo y dependenciacon la [Na~Jde las constantes

cinéticasde disociación.Existen evidenciasadicionalesde la intercalacióna partir de

medidaspor RMN de los tiemposde relajacióndelNa-23Y3 En el casodel MDAP2~ la

uniónporintercalaciónúnicamenteha sido sugeridaapartir del retrasoen la migración

electroforéticade plásmidos en presenciade . la droga.39 Sin embargo, titulaciones

viscosimétricasrealizadasen nuestrolaboratorio indicanqueno existe tal intercalación.

Por su parte, la unión del ADIQ2~ por intercalaciónviene apoyadapor estudiosde

transferenciade energíay dedicroísmolinealeléctrico.42

Lastituilacionesviscosimétricassugierenquela intercalaciónde los viológenospyp es

parcial y/o asimétrica,ya queel incrementode viscosidada saturaciónprovocadopor

estasdrogas es inferior al del etidio. Los estudiosde modeladomolecularpermiten

racionalizar esta observación,puestoque muestranque los viológenos pyp pueden

insertarseentredos paresde basesconmuy diferentesposicionamientos,caracterizados

muchosde ellospor apilamientosincompletosentrela fenantridinay las bases,asícomo

un fácil intercambioentrelos mismos.Por el contrario, tanto el etidio como el propidio

muestranprácticamenteun único posicionamientoen el sitio de intercalación,contotal
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solapamientosuperficialcon los paresde bases,asícomo unamovilidad restringidaen

dicho sitio. Esta diferencia entre derivados de la fenantridida es debida a la

ausencia/presenciade gruposamino; el tenerdichosgruposdetermina(a) el rellenado

completo del sitio de intercalación, y (b) la orientación de la droga, mediante la

formaciónde enlacesde hidrógenoe interaccionesde vanderWaals conlos esqueletos

azúcar-fosfatode ambascadenasde la doble hélice. Por lo tanto, cabe esperarque

viológenospyp congruposaminopresentenintercalaciónclásica,puestoqueentoncessu

posicionamientodentrodel sitio de intercalaciónestaríarestringido,y el apilamientocon

los paresde basesseríacompleto.

La comparaciónde los datoscinéticosde Leupinet. al,83 y de Wilson a al.,6’ conlos

descritosen estetrabajo indican asimismoun papel crucial de los gruposamino en la

cinéticade disociaciónde los viológenos.Si bien el mecanismode intercalaciónparece

ser esencialmenteel mismo en el caso del dq2pypy el propidio, la disociaciónes dos

órdenesde magnitudmásrápidaenelprimeroen comparaciónconel segundo,mientras

que la asociaciónes dos vecesmásrápida. De nuevo el modeladomolecularpermite

racionalizarestasobservaciones.Considerandoque el pasolimitante de la asociaciónes

la formacióndel sitio de intercalación,la diferenciade velocidadesde asociaciónpodría

explicarseen base a la proporción de sitios abiertoscon la geometríaadecuadapara

formar un complejo de intercalación.Dado el posicionamientomenosrestringido del

dq2pyp, estaproporción serámayor con esta droga, y de ahí la mayor constantede

asociación.Porel contrario,el propidio establecemásinteraccionesno enlazantesconel

sitio de intercalación,principalmentede van der Waals y enlacesde hidrógeno. En

consecuencia,la energíade activaciónnecesariaparasalir del DNA seránecesariamente

mayorenestadroga,y en consecuenciasudisociaciónmuchomás lentá.

A partirde estosresultadosespor tanto lógico preverqueviológenospyp congrupos

aminopresentaráncinéticasde disociaciónlentasen comparacióncon el dq2pyp,y con

constantesde velocidadmásparecidasalas delpropidio.

Las isotermasde unión realizadascon polinucleótidos sintéticosmuestranque el

dq2pyp interacciona preferentementecon pares de bases GC alternantes. Esta

selectividadde secuencia,combinadaconel cortepreferenteen guaninas,hacede esta

droga una fotonucleasaaltamenteespecíficade secuenciasricas en estasbases. La
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similitud estructural,así como de potencialesrédox en el estadoexcitado del dq2pyp,

dq3pyp y Me2pyp, permite suponerque estasdos últimas drogasmostraránsimilar

especificidad,tantode unióncomo fotoquímica.

La unión débil a polinucícótidos homopoliméricos (poly(dG).poly(dC) y

poly(dA).poly(dT)) observadacon el dq2pyp ha sido descritapreviamentecon otros

intercalantes.9396For ejemplo,la unión del propidio apoly(dA).poly(dT) es tambiénun

ordende magnitudmenorque a polytjd(AT)]
2.

96 En estey otros casosel fenómenoes

explicado, en base a diferentespruebasespectroscópicasy termodinámicas,por las

conformacionesinusualesadoptadaspor estospolinucleótidos.9799El poly(dA).poly(dT)

parece tener una estructura de tipo B no canónica y altamente hidratada, que

corresponderíaa unaestructuraconparesde basescongranpropellertwist y enlacesdc

hidrógenobilbrcados.’00Por su parte,el poly(dG).poly(dC)pareceteneruna estructura

de tipo A, con un surco menor muy hidratado.’0’ La intercalación en estos

polinucleótidos estaría desfavorecida y requerirla un cambio conformacional

(probablementeinvolucrandomúltiples paresdebases)haciaunaconformaciónde tipo B

consitio de intercalaciónestándar.

Si se asumeunasimilar liberaciónde moléculasde aguaen las diferentessecuencias

correspondientesa un mismo polinucleótido (una aproximaciónprobablementemás

aceptableque entre diferentes polinucleótidos) es posible obtener un patrón de

especificidadde secuenciamásdetalladoapartir de las energíasde unión obtenidaspor

mecánicamolecular. Segúnesto,el paso CpG estaría favorecido sobre el GpC, el ApT

sobreel TpA, el OpO sobre el CpC, y el ApA ligeramentesobreel TpT.

En el casode secuenciascorrespondientesapoly(dG).poly(dC),el dq2pypprefiereen

todos los casos una geometríade unión donde la fenantridina esta competamente

intercaladasólo en la cadenade poly(dCI). Estemodo de intercalaciónpareceser una

consecuenciaconjuntade la incapacidadde estadrogade rellenarcompletamenteel sitio

de intercalación y de la ausenciade apilamiento intercatenarioobservadoen estas

secuencias.’01

La energíalibre de la interaccióndel dq2pyp con DNA viene en gran medida del

efectode polielectrolito. Al objeto de incrementarla afinidadde estadrogapor DNA a

cualquier fuerzaiónica, seríanecesarioaumentarla contribuciónrestantea la energía
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libre de unión. El propidio esun modelo acercade cómo incrementardichacontribución,

puestoque esun dicatióny estáestructuralmenterelacionadocon los viológenospyp.

Su AG~, es aproximadamente3 kcal/mol mayor que la del dq2pyp, resultando en

constantesde asociación2-3 órdenesde magnitudmayoresdependiendode la [Naj. El

análisis comparativode las energíasde unión del propidio y el dq2pyp a diferentes

secuenciasha mostradoque la mayor energíade interacciónde la primera drogaviene

principalmentede las interaccionesde van der Waals de sus grupos amino (que

probablementeenglobena las interaccionespor enlacede hidrógeno), así como de su

cadenapolialquilamino conel DNA. La conservaciónde las propiedadesde viológeno

restringehastacierto punto las modificacionesrealizablespara incrementarla afinidad.

Por ejemplo, la sustituciónde la cadenadialquilo por un metilo en la piridina y una

cadenapolialquilaminocomo la presenteen el propidio,probablementeno resultaríaen

un notableincrementode la AG,~ (aunquesi de la AG~,,),puestoquelas másfavorables

interaccionesde vanderWaalsproporcionadaspor dichacadenavendríanacompañadas

de unadisminuciónde las interaccionesde apilamientoconlasbasescomo consecuencia

de la menorinserciónprovocadapor el metilo (análogamenteal Me2pyp). Por tanto, la

opción másrazonablesería(al menosen un primermomento)la introducciónde grupos

amino.Cálculosde mecánicamolecularpreliminaresmuestranque la energíade uniónde

los viológenoscon grupos amino se incrementaen 5-7 kcal/mol. Este valor es algo

inferior ala AAE entreel propidio y el dq2pyp,pero suponede todasformasun notable

incrementoenla afinidadde la droga.

Finalmente,la enantioespecificidaddemostradaen la asociaciónal DNA del dq2pypy

dq3pyp añadeunamuy interesanteespecificidadestructurala los viológenospyp, no

presenteen otrosviológenoscomo el MDAP2~ y el ADIQ2~. Esto hacea los viológenos

pyp equiparablesa los complejos metálicos quirales, en donde a una actividad

fotonucleásica(en muchos casosmediadapor fotooxidación de las bases)se une la

diferenteuniónaB-DNA de susdosenantiómeros.

Existen diferentes ejemplos en la bibliografla donde se describe la unión

enantioespecificade drogasa DNA. Dichosejemplospodríanclasificarseen dos grandes

grupos: (a) drogascon uno o más carbonosasimétricos(normalmenteen cadenas

laterales);’02’04(b) drogascon(pseudo)simetríaoctaédrica.En el primer caso,no existe

unaesquemasencilloquepermitapredecircuálde los dosenantiómerosseunirá mejor a
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la doblehélice, requiriendoen principio el conocimientode la geometríamolecularde

ambosenantiómeros.El segundogrupo (complejosde metalesde transición)comprende

moléculascontresanillosheteroaromáticos(ligandos)helicoidalmentequeladosa un ion

metálico central. El esquema comúnmente aceptado para explicar la unión

enantioespecíficade dichos compuestoses quemientrasque uno de los ligandosestá

(parcialmente) intercalado entre un par de bases, los otros dos se orientan

perpendicularmenteentre sí, bien paralelamente al surco (enantiómero A) o

perpendicularmenteal mismo (enantiómero A).2128 Mientras que los ligandos no

intercaladosdel enantiómeroA interaccionanfavorablementecon el surco, en el A

chocanconsusparedes.Como ha sido previamenteresaltado,el patrónde uniónde los

enantiómerosA apareceen la estructuracristalográficade la actinomicinaD intercalada

en mitaddeun oligonucleótido:el anillo defenoxazonaestáintercalado,mientasquelos

dosdepsipéptidosseorientanen sentidosopuestosy paralelamenteal surco.’05

Los estudiosde modeladomolecularrealizadosen estetrabajo sugierenun diferente

esquemade unión enantioespecíficaen los intercalantespyp. Un viológeno pyp puede

considerarseque posee aproximadamentepseudosimetríatetraédrica: dos anillos

heteroaromáticosdispuestosmas o menosperpendicularmente.Mientras que uno de

dichos anillos (la fenantridina)está intercalado,el otro (la piridina) puedeorientarse

paralelamente(enantiómero.9 o perpendicularmente(enantiómeroR) a las paredesdel

surcomenor.Enel primercaso,el anillo de piridina interaccionafavorablementeconuna

o ambasparedesdel surco;enel otro, la piridina estáo bienexpuestaal disolvente(no

interaccionando con el surco), o para hipotéticos anillos heterocícicosmayores,

chocandoconlas mismas.

Seha propuestoun esquemasimilar de unión intercalanteparael complejode cobre

aquiral (OP)
2Cu~,dondeOP simboliza un anillo de fenantrolina.’

06En este complejo

tetracoordinadode cobre, los anillos de fenantrolina definen un ángulo diedro de

4990107 y el modelo igualmenteproponeque uno de los ligandos está intercalado

mientrasque el otro está alineadocon el surco menor.’06 La orientaciónopuestadel

anillo de fenantridinaintercaladode los viológenosen comparacióncon la fenantrolina

del complejo de cobre, permitirla mayoresinteraccionesde apilamientoen el sitio de

intercalación.Este hecho,junto con el carácterde monocatióndel complejo metálico

frenteal dicatiónicode los viológenos,permitiríaunamejor interaccióncon el DNA, lo
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quedehechoserefleja enla menorconstantede asociacióndel (OP)2Cu~(5 x ‘lo4 M).1~
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4; dadq2pyp y dadq3pyp

4.1 Anál¡sis conformacional de los viológenos

Los ángulos g de las estructurasde los viológenosaminadosoptimizadascon AM-l

varían muy poco respecto de los de los no aminados: 33~5O, 56.30 y 9390

respectivamentepara dadq2pyp,dadq3p~y daMe2pyp(Lámina 4.1). Las pequeñas

RMSdev entre los átomos equivalentesdel dadq2pyp, dadq3pyp y Me2pyp y los

correspondientesviológenosno aminados(0.025,0.033 y 0.02) indican que los grupos

aminono influyen en la estructurade mínima energíade las drogas. La razónseríaque

estos grupos,paraningún valor de Q chocancon la piridina, de modo que el ángulo

observadoseríade nuevo el resultadodel efecto conjunto de la cadenadialquilo y los

hidrógenosen peri. En consecuencia,a la hora de parametrizaren los cálculos de

mecánicamolecular,parael restode la moléculase utilizaronlos mismostipos de átomo

y parámetrosdel campo de fuerzasque en los viológenosno aminados(ver 2.3.2.2).

Como resultado,energíasde interconversiónestimadaspor mecánicamolecularresultan

ser igualesa las de éstos,así como las varianzasde los ángulos g en las dinámicas

moleculares.

Por tanto, y en ausenciade datosexperimentales,cabeesperarque en los viológenos

aminadosseden las mismasdiferenciasde velocidadesde interconversiónque en los no

aminados.El dadq2pyptendríainterconversiónrápidaa temperaturaambiente,mientras

quelos enantiómerosseparadosdeldadq3pypserlanestablesa dichatemperatura,siendo

factiblesuresolución.

4.2 Caracterización de la estructura electrónica de los

viológenos

4.2.1 Espectroselectrónicosy momentosde transicioneselectrónicas
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Poranalogíapodríaentoncessugerirsequeestaúltima bandadel etidio corresponderíaa

multiples transiciones polarizadas en direcciones casi paralelas. Analizando las

contribucionesde configuracionesa los distintosestadosexcitados,se concluyequeel

primero de ellos correspondecasi exclusivamentea la generadapor el paso de un

electróndelHOMO al LUMO, como ocurríacondq2pyp,dq3pypy Me2p~. Denuevo

aquí los contornosde orbitales molecularesmuestranque el HOMO está centrado

principalmenteen la fenantridina (particularmenteen los nitrógenosde los grupos

amino),mientrasque el LUMO sedesplazahaciala piridina, y en menormedidaal pasar

de dadq2pypa dadq3pyp,y de éste a daMe2pyp. Por tanto, la transición al primer

estadoexcitadosuponeun aumentode la densidadelectrónicaen el anillo depiridina, así

como su disminuciónen el de fenantridina,sobretodo en los nitrógenosde los grupos

amino. El desplazamientoespectralhacia el azul al aumentarla longitud de la cadena

dialquilanteseexplicaríade nuevopor un aumentodela energíadelLUMO al disminuir

la conjugaciónpor la de la coplanaridaddelos anillos.

Los cálculosSCRF/CIsoncualitativamentesimilares(Figura4.2, lineasrojas),si bien

las transicionesde másbaja energíaresultandesplazadashaciael azul (628 y 583 ni»,

respectivamentepara el dadq2pypy el dadq3pyp),en mejor acuerdo con los datos

experimentales.

4.2.2 Luminiscencia

Los viológenos diaminadosno presentanluminiscencia a temperaturaambiente, a

diferenciade lo que ocurríacon los no aminados. Sin embargo,a 273 K en aguase

observaunabandade fluorescencia,conmáximosa 750y 720 ni», respectivamentepara

dadq2p~y dadq3pyp. Una posible explicaciónal apagamientode la fluorescenciaa

temperaturaambienteseríala desactivacióndelestadoexcitadoporuna transferenciade

cargaintramoleculardesdelos gruposamino. La especiegeneradatendría los grupos

amino perpendicularesal plano de la fenantridina(seríaun caso de TICT o “twisted

mtramolecularch.arge transfer”), y por ello sólo a baja temperaturase observarla

fluorescencia,ya queentoncesestaríaimpedidala rotaciónde los mismos.

4.3 Estabilidad y reactividad de las drogas

4.3.1 EstabilidadfrenteapH y temperatura
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Similaresprecaucionesquelas adoptadasconlos viológenosno aminadosen cuantoa

preparacióny almacenamientode muestrasconcentradasparaexperimentossetuvieron

conlos viológenosaminados.

4.3.2Potencialesrédox

Debido a la facilidad conquelas aminasaromáticasse oxidanirreversiblemente,no fue

posible utilizar medidas de voltametría cíclica para medir el potencial rédox de los

viológenosno aminados.

4.4 Interacción de las drogas con ácidos nucteicos

4.4.1 Incrementode la afinidaddeuniónpor el DNA

La adición de DNA a una disolución de dadq2pyp o dadq3pypprovocaun fuerte

desplazamientohaciael rojo del espectrode absorciónen el visible!UVp junto conuna

disminuciónde la absorción,indicandola existenciade interacciónconel polinucleótido.

Estecambio seutilizó pararealizarisotermasde unióndel dadq2pypa DNA de timo

de terneramediantetitulacionesespectrofotométricasmonitorizadasa 647 o a 317 mu.

Inicialmentese intentó realizar los experimentosen tampónP, pero debido a la alta

constantede asociaciónde esta droga a la correspondiente[Naj (ver 4.4.3), fUe

imposible obtenerrepresentacionesde Scatchardfiables (todos los puntosobtenidosse

concentrabanen la zonade alta saturación,existiendopor tantouna gran incertidumbre

en las constantesde asociación).Por ello, fue necesariorealizarlas isotermasen tampón

P a concentracionesdeNaCírelativamentealtas(ver 4.4.3). La constantede asociación

extrapoladaa una [Na’1=l0.19mM a partir dela representaciónde logKb vs. log[Nafl es

de 3.4 x í07M’. Portanto,la introducciónde gruposaminoresultaenun incrementode

dos órdenesdemagnituddela constantedeasociacióna esta(jNafl.

4.4.2 Intercalaciónclásicaen el DNA y disociaciónlenta

Las titulacionesviscosimétricasde DNA de timo de temenconlas drogas(Figura4.6)

indican que ambas interaccionancon el polinucleótido por intercalación, ya que

incrementanen granmedidala viscosidadde la disolución.A diferenciade lo queocurría

con los viológenosno aminados, ahora las viscosidadesa saturaciónson mcluso

superioresque las del etidio, de donde se concluyeque los viológenos aminadosse

comportancomo intercalantesclásicos en comparacióncon esta droga y con los
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viológenosno aminados.Por otra parte, la viscosidada saturaciónes mayor en el

dadq2pypque en el dadq3pyp,similarmentea lo observadocondq2pyp y dq3p~.Una

posible explicaciónal hecho de alcanzarmayor viscosidadque el etidio se sugerirá,a

partir delos cálculosdemecánicamolecular, en el apartado4.4.4.
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Figura 4.6.Viscosidad relativa de disolucionesde DNA en función de la relación de concentracionesde
droga a DNA (en pares de bases), en tampón 1’ y a 25.0 0C: dadq2pyp (círculos),etidio (cuadrados)y
dadq3pyp(estrellas).

La dependenciaconla concentraciónde [Nafl de las constantesde disociaciónde los

complejosDNA-dadq2pypestáde nuevode acuerdoconel modo intercalativode unión

paraestadroga. En la Figura4.7 se muestrala correspondienterepresentacióndoble-

logarítmica,junto conel mejor ajusteIneala los puntosexperimentales.
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Figura 4.7. Representacióndoble logarítmica de la dependenciacon la [Nal de lasconstantescinéticas
de disociación del complejo daq2pyp DNAtt a 25.0 ± 0.1 0C. Se muestra también el mejor ajuste
lineal a los puntos experimentales.Detalle: trazas promedio por ajuste a las cuales se obtuvieron las
constantescinéticas.

A todaslas concentracionesde sal, la utilizaciónde un modelobiexponencialmejoró

significativamente los ajustes obtenidos. Este comportamiento contrasta con el

observadocon el dq2pyp (ver 3.4.2), así como con el propidio,6’ donde los ajustes

monoexponencialesson satisfactorios.Al objeto de analizar la dependenciaen forma

doble-logarítmica,de acuerdoconDennyet al.109 se calcularona cada[Naj constantes

de disociaciónaparentes(k
2~, = 1! ir) utilizando

r=l/(A1k1 +4k2) (4.1)

dondeA1 y 4 sonlas amplitudesdelos dosprocesosdelmodelobiexponencial,y k1

y k2son las respectivasconstantescinéticas.En la Tabla 4.11 se muestranlas constantes

cinéticasde disociación(realesy aparentes),así como los correspondientestiemposde

vidaaparentes.

TABLA 4.11. Dependenciacon la concentración de [Na~]de lasconstantescinéticasbiexponencialesy
aparentes,junto conlos correspondientestiemposde vida,parala disociacióninducidapor SDS de los
complejos dadq2pyp-DNAtt. También se muestran las amplitudes de los dos procesosdel modelo
biexponencial.

Todos los experimentosse realizaron en tampón 1>, con diferentes concentracionesde NaCí añadido. El
mejorajustelineal a la representacióndoblelogarítmicaeslogkgo.lSlog[Naj4-2.37

El mejor ajustelineal resultaser logkd = 0.75[Na~] + 2.37. Por lo tanto, la pendiente

resultanteestáde nuevodentrode los valorespredichospor la teoríade condensaciónde

contraionespara un intercalante dicatiónico (0.6-0.8),I3~4.61 añadiendo evidencia

adicionala la de las viscosimetríassobreel modointercalativode uniónde estadroga.

Los valoresde las constantescinéticasobtenidosson aproximadamenteintermedios

entrelos del dq2pypy el propidio:
6’ un ordende magnitudmenorque los del primero,y

un ordende magnitudmayorque los del segundo.Es posibleque estevalor intermedio
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seaexplicableasimismopor el valor intermediode las energíasde interaccióndroga-

DNA obtenidaspor modeladomolecular(ver 3.4.5 y 4.4.4),que resultaríanen energías

de activaciónintennediasparael procesode salidadelsitio de intercalación.

El valorinterpoladoa 100 mM NaCídel tiempo devida aparentedel dadq2pypesde 24

ms (a 17 0C seríaaún mayor),correspondiendoa un intercambiolento (t = 10 ms). En

consecuencia,parececumplirsela conjeturahechaenel apartado3.4.3 sobreel efectoen

los tiemposde vida de fenantridinasdicatiónicas de los grupos amino: la introducción

de estosgruposen los viológenoscambia la disociaciónde rápida a lenta, al igual que

ocurreconlas fenantridinasmonocatiónicasY

Denuevo sepuedeobtenerla dependenciaconla [Na’1de las constantescinéticasde

asociación, utilizando la de las constantescinéticas de disociación así como las de

equilibrio de asociación(apanado4.4.3). La rectaresultantees logk
0 = -l.4llog[jNa~ +

5.53. Por tanto,otra vez la pendientedelas constantesde asociaciónes mayorquela de

las constantesde disociación,en mejor acuerdocon el modeloJI de Wilsonet al. (unión

mediadapor condensación).
6’Las constantescinéticas de asociaciónobtenidaspor

extrapolacióna 0.2 M NaCíy a 0.5 M NaCísonde nuevomayoresquelas del propidio

(3.9 x 106 lvV’s’ y 9 x í05 Mtcm%6’ aunquedentrodel mismo ordende magnitud. A

diferenciade lo queocurríacon el dq2pyp,dondela geometríade intercalaciónestaba

menosrestringida,enestecasodebeacudirsea argumentosde otro tipo pararacionalizar

estamayorconstantede asociación.Es posiblequeseadebidaa quelas medidasde este

trabajo estánrealizadasa 25 0C, dondela probabilidadde choqueentreel DNA y la

drogasonmayoresquea 15 0C, temperaturaa la cualserealizaronlos experimentoscon

propidio dela referencia61.

4.4.3 Efectode polielectrolito.Disecciónde la energíalibre deunión del dadq2pyp

alDNA

En la Figura4.8 se muestrauna representacióndoble-logarítmicade logK>, vs. logITjNal

parala asociacióndedadq2pypconDNA detimo deterneraen tampónP y a25.0 ±0.1

0C. En linea continuase muestrael mejorajustelineal alos puntosexperimentales:logK,

— -2.l5[Nai + 3.25. Por tanto, un total de 2.15 contraionesse liberan por cada

moléculade dadq2pypqueseune al DNA. Estevalor correspondea un totalde 2.3 2

paresiónicos enel complejodroga-DNA.
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Figura 4.8.Representacióndoble logarítmica de logK~ vs. log[jNa~] para la asociaciónde dadq2pyp con
DNA de timo de ternera en tampón P ya 25.0 ± (11 0C. En líneacontinua se muestra el mejor ajuste
lineal a los datosexperimentales.

En la Tabla 4.111 se comparanlas contribucionespor efecto de polielectrolito y

restantesala energíalibre de unióndel dadq2pyp,propidio y dq2pypa una IiNaj=l0.19

mM.

Tabla 4.111 Energia libre de unión (AG), junto con las contribucionespor efecto de polielectrolito
(AGq,) y restante(AG~,) de la interacciónde los viológenospyp y el propidio con DNA de timo de
temeraa[NajnlO.I9mMy2S.O±o.t oc.

*Pendiente de la recta de logK~ vs. log[Nafl.
*tTo<los losvaloresde energíalibre expresadosen kcal/mol.

1Valor extraido de la referencia 61, a 25 oc.

Portanto,la introducciónde gruposaminoenlos viológenosresultaen un incremento

de la energíalibre de unión a esta [jNaj de aproximadamente3 kcal/mol. De este

incremento,aproximadamente1 kcal/mol viene del efecto de polielectrolito, que es

mayoren el viológeno aminadodebidoa unamayor pendienteen la representacióndoble

logarítmica.El resto (aproximadamente2 kcal/mol) resultade la contribuciónrestante.

En conclusión,la introduccióndegruposamino en los viológenospypañade2 kcal/mol

deJGnepa la energíalibre de unión total a cualquier[Natl.
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Recordandoque la AAG,,~1, entre el dq2pyp y el propidio es de aproximadamente3

kcal/mol, resultan congruenteslos datos comparadosde mecánica molecular y

termodinámicosdel dq2pyp, dadq2p~ y propidio. La diferencia de energíasde

interacciónentreel primeroy el segundoesde aproximadamente5 kcal/mol (ver4.4.4),

y entreel primeroy el tercerode 9 kcal/mol (ver 3.4.5). La diferenciadeAG~ entreel

prmieroy el segundoesde 2 kcal/mol, y entreel primero y el tercerode 3 kcal/mol. La

mayor contribuciónrestantedel propidio vendríaprincipalmentede las interaccionesde

vanderWaalsestablecidaspor sucadenapolialquilaminoy la pareddelsurco menor.Las

2 kcal/molobtenidascomo incrementode AG,,<.> entreel dq2pyp y el dadq2pyppodrían

ser extrapolablesa otras fenantridinas,permitiendodiseccionarla contribuciónque los

gruposaminoproporcionana la estabilidaddeletidio y propidio a cualquier[Na~].

4.4.4El modeladomolecularprediceunauniónenantioespecíficadeldadq2pypy el

dadq3pyp

Los estudiosde modeladomolecularacercade la unión intercalativadel dadq2pypy el

dadq3pypa decadesoxinucleótidosmuestranque, al igual que ocurríacon el etidio y el

propidio, el posicionamientode estasdrogasen el sitio de intercalaciónestárestringido.

Los gruposamino interaccionanconlos esqueletosazúcar-fosfatode ambascadenasde

DNA, y la drogarellenacompletamenteel sitio deintercalación.Por tanto, sonaltamente

desfavorecidosensambladoscon el eje longitudinal de la fenantridinaperpendicularal

queconectalos fosfatosen el sitio de intercalación,adiferenciade lo que ocurríaconlos

complejosdel enantiómeroRdel dq2pyp(ver3.4.7).

Asimismo, la presenciade la cadenadialquio fUerza al par de basessuperior a

aumentarsu parámetrode “buckle”. Este efecto no se daba con los viológenos no

aminados, ya que al carecerde grupos amino la droga podía evitar este contacto

desfavorable“saliendo” parcialmentedel sitio de intercalación. Los incrementosde

viscosidada saturaciónobservadosparael dadq2pypy el dadq3pypen comparacióncon

el etidio podríanexplicarseen basea estemovimientode los paresde basessuperiores.

La cadenadialquilo actuaríaaumentandoel grosorefectivo de la droga,y por tanto

provocandounamayorseparaciónde los paresdebasesdel sitio de intercalación.

La Tabla 4.1V recoge las energíasde unión del dadq2pyp y el dadq3p~ con

diferentesdodecanucícótidos.
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Tabla 4.1V. Energíasde unión y suscomponentespara la interacción intercalativa del dadq2pyp y el
dadq3pypcondiferentesdecadesoxinucleétidosen conformación8, calculadaspor mecánicamolecular.
Todas lasenergíasenkcal/mol. Todoslos complejosintercaladosdesdeel surcomenor.

lIb -784 52 21 26 d4 -0.09 _ 34.58 0 81

Estructuras designadas como (s/r>(2/3)(xy). La primera letra indica el enantiómero usado en el
modelado(s correspondea r correspondeaR). La segunda letra correspondea la droga modelada (2
corresponde a dadq2p~, 3 corresponde a dadq3pyp). Las das últimas letrashacenreferenciaa la
secuenciadebasesdel decadesoxinucleátido:cg para d(CGCGCCiCGCG)2, laparad(TATAIATATA)2.
**E.= energíade interacciónnoenlazanteentrela drogay el polinucícótidoenel complejominimizado,
expresable como la suma de las contribuciones de interacción de van der Waals (Law), electrostática
(E~1) y deenlacesdehidrógeno(E.h).1Energíade desestabilizaciónde la hélice,calculada comola diferencia entre lasenergíaspotencialesdel
oligonucleótidoenel complejoy enconformaciónE minimizada.
‘TEnergía de desestabilizaciónde la droga, calculada comola diferencia entre las energíaspotencialesde
la droga en el complejoy minimizada aisladamente.

Los datospresentesen la Tabla 4.1V sugierenque tambiénel dadq2pypy el dadq3p~

interaccionanenantioespecificamentecon el B-DNA. Las energíasde unión son 2-8

kcal/molmásnegativasparalos enantiómerosS en comparacióncon los R. En general

estas diferencias son debidas principalmentea diferencias en las correspondientes

energíasde unión, particularmenteel componentede van der Waals. Analizando las

distintascomponentesde la energíade interacciónde las diferentespanesde la droga

(fenantridina,piridina, cadenadialquio, gruposamino)conel DNA, se concluyeque en

generalel origende la enantioespeciflcidadesde nuevola interacciónde la piridina con

la pareddel surco menor. En el caso de los enantiómeros£ dicho anillo establece

interaccionesde van der Waals con el surco menor, mientrasque en el caso de los

enantiómerosR estáexpuestoal disolventey no interaccionacondicho surco.

La Tabla 4.1V tambiénsugiereque la diferenciade constantesde asociaciónentrelos

enantiómerosdel dadq2pypseríamayorquela de los enantiómerosdeldadq3pyp,ya que

en elprimer caso las AAE sonmayoresqueenel segundo.Asimismo,y a diferenciade lo

observadoconlos viológenosno aminados,la selectividadde las secuenciasAT parece

serbastantesimilar quela de las secuenciasOC.
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(aproximadamente200 nm). En consecuencia,la banda en el visible parecedeberse

únicamentea una transición electrónica,paralelaal plano de la fenantridinay dirigida

hacia el anillo de piridina. Asimismo, la menor conjugaciónpiridina-fenantridinadel

dadq3pyp,resultadode un mayor ángulodiedro Q, en comparacióncon el dadq2pyp,

provocaun desplazamientode la bandade absorciónvisible haciael azul, tal y como se

predijoenla discusiónanterior.

Otro efecto de los gruposamino es la desaparicióncompletade la luminiscencia.La

explicaciónmásplausiblea este fenómenoes la desactivacióndel estado excitadopor

transferenciaelectrónicaintramoleculardesdelos gruposaminohastael “núcleo” original

de dqnpyp.Por otra parte, en presenciade DNA tampocoseobservaluminiscencia.En

estecasoel estadoexcitadotambiénpodríadesactivarsepor fotooxidaciónde las bases

del DNA. La falta de luminiscenciatanto en ausenciacomo en presenciade DNA podría

resultar un inconveniente a la hora de utilizar los grupos diamino como sondas

molecularesde ácidosnucleicos, ya que no seríaposible utilizar esta propiedadpara

detectarla unión. De todasformas,el drásticobipocromismoy desplazamientohaciael

rojo observadopor absorciónal unirselas drogasal DNA resultaun métodobastante

sensibleparamonitorizarlaunión.

La actividadfotonucleásica(evaluadaa partirde la cinéticade desapariciónde formas

I+D de plásmido superenrollado)esdiez vecesmenorque la observadacon el dq2pyp.

Futurosexpenmentosdirigidos a estimarlos rendimientoscuánticosde los viológenos

pyppermitirándiscernirsi estamenoractividades el resultadode diferentespropiedades

de absorciónde las drogas,o si por el contrario esdebidaa una menorcapacidadde

fotooxidaciónde las basesdel DNA. Por ejemplo,los gruposamino podríandisminuirel

potencialrédox de los estadosexcitadosde las drogas, resultandoen una menor

proprociónderadicalescatiónicosde las basesgeneradQstrasirradiación.

El análisiscomparativodela unióndeldq2pypy el propidio, tantodesdesun puntode

vistaestructuralcomo termodinániico,permitió en la anteriordiscusiónsugerirel efecto

quelos gruposamino tendríansobreel modo deintercalación,cinéticay componentesde

la energía libre de unión. Básicamentetodas las “predicciones” realizadasse han

cumplido enel dadq2pyp.
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En primer lugar, la introduccióndegruposaminoha resultadoen el cambiodel modo

de intercalación,de parcial y/o asimétricaa clásica.Parece,por tanto, que los grupos

amino en fenantridinas(dicatiónicas)cambiandrásticamentela geometríadel complejo

droga-DNAresultante.Los estudiosde modeladomolecularsugierenque en las drogas

carentesdegruposaminoel plegamientodelos azúcaresen el sitio de intercalaciónno es

el clásico 3E-3’,5’-2E observadocon el etidio72, sino que por el contrario existe un

desplazamientohacia conformaciones0E o
4E que resulta en un menor ángulo de

desenrollamientopor intercalación. El efecto parece ser principalmenteestérico, y

causadopor las interaccionesde van der Waalsazúcar-gruposamino. En ausenciade

éstos, el sitio de intercalación es rellenado en menor medida, de forma que se

“comprime” porsuslos correspondientesesqueletosazúcar-fosfato.Asimismo, la droga

puede intercalarse con posicionamientosen los cuales la fenantridina únicamente

interacciona con uno de los esqueletosazúcar-fosfato,o bien en los cuales está

parcialmente intercalada (complejos con intercalación “perpendicular”) o sólo

completamenteintercaladaen una cadena(complejoscon secuenciascorrespondientesa

poly(dG)poly(dC)). Como resultado,cabe esperaren dichas drogas una curvatura

promedio en la doble hélice en la zona del sitio de intercalación, observándose

macroscópicamentecomoun menorincrementode viscosidad.

Es posiblequeun efecto similarexistaen otrasfenantridinasmono- y dicatiónicassin

gruposamino.Debido a la inexistenciade titulacionesviscosimétricasen la bibliografía

para este tipo de drogas,no es posible confirmar experinaentainaentela hipótesis

establecidaen este trabajo por el momento, si bien futuros experimentospódríanir

encaminadosen estadirección.

Por otraparte, la introducciónde gruposaminoha resultadoen un incrementode los

tiempos de vida droga-DNA en un ordende magnitud. El mecanismode asociación

(unión mediadaporcondensación)esel mismo enel dq2pyp, el dadq2pypy el propidio.

Las constantesde asociacióna cualquier[Na~]sondel mismo ordende magnitudpara

todasellas, aunquelas constantesde disociacióndifierenen el ordende magnitud,en el

ordendq2p~> dadq2pyp> propidio. Existe una buenacorrelaciónentrelas energías

intermolecularesdroga-DNA obtenidaspor modeladomolecular y las constantesde

disociación. Esta observaciónsugiereque los diferentesórdenesde magnitud de las

constantesde disociaciónsonel reflejo dela energíade activaciónnecesariaparasalir del
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sitio de intercalación.De la misma forma se podrían por tanto explicar los también

observadosdiferentesórdenesde magnitud en los tiempos de vida de los complejos

droga-DNAde fenantridinasmonocatiónicas.~

Finalmente,la introducciónde gruposaminoresultaenel incrementoen 2 kcal/molde

la contribuciónno de polielectrolito a la energíalibre de unión de los viológenospyp.

Debido aquelas estructurasquímicasdel etidio y delpropidio sondiferentes(el primero

poseeunacadenade etilo mientrasqueel segundounade polialquilamino)no esposible

realizaruna comparacióndirecta de susAG,,~1,, y en particularestimar la contribución

relativaala estabilidadde los respectivoscomplejosde las distintaspartesde la molécula

(fenilo, fenantridina,gruposamino,etc). La razónesquelas cadenaspuedenestablecer

diferentes interaccionesde van der Waals con el surco menor del DNA. El estudio

comparativode la energíalibre de unión del dq2p~y dadq2pyp(moléculasque sólo

difierenen la ausencia/presenciade gruposamino)presentadoen estetrabajoconstituye

por tanto un modeloparadiseccionarla contribuciónde los gruposamino a la energía

libre de unión de fenantridinascomo el etidio y el propidio. Asumiendouna diferencia

despreciable en los efectos hidrofóbicos e interacciones iónicas de diferentes

fenantridinasdentrode una mismafamilia, seriaposiblegeneralizarestaobservacióny

concluirquela introducciónde gruposamino estabilizaríaen 2 kcal/mol la interacción.

De esta forma, la mayor energíalibre de unión del propidio en comparacióncon el

dadq2pypvendríade la cadenapolialquilamino; concretamente,la sustituciónde una

cadenadialquilo por una polialquilamino resultaríaen un incrementode la AG,~ de

aproximadamente1 kcal/mol.
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5: Conclusiones

Lasprincipalesconclusionesdeestetrabajo seenumeranacontinuación:

• Los viológenos pyp se unen fuertemente al DNA. A unaconcentraciónde Na~ de

10.19 mM, los viológenosno aminadospresentanconstantesde asociaciónentre ío~

y í05 M’, mientrasque el viológeno con grupos amino dadq2pyp muestra una

constantedosórdenesdemagnitudmayor(K, = O(l0~)Mt.

• El modode unión espor intercalación. En el caso de los viológenosno aminados,

estaintercalaciónesparcial y/o asimétrica.La introducciónde gruposamino resulta

en drogasconintercalaciónclásica,debidoprobablementea la fijación de la molécula

en el sitio de intercalaciónpor interacciónde susgruposaminoconambos esqueltos

azúcar-fosfatodel DNA.

• La introducción de dos grupos amino en los viológenosaporta 2 kcal/mol

adicionales a la zIG,,~,,,. A una [Naj — 10.19 mM, el efectode polielectrolito (¿XG~,)

esla contribuciónmásimportante(67%) a la energíalibre de unióndel viológeno no

aminadodq2pyp. En el viológeno congruposamino dadq2p~el aumentode AG~

provoca que esta contribución se vuelva comparable a la de polielectrolito

(aproximadamenteun 50%). La introducciónde gruposaminoprovocaasimismoun

incrementodela AGq,, de cuantíavariabledependiendodela [Na~].

• La introduccióndegruposamino aumentaen un ordende magnitudlas constantes

de disociación a cualquier [Na~], pero no modifica el orden de magnitud de las

constantesdeasociación. De estaforma, sepasadel régimende intercambiorápido

observadoen el dq2pyp,al lento observadoen el dadq2pyp.Similar comportamiento

hasido previamenteobservadoen fenantridinasmonocatiónicas.
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• La unión es espec¼cade pares de bases (SC alternantes. La unión a

homopolinucleótidosde doble hélice resultaen constantesde asociaciónun ordende

magnitudmenor.

• Las drogas presentan absorción en el visible. En el caso de los viológenosno

aminadosla bandavisible/UVp es debidaa dos transicioneselectrónicas,la primera

dirigidaal anillo de piridina, y la segundaparalelaal ejelongitudinalde la fenantridina.

En los aminados,sólounatransiciónelectrónica,polarizadahaciael anillo depiridina,

parececontribuir a la bandaen el visible. La bandacentradaa aproximadamente300

nm estaríacompuestapor varias transicioneselectrónicas,poíarizadassegúnel eje

longitudinalde la fenantridina,queresultaríanen unapolarizaciónmacroscópicaen la

mismadirección.

e Las drogas no aminadas presentan fluorescenciarelativamenteintensa,mientrasque

las aminadasno son luminiscentes.En este último caso, la razón podría ser una

transferenciaelectrónicaintramoleculardelos gruposaminoal “núcleo” no aminado.

e Lasdrogaspresentanactividadfotonucleásica.El mecanismomásposibleseiniciaría

por la transferenciaelectrónicademostradade las basesal singleteexcitado de las

drogasy quede hechoesresponsabledel apagamientode la fluorescenciapor DNA.

La especificidadde unión a secuenciasGC alternantes,junto con la fotooxidación

preferenteen guaninas(debidoa queestadrogatieneel potencialde ionizaciónmás

bajo) hacende estasdrogasfotonucleasasaltamenteespecificasde tramos ricos en

paresOC.

• Los viológenosdq2pyp y dq3pyp se unen enantioespec(/icamenteal B-DNA. El

modeladomolecularprediceuna enantioespeciificidadaún mayorparael dadq2pypy

el dadq3pyp. El modelado molecular permite proponer un esquemade unión

enantioespecíficabasada en la pseudosimetríatetraédrica aproximada de los

viológenos pyp: en el enantiómeroS (preferido) el anillo de piridina se sitúa

paralelamentea las paredesdel surco menor,estableciendointeraccionesde vander

Waals;enel enantiómeroR , la piridina sesitúa perpendicularmentey estaexpuestaal

disolvente.

En definitiva, a partir de este trabajo seha podido demostrarque los viológenospyp

constituyenun nuevogrupo defotonucleasasquirales con unión enantioespec(/¡caa
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DNA. Estascapacidades son similares a las mostradaspor los complejosdemetalesde

transición, ampliamenteestudiadosy utilizadoscomosondasmolecularesy agentes

para la fotomanipulación de ácidos nucleicos. De hecho, hasta donde nuestro

conocimientoalcanza, los viológenospypson el primergrupo de drogasdferentesa

los complejosmetálicosquepresentanestaspropiedades.Por tanto> constituyenuna

nuevavía alternativade diseñodedrogasfotoactivasdirigidas a ácidosnucleicoscon

propiedadesde reconocimientomolecularyfotomanipulacióndeácidosnucleicos.
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