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1: Introduccion

El disefio racional o basado en estructura de drogas dirigidas a acidos nucleicos es un
drea objeto de intensa investigaciéon en la actualidad.'® Las aplicaciones de estos
compuestos van desde la terapia y el diagnostico molecular de maltiples enfermedades
(por ejemplo, el cancer), hasta el desarrollo de sondas moleculares y nucleasas artificiales
especificas de secuencia o estructura utilizables en Biologia Molecular. Aunque con
cierto retraso respecto del disefio de drogas dirigidas a proteinas, este campo ha
experimentado durante los ultimos diez afios un notable avance.* Ello es el resultado de
la mejora de las tecnologias de cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear y
modelado molecular aplicadas a los &cidos nucleicos, asi como de la aparicién de
técnicas complementarias como el "footprinting”.” Como consecuencia, se ha recopilado
una gran cantidad de informacion estructural y termodindmica sobre la interaccion de
diversas drogas con polinucleétidos, permitiendo racionalizar en bastantes. casos el
origen de la afinidad y especificidlad de secuencia o estructura observada
experimentalmente. Fruto de esta comprensién ha sido la aparicion de diversos intentos
de disefioc "a medida" de nuevos candidatos con propiedades mejoradas, como por
ejemplo las lexitropsinas,”’ las combilexinas,” los andlogos de oligonucledtidos’ y 1os
microgonotropenos.'’ Estos ejempos demuestran que el disefio racional de drogas
dirigidas a DNA o RNA es un campo donde los resultados practicos estdn siendo un
hecho.

La asociacién de drogas con acidos nucleicos, en particular con DNA, puede darse
por uno o varios de los siguientes modos de unién:’ intercalacién, asociacion no
covalente con uno de sus surcos, asociacién electrostatica con los fosfatos de la cadena
polinucleotidica y unién covalente. A estos modos habria que afiadir la formacién de
enlaces de hidrogeno con é4cidos nucleicos de cadena sencilla en el -caso de
oligonucledtidos antisentido. Hay drogas que utilizan simultineamente mas de un modo
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de uni6n, y otras que usan distintos modos dependiendo de la secuencia o de la

naturaleza del acido nucleico con el que estén interaccionando.”™* Las drogas
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Figura 1.1, Estructura quimica de drogas dirigidas a 4cidos nucleicos. Tres grandes categorias se
representan en esta figura. De arriba a abajo, se muestran en primer lugar drogas intercalantes,
caracterizadas por poseer un anillo heteroaromdtico que se inserta entre dos pares o triadas de bases: (a)
etidio y propidio, y (b) daunomicina. En esta iltima el azacar se sitia en ¢l surco menor, de modo que la
droga interacciona tanto por intercalacién como por unién a dicho surco. Debajo se muestran dos drogas
de union al surco menor. © Hoechst 33258 y (d) netropsina. Estas drogas tienen forma céncava,
presentando dadores de enlaces de hidrégeno y cargas positivas. Son altamente especificas de regiones
con tramos de tres o mds pares de bases AT, que se caractenzan por ser electronegativos y poseer
aceptores de enlaces de hidrégeno. Por altimo se muesuran dos drogas que interaccionan covalentemente
con ¢l DNA: {e) antramicina y (f) cis-platino.



intercalantes (Figura 1.1., (a) y (b)) se suelen caracterizar por poseer un anillo aromatico
heterociclico, capaz de apilarse entre dos pares o triadas de bases a modo de
"sandwich"."* Las que se unen al surco menor (Figura 1.1. ( ¢) y (d)) tienen una
estructura curva y estrecha, con dadores de enlaces de hidrégeno del lado céncavo y con
grupos cargados positivamente; la asociacion con este surco, que suele ser especifica de
regiones con pares de bases AT, se estabiliza estereoelectronicamente mediante una
combinacion de interacciones de van der Waals, enlaces de hidrégeno e interacciones
culombicas (dado el potencial electrostdtico altamente negativo de este surco en estas
secuencias).” La asociacién deslocalizada con los fosfatos anidnicos del DNA se espera
en principio para toda droga catiénica, independientemente de su estructura. Por ultimo,
las drogas que forman enlaces covalentes con el DNA (Figura 1.1. () y (f)) se

caracterizan por ser altamente electrofilicas o tener una alta reactividad electrociclica.'®

Por otra parte, diferentes interacciones moleculares estabilizan la unién no covalente
de drogas a polinucledtidos. Cabe destacar las interacciones electrostaticas, de van der
Waals y los enlaces de hidrégeno.'” También, en casi todos los casos, una gran parte de

la energia libre de unién viene del efecto hidrofébico y del efecto de polielectrolito."”

1.1 Reconocimiento molecular de los acidos nucleicos por

drogas

El objetivo ditimo de todo disefio racional de drogas es la creacion de un ligando capaz
de establecer una serie de interacciones moleculares localizadas con una macromolécula
diana, es decir, de gjercer un reconocimiento molecular de la misma. La droga serd en
principio tanto mas efectiva cuanto mas especifica sea su unién, puesto que asi se evitara
la aparicion de efectos colaterales no deseados debidos a su interaccidn con

macromoléculas diferentes a la diana.

Los éacidos nucleicos en muchos casos se encuentran formando estructuras doble-
helicoidales repetitivas. La variabilidad estructural se localiza entonces unicamente en
los patrones de grupos funcionales existentes en los surcos mayor y menor, y més
particularmente en los situados en el surco mayor debido a su no degeneracién.”® En
dichos casos, una interaccion especifica requerird (a) el reconocimiento del patrén
particular de grupos funcionales de una secuencia de bases concreta via surco mayor, y

(b) que dicha secuencia no esté repetida. La droga que posea tal capacidad tendra



especificidad de secuencia.”” A medida que el tamafio del acido nucleico aumenta, el
tamaito minimo que debe tener una secuencia para ser unica (suponiendo una
distribucion aleatoria de bases) también aumenta. Asi, para ¢l genoma humano se estima
dicho tamafio minimo en 15 pares de bases.® Las drogas tradicionales dirigidas a acidos
nucleicos (intercalantes, drogas de surco menor, etc) interaccionan con un reducido
numero de pares de bases (1-4), y ademds no establecen interacciones con patrones de
grupos funcionales en el surco mayor. Por estas razones tiene una escasa especificidad
de secuencia. Debido a ello, se han ideado nuevos esquemas de disefio, como el de los
(andlogos de) oligonucleétidos antigén y antisentido previamente citados, que
aprovechan la complementariedad de dadores y aceptores de enlaces de hidrégeno de las
bases para reconocer patrones de grupos funcionales del surco mayor (o de bases en el

caso de las drogas antisentido).’

En otros casos, nos encontramos frente a una bateria de acidos nucleicos de diferente
estructura. La especificidad en la unién puede entonces conseguirse mediante el disefio
de una droga que se una selectivamente a una de las estructuras presentes, es decir, que
tenga especificidad estructural®® Es bien conocido el polimorfismo del DNA, el cual,
dependiendo de su composicién de bases y del medio (actividad del agua, temperatura,
contraiones, etc) puede adoptar diferentes conformaciones, todas ellas pertenecientes a
una de las tres grandes familias A, B y Z.* Ademas, los estudios de difraccién de rayos
X de cristales de oligonucleétidos han mostrado la existencia de variaciones estructurales
locales alrededor de estas conformaciones basicas.” Por otra parte, existe un gran
numero de estructuras ‘inusuales’ (horquillas, triples hélices, cuadruplexos, sitios abasicos
o anucleotidicos, DNA ramificado, lazos,...) que aumentan esta riqueza estructural
intrinseca presente en las dobles hélices.”* En cuanto al RNA, si bien sus estructuras de
doble o triple hélice pertenecen casi siempre a la familia A, se han descrito numerosas
estructuras inusuales en RNAs viricos y celulares: pseudonudos, estructuras globulares
de tRNAs y ribozimas, etc.”** Por tanto, el disefio de drogas con tal especificidad es
altamente atractivo, puesto que aunque el nimero de estructuras inusuales no sea tan

elevado como el de secuencias, suelen ir asociadas a funciones altamente especificas.

Existe una muy fructifera linea de investigacién dentro del disefioc de drogas
especificas de estructura, basada en la utilizacién de drogas quirales de forma y tamaifio

variables para el reconocimiento de motivos estructurales de polinucleétidos.” El



fundamento ultimo de esta aproximacién es la propia quiralidad de los 4cidos nucleicos,
debida a su vez a la intrinseca de sus componentes, los nucledtidos, asi como a la
adopcion de estructuras helicoidales con disposiciones espaciales disimétricas. Como
consecuencia, la union de estas drogas quirales es enantioespecifica, es decir, esta
favorecida para uno de sus enantiémeros. Para este tipo de disefio se han utilizado casi
exclusivamente hasta la fecha complejos metélicos, dada 1a gran riqueza de estructuras
tridimensionales de vartadas simetrias que pueden generarse mediante la coordinacion de
metales con ligandos organicos.”® Ademds, los complejos metalicos pueden interaccionar
con polinucletidos mediante cualquiera de los modos anteriormente descritos:
intercalacion, unién no covalente a los surcos, asociacién electrostitica y coordinacién

del metal o union covalente de un ligando con las bases.

A esta potencialidad estructural se unen dos factores adicionales. Por una parte, la
rica (foto)quimica de los complejos metalicos con los 4cidos nucleicos, que posibilita su
utilizacion en la manipulacién quimica de los mismos (ver mas adelante). Por otra, un
cambio dramitico en sus propiedades fotofisicas al interaccionar con polmucledtidos,
que permite detectar con gran sensibilidad su unién y su usarlas como sondas
moleculares estructurales.”® En la Tabla 1.1 se recopilan las enantioespecificidades

observadas de complejos metélicos en su unién con acidos nucleicos.

Entre estos ejemplos, cabe destacar el enantiémero A del Ru(TMP);*, que es
preferido por A-RNA (no uniéndose a B-DNA),” asi como el enantiomero A del
Ru(DIP);**, de unién preferente a Z-DNA (el enantiémero A se une mejor a B-DNA).
El anilogo de cobalto de esta ultima droga (A-Co(DIP);*") se ha utilizado como
fotonucleasa especifica de Z-DNA. La preferencia del B-DNA por los enantiémeros en
su unién reversible se invierte cuando la asociacién es por coordinacién del metal (ver
Tabla 1.I).



TABLA 1.LEnantiocspecificidades descritas para complejos de metilicos. Tomado de la referencia 28.




1.2 Manipulacion quimica de los acidos nucleicos.

Fotoquimica de drogas con polinucleétidos.

Un gran numero de aplicaciones de las drogas dirigidas a polinucledtidos se basan en su
capacidad de modificarlos quimicamente. Existe todo un arsenal de moléculas que
reaccionan con distintos componentes (bases, aziicares, fosfatos) o estructuras de acidos
nucleicos, destacando las utilizadas para la secuenciacién de los mismos y en las técnicas

de "footprinting" (Tabla 1.11).*?

TABLA 1.I1. Pruchas quimicas utilizadas en la mantpulacién de los dcidos nucleicos. Tomada de 1a
referencia 32.

En este sentido, son especialmente utiles para la manipulacién de los polinuleétidos
las drogas capaces de fotosensibilizarlos en reacciones de corte o formacién de aductos,
debido a que permiten usar la luz para controlar dichas modificaciones de una forma
ripida y "limpia".*** La fotoquimica de drogas con 4cidos nucleicos tiene ademas un
interés médico adicional, debido a la existencia de fotosensibilizadores endégenos

(porfirinas, riboflavina, bilirrubina, etc) que provocan efectos deletéreos en €l DNA en



presencia de luz, y de compuestos utilizables beneficiosamente como fotosensibilizadores
exdgenos en la terapia fotodindmica de tumores (derivados de la hematoporfirina,

ftalocianina, etc).**

Las reacciones de fotocorte y formacién de fotoaductos de los &cidos nucleicos
ocurren via multiples mecanismos. Concretamente, el fotocorte del DNA se inicia en
todos los casos conocidos por una de las tres siguientes reacciones fotoquimicas:** (a)
oxidacion de la guanina por parte de la droga excitada; (b) captura de un hidrogeno
de la desoxirribosa, bien directamente por la droga excitada, bien por OH producido a
partir de ani6n radical superdxido (O, , con hierro como catalizador), €l cual a su vez es
generado por reduccién del O por la droga excitada; (c) oxidacion de la guanina por
oxigeno singlete, producido por transferencia de energia del triplete excitado de la droga

al oxigeno molecular.

La secuencia de reacciones posteriores a la fotooxidacion de la guanina en el caso (a)
ha sido estudiada con cierto detalle utilizando como modelo la 3',5'-di-O-acetil-2'-
desoxiguanosina (Figura 1.2).*
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| |
8,8a 7,7a 6,6a 5,53
Figura 1.2. Fotooxidacién de la guanina. E! radical catiénico de la guanina formado tras la transferencia

electrénica (2a) se desprotona en agua a pH neutro y evoluciona a un radical neutro, con dos formas en
equilibrio tautomérico centradas respectivamente en el O6 y el C5 (3a y 4a). Este mismo radical neutro
puede formarse directamente por captura de un hidrégeno por la droga excitada, como de hecho ha sido
propucsto para el azul de metileno. A 1a forma 4a se adiciona una molécula de oxigeno, formandose un
radical peroxilo y/o ¢l hidroperoxido 5a, y a éste una molécula de agua en el enlace etilénico N7-C8.
Caomo resultado, se genera la carbinolamina 6a, con la consiguiente apertura del anmillo de pirimidina en
el enlace C5-C6 y liberacién de CO;. A continuacién se libera una molécula de formamida y el anillo se
reordena dando lugar a la imidazolona 2g, que por hidrélisis rinde la oxazolona 2h.



Cuando se utiliza 2'-desoxiguanosina como sustrato (Figura 1.3) se produce
competitivamente una adicién nucleofilica intramolecular del grupo 5'-hidroximetilo para

producir 9, que da lugar al nucle6sido 10 tras liberar CO,.*

OOH
Jj: >\ Op ROH N)L NH O\INH H O NH>(1
/‘\r OR ]\I] OR % 1\|1

OR

4 9 10:R= CH, o 11,12
R=CH,

OH

Figura 1.3. Fotooxidacion de la guanina. Via alternativa con 2’-desoxiguanosina como sustrato. Los
productos 11 y 12 se producen en metanol-agua.
La fotooxidacion por oxigeno singlete (caso (c)) ha sido estudiada principalmente con

2'-dexosiguanosina (Figura 1.4).>*

o
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6 0, 13,14 O \ 0
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OHI
1 N NH 15,16
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H, N
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Figura 1.4. Fotooxidacion de la guanina. Oxidacion por oxigeno singlete. Tras una cicloadicion [4+2]
de Diels-Alder dcl oxigeno singlete ¢n las posiciones C4 y C8, se originan los endoperdxidos inestables
13 y 14, que evolucionan posteriormente hacia los diastereoisémeros 4R” vy 48" de la 4,8-dihidro-4-
hidroxi-8-ox0-2'-desoxiguancsina (15 y 16). En menor medida también se produce 7,8-dihidro-8-ox0-2'-
desoxiguanosina (17), que posteriormente s¢ oxida dando igualmente 17.

Por su parte, la captura de hidrégeno de la desoxirribosa (caso (b)) se da
preferentemente en cinco de las siete posiciones posibles, debido a la presencia de un
atomo geminal de oxigeno o nitrégeno. En la Figura 1.5a se muestran los cinco radicales

generables, que evolucionan para formar diferentes productos estables (Figura 1.5b).**
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Figura 1.5. (a) Radicales formados por captura de H de la desoxirribosa. {b) Productos generados (ras
evolucion de los anteriores radicales. Los dos de abajo son aziicares 14biles al &lcali.

Los compuestos quimicos capaces de fotosensibilizar el corte del DNA, via uno o

varios de los mecanismos anteriormente descritos, son de muy diferente naturaleza:

drogas heteroaromaticas (acridinas, azul de metileno, daunomicina, etc), complejos de

metales de transicion (Ru(phen);>*, Co(phen);*”, Ru(bpy)s*", etc), cetonas (acetofenona,

benzofenona, acetona) e hidrocarburos arométicos policiclicos.

En la Tabla 1.III se

recogen algunos de estos compuestos junto con los mecanismos de fotocorte propuestos

para los mismos.

Tabla 1.3. Mecanismos de fotocorte descritos para diferentes drogas. Tomado de la referencia 34.

*t.e.= transferencia electrénica
1+ .= en presencia/ausencia de oxigeno
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1.3 Violégenos

Los viologenos constituyen un grupo de dicationes orgdnicos derivados de 2,2'- o0 4,4'-
bipiridinas dialquiladas (Figura 1.6).” Son particularmente interesantes por su capacidad
de sufrir procesos de oxidorreduccion reversibles, inusual en otras familias de
compuestos orgénicos. Esta capacidad puede explicarse considerando la estabilidad del
radical catiénico generado por reduccién monoelectrénica del correspondiente dicatidén
debido a la deslocalizacién por toda la estructura del electrén adicional. Han sido
principalmente utilizados como herbicidas, debido a su interferencia con los procesos

redox fotosintéticos, y como oxidantes en numerosos sistemas quimicos y bioldgicos.*

—
R/N+\
2

Figura 1.6. Estructura guimica general de un violégeno.

También ha sido investigada la interaccidén y fotoquimica con é4cidos nucleicos de
diversos violégenos. Por ejemplo, el metil-viologeno o paraquat (Figura 1.7), de unién
electrostatica a los fosfatos, presenta actividad fotonucleasica dependiente de oxigeno.”’
Ademids, puede actuar como cosensibilizador en la reaccion de fotocorte del DNA por
parte del etidio.® En este caso, €l mecanismo propuesto implica la transferencia
electrénica desde el etidio excitado (intercalado) hasta el metil-violégeno (unide al DNA
externamente), seguido de la oxidacién de la guanina por parte del etidio oxidado. Esta
oxidacién en una matriz de DNA del etidio excitado por el metil viologeno fue estudiada
y demostrada previamente: la correspondiente constante cinética de transferencia
electronica, determinada por el apagamiento de la fluorescencia del etidio, aumenta cinco

6rdenes de magnitud respecto a un control sin DNA.**

T \

Figura 1.7. Estructura quimica del metil-violégeno o paraquat (ion 1,1°-dimetil-4,4’-bipiridinio).

Otros violdgenos vestigados en relaciéon con el DNA son el ion N,N’'-dimetil-2,7-
diazapirenio (MDAP?", Figura 1.8a) asi como el correspondiente dimero bis-DAP**
(Figura 1.8b). Estos viol6genos son capaces de fotosensibilizar el corte del DNA.* EI
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segundo es una fotonucleasa mucho més efectiva que el primero, particularmente en la
formacién de fragmentos de DNA de pequefio tamafio, seguramente por su mayor
constante de asociacion y por la presencia de dos grupos fotoactivos. El MDAP*" se une
fuertemente al DNA (K=O(10’) M') y de forma no intercalante (posiblemente
electrostatica, al igual que el metil-violégeno, resultados no publicados). Presenta

absorcion en el visible y fluorescencia relativamente intensa.*’

{(a) MDAP" (b) bis-DAP*
Figura 1.8. Estructuras quimicas del (a) MDAP? y (b) el dimero bis-DAP*.

El ion dimetildiazaperopirenio (ADIQ’', figura 1.9) tiene también actividad
fotonucledsica sobre DNA de cadena sencilla.*' El corte ocurre principalmente en las
guaninas, y aumenta de forma importante si tras la irradiacién se trata la muestra con
piperidina 1 M a 90 °C, indicando la formacién simult4nea de sitios labiles al 4lcali,
Presenta bandas de absorcion en el visible y es luminiscente. La fluorescencia es apagada
por nucledsidos, asi como por poly(dG) y dobles hélices con pares de bases GC. Por el
contrario, se incrementa en presencia de poly(dA), poly(rA) y polinucledtidos sintéticos

de doble cadena con pares de bases AT.*"*

Figura 9. Estructura del ADIQ®* (ion N, N -dimetilantra[2,1,9-def:6,5,10,d e f ldiisoquinolinio).

La interacciéon con nucledsidos, nucleétidos y polinucleétidos también ha sido
estudiada con detalle. Las constantes de asociacién a nucledsidos y nucleétidos resultan
ser mucho mayores que las observadas para otras drogas, posiblemente por su caricter

dicatiénico y su mayor superficie hidrofébica en comparacién con éstas. Los estudios de
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transferencia de energia y de dicroismo lineal en flujo indican que la unién al DNA es por

intercalacién. La union es mis fuerte en dobles hélices ricas en pares de bases GC.*""*

En un estudio posterior se ha investigado detalladamente 1a fotoquimica del MDAP*' y
el ADIQ™".* El apagamiento de la fluorescencia observado es debido a una transferencia
electrénica desde las bases al singlete excitado de las drogas, altamente oxidante. Sin
embargo, la reaccién es altamente reversible, por lo que los autores concluyen que el
mecanismo de fotocorte ha de involucrar a moléculas de droga unidas externamente, bien
via fotooxidacién de los azicares o mediado por oxigeno singlete. Este ultimo
mecanismo estaria de acuerdo con la inhibicion del corte en ausencia de oxigeno
observada con el MDAP*".

1.4 Hipétesis de trabajo

Hemos visto las interesantes propiedades rédox que presentan los violégenos. Por otra
parte, derivados de estas moléculas con estructuras aromaticas extendidas (MDAP**, bis-
DAPY, ADIQ*) han resultado ser luminiscentes y absorber en el visible, cambiando
drasticamente sus propiedades fotofisicas como consecuencia de la union a
polinucledtidos.  Ademas, muestran una interesante fotoquimica con los acidos
nucleicos: sus estados excitados oxidan las bases del DNA, y son capaces de sensibilizar
la formacién de oxigeno singlete. Como resultado, se observa una importante actividad
fotonucleasica, que en el caso del ADIQ* se ha demostrado que es especifica de
guaninas. Por otro lado, presentan fuerte unién con el DNA, y en el caso del ADIQ”" es

por mtercalacion.

Consideremos una estructura genérica como la mostrada en la Figura 1.10, en la que
una de las piridinas de un viologeno tipico se ha sustituido por una fenantridina
cuaternizada. Como violégenos con estructura aromatica extendida, y en vista de los
precedentes descritos en el apartado anterior, cabe esperar de estas hipotéticas moléculas
propiedades fotofisicas, fotoquimicas y de unién a polinucledtidos similares o mejoradas
con respecto a las de los viologenos MDAP*" y ADIQ®": en principio es esperable que
absorban en el visible y que sean luminiscentes; como derivados de las 2,2"-bipiridinas
dialquiladas, deberian ser capaces de sufrir procesos redox reversibles, y como

consecuencia {en combinacién con la anterior prevision), procesos fotorredox. Ademis,
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esta estructura genérica muestra gran parecido con la del etidio, y por ello cabe esperar

que por analogia se unan fuertemente y por intercalacién al DNA y al RNA.*

Intercalacion en DNA/RNA

N — Afinidad por DNA/RNA, propiedades rédox
&’ Miximos de absorcitn

Estructura del complejo droga-DNA/RNA Actividad fotonucledsica

\ Potencial rédox
Y Barrera para la interconversién Enantioespecificidad de la unién
Angulo piridina-fenantridina Separacion de enantidmeros

Absorcién y luminiscencia

Figura 1.10. Estructura general de los violégenos derivados de N,N’-dialquil 6~(2-piridil)fenantridina,
mostrando las posiciones modificables para obtener diferentes propiedades fotofisicas, fotoguimicas y de
unién a polinucledtidos.

Por otra parte, y considerando la inestabilidad de una conformacién en la que la
piridina y la fenantridina fueran coplanares, para cada una de estas moléculas existirian
dos atropisémeros enantioméricos, correspondientes a orientaciones opuestés de la
piridina respecto a la fenantridina donde el nitrégeno de aquélla queda a un lado u otro
del plano de ésta. Por tanto, estas moléculas serian quirales aunque no posean carbonos
asimétricos. En consecuencia, existe la posibilidad de que su unién con dcidos nucleicos
sea enantioespecifica, afiadiendo propiedades adicionales de especificidad estructural a

las anteriores fotofisicas y fotoquimicas.

Una ventaja adicional de esta estructura genérica es que posee miltiples posiciones
modificables al objeto de seleccionar sus propiedades redox, fotofisicas y de unién a
acidos nucleicos. Sustituciones en el anillo de fenantridina permitirfan controlar la
afinidad de la unién por intercalacién de la molécula (si la interaccion se da por dicho
modo), asi como sus propiedades redox, de absorcién y de luminiscencia. Lalpiridina,
suponiendo una unién por intercalacion, quedaria en uno de los surcos de una estructura
doble- o triple-helicoidal, de modo que tanto la afinidad como la especificiad de
secuencia podrian controlarse mediante sustituyentes apropiados en este anillo. Por
tiltimo, los grupos alquilantes de la piridina y la fenantridina (particularmente si forman
parte de una misma cadena dialquilante) permitirian controlar €l 4ngulo entre estos dos
anillos, y por tanto las propiedades fotofisicas (absorcién y luminiscencia), (foto)redox,
la enantioespecificidad de la union y la barrera para la interconversion entre los

enantiémeros (con la posibilidad incluso de separalos).
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En resumidas cuentas, estos viologenos derivados de N, N'-dialquil 6-(2-piridil)fe-

nantridina presentan prometedoras capacidades de fotomodificacion de acidos nucleicos
(en particular de fotocorte), asi como de unidn enantioespecifica a los mismos. Muestran
ademas gran versatilidad en cuanto a la posibilidad de disefio "a medida” de candidatos

con diferentes propiedades.
1.5 Objetivos

El objetivo de esta tesis es la caracterizaciéon de la interaccién y fotoquimica con 4cidos
nucleicos de este nuevo grupo de drogas quirales fotoactivas, los violdgenos derivados
de 6-(2-piridil)fenantridina. La investigacién estard orientada principalmente a
confirmar la posible actividad fotonucledsica y de formacién de fotoaductos de las
mismas (y en su caso su mecanismo), asi como la existencia de unién enantioespecifica a
B-DNA. Este estudio intentard discernir si de hecho esta nueva familia de moléculas es
utilizable como herramientas capaces de fotomodificar especificamente estructuras

particulares de 4cidos nucleicos.

1.6 Metodologia

Un total de cinco compuestos se investigaran en este trabajo: dq2pyp, dq3pyp, Me2pyp,
dadq2pyp y dadq3pyp (Figura 1.11).

dq2pyp dq3pyp Me2pyp dadq2pyp dadq3pyp
Figura 1.11, Estructura quimica de las drogas investigadas en cste trabajo.

El estudio se realizard en dos etapas; en la primera se estudiardn los compuestos no
analisis de la informacién obtenida se propondrid una nueva generacion de violégenos,
que tras ser sintetizados se investigardn comparativamente en la segunda etapa. En la
descripcion del trabajo, se utilizaran sucesivamente para cada uno de los dos grupos de

drogas los siguientes epigrafes:
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¢ Anilisis conformacional de las drogas: inicialmente es necesario determinar la
geometria molecular de minima energia de las drogas per se, asi como estudiar
diversos aspectos estructurales y dindmicos de las mismas como por ejemplo su
flexibilidad conformacional y las barreras para la interconversion entre enantidmeros.
Estos estudios previos son imprescindibles para los posteriores de modelado
molecular de los complejos con 4cidos nucleicos, y permiten asimismo explicar
variaciones observadas en las propiedades redox y espectroscopicas entre los
diferentes candidatos a partir de diferencias estructurales entre los mismos. Para estos
estudios se utilizaran calculos cuédnticos semiempiricos (hamiltoniano AM-1*) y de
mecénica molecular (campo de fuerzas AMBER*), resonancia magnética nuclear y

cinéticas de dicroismo circular a diferentes temperaturas.

e Caracterizacién de la estructura electrénica de las drogas: la importancia de los
estados excitados en la fotoactividad de estos compuestos hace necesario un estudio
del numero, energias y multiplicidades de los mismos, asi como de las polarizaciones y
fuerzas de oscilador de las transiciones electronicas que los originan. Para este fin se
utilizaran medidas de absorcién UV-visible, luminiscencia en estado estacionario y
con resolucion temporal, anisotropia de fluorescencia, dicroismo circular {natural y
magnético), que se complementarin con célculos cudnticos semiempiricos
(hamiltoniano INDO/1%%).

o Estabilidad y reactividad: previamente a un estudio experimental de la interaccién y
fotoquimica de estas drogas con diversos acidos nucleicos es imprescindible
determinar las condiciones experimentales (temperatura, pH, etc) en las cuales la
estabilidad de las mismas es maxima. Esta investigacién se completa ¢ interpreta con
la de la reactividad quimica de estas moléculas, que a su vez puede ser interesante en
la investigacidon posterior de la fotoquimica con acidos nucleicos. A este efecto se

utilizardn medidas de absorcidn, resonancia magnética nuclear y voltametria ciclica.

o Interaccién con polinucleétidos: dado que el fin iltimo es el disefio de drogas
dirigidas a 4cidos nucleicos, evidentemente es necesario investigar en detalle su unién
a estos biopolimeros. Dicho estudio debe pasar por la determinacién de la afinidad,
modo de unién, especificidad de secuencia, enantioespecificidad (dado que son

quirales), efecto de polielectrolito y cinética de la interaccidn, tanto desde un punto de
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vista termodmamico como estructural y dindmico. Esta caracterizacion se realizara en
este trabajo mediante isotermas de unidn, cinéticas de flujo detenido, dicroismo
circular, cromatografia de afinidad en fase estacionaria de celulosa-DNA, dilisis,

calculos de mecénica y dindmica molecular, viscosimetria y dicroismo lineal en flujo.

Fotoquimica con dcidos nucleicos: el otro aspecto a abordar es el de la posible
existencia y en su caso el mecanismo de reacciones de fotosensibilizacion de
polinucledtidos, bien sea de fotocorte como de formacion de fotoaductos. En este
caso se utilizaran medidas de luminiscencia en estado estacionario, electroforesis en
geles de agarosa de plismidos superenrollados irradiados en presencia de las drogas,

medidas de absorcién y didlisis de complejos droga-polinucledtido irradiados.

Discusién: por ultimo, la informacién obtenida para cada grupo de drogas servird
para proponer modificaciones dirigidas a la obtencidén de candidatos mejorados. En el
caso del dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp, una de estas modificaciones, dirigida a aumentar
la afinidad de unién por intercalacién, dié lugar al segundo grupo de drogas:
dadq2pyp y dadq3pyp. También se propondran modificaciones dirigidas a aumentar

la estabilidad frente a la temperatura, el pH y la interconversion.
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2:Técnicas y materiales

2.1 Técnicas espectroscopicas
2.1.1 Espectroscopia de absorcion electrénica

El numero, energia y fuerza de oscilador de las transiciones electronicas de una molécula
pueden estudiarse a través de su espectro de absorcién. Con ese fin se registraron los
espectros de absorcién del dq2pyp, dq3pyp, Me2pyp, dadq2pyp y dadq3pyp. Para ello se
utilizd un espectrofotdmetro GBC UV/VIS 918, con una lédmpara de xenon para
longitudes de onda visibles y de deuterio para el UV. Las condiciones tipicas de recogida
de espectros fueron una anchura de rendija de 1 mm, una velocidad de barndo de 200
nm/min, y una resolucién de 0.21 nm. A cada espectro se le restd su correspondiente
linea base.

2.1.2 Espectroscopia de emisién
2.1.2.1 Medidas de fluorescencia en estado estacionario y con resolucion temporal

La medida del rendimiento cudntico de fluorescencia (P53 de una molécula es
fundamental a la hora de evaluar la contribucién competitiva con el proceso de
fluorescencia de otros procesos de desexcitacién no radiativa*(conversién interna, cruce
intersistémico, relajacién vibracional, apagamiento bimolecular o "quenching" y
reacciones fotoquimicas). Para su medida experimental, normalmente se determina el

rendimiento cuantico relativo a un esténdar conocido, mediante la siguiente expresion:
S 4
O, =0, — L 2.1)
f f
S, 4

donde @ es el rendimiento cudntico de fluorescencia de la referencia, S y S, son las

areas bajo los espectros de emisién de la muestra y la referencia, y 4, y 4 son las
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absorbancias de la referencia y muestra, respectivamente, a la longitud de onda de

excitacion.

El tiempo de vida de los estados excitados de una molécula es otra de sus
caracteristicas fundamentales, y su evaluacion puede proporcionar informacién sobre la
multiplicidad de los mismos®. Este puede ser natural (T , inversa de la constante

cinética de emisién espontanea) o de fluorescencia (T, inversa de la constante cinética de

o *

despoblacién del estado excitado). Ambos se relacionan por la expresiéon @, = :f
.

En el presente trabajo, se realizaron medidas de fluorescencia en estado estacionario

y con resolucién temporal para caracterizar los caminos de relajacién de los estados
clectrénicos excitados de las drogas estudiadas, bien por vias radiativas como por
apagamiento por 4cidos nucleicos o sus componentes. También sirvieron para la
determinacién de los rendimientos cuanticos de fluorescencia de las drogas. Las medidas
de fluorescencia en el estado estacionario se realizaron en un fluorimetro Perkin-Elmer
LS-50 con interfase a un ordenador IBM PS/558X para control del instrumento,
transferencia de datos y andlisis. Los espectros obtenidos fueron corregidos (cuando fue
necesario) frente a la respuesta del monocromador y del fotomultiplicador. La
temperatura se mantuvo constante a 25.0 + 0.2 °C mediante un bafio termostatico
circulante Haake D8-GH. En las determinaciones de rendimientos cuénticos se utilizé
como referencia bisulfato de quinina 1 N en 4cido sulfirico (®¢= 0.546)"". Las medidas
de fluorescencia con resoluciéon temporal se realizaron en un espectrometro SPC
Edinburgh Instruments FL-900, dotado de una lampara de descarga de nitrogeno a baja
presion pulsada a 40.0 kHz. El control del espectrémetro y del analizador multicanal, asi
como la recogida de datos (1024 canales) y el anélisis de los mismos se reahzé mediante
un ordenador COP 386SX/20. Las trazas obtenidas se deconvolucionaron por la
respuesta instrurental, y las resultantes fueron analizadas mediante un modelo
monoexponencial utilizando el programa del instrumento. La bondad del ajuste se

comprobd mediante el analisis de los parametros x”reducido y de Durbin-Watson, asi

como de la distribucién de desviaciones y la funcién de autocorrelacion™. La
temperatura de la muestra se mantuvo constante a 25.0 + 0.2 °C mediante un bafio

termostatico circulante Haake D8-GH.
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2.1.2.2. Anisotropia de fluorescencia (AF)

La anisotropia de fluorescencia a una longitud de onda A de excitacién se define como la

siguiente relacién de intensidades de fluorescencia de luz polarizada (,,(4))™":

AF (1) = 1. ()= L,(A)G(A) 2.2)
I (A)Y+21,(1)GA) .

donde G(4) es un factor utilizado como correccidn instrumental, igual a 1,,(A)/I(A); el
primer subindice de las intensidades se refiere a la direccién de polarizacién del
polarizador de excitacién, mientras que el segundo segundo subindice se refiere a la del
polarizador de emisién. En el caso de una muestra totaimente inmovi]jzadé, puede
demostrarse que la anisotropia de fluorescencia viene dada por:™

AF(A) = %(%}

(2.3)
siendo # el dngulo entre el momento de la transicién de absorcién y el momento de la
transicién de emision (en principio aproximadamente paralelo al de la transicién de
absorcion de menor energia). De esta forma, la anisotropia de fluorescencia permite
calcular los dngulos entre el primero y sucesivos momentos de transiciones de absorcién,
si bien no da informacién acerca de la orientacién absoluta de los mismos en el sistema
de referencia molecular. Dicha informacién debe obtenerse por estudios de dicroismo
lineal en peliculas orientadas de polimeros o por célculos cudnticos. Obsérvese que los
valores que puede adoptar la AF se encuentran entre -0.2 (momentos perpendiculares) y
+0.4 (momentos paralelos). Por tanto, en principio el espectro de AF de un fluorsforo

alcanzara el valor de +0.4 en la region de su banda de absorcién de menor energia.

En el presente trabajo, se realizaron espectros de AF al objeto de estudiar el mimero y
polarizaciones de las transiciones electrénicas del dq2pyp y el dq3pyp. Los cuatro
espectros de excitacion necesarios para obtener el de AF se registraron en un
espectrofluorimetro AMINCO SPF-500 de "espectro corregido”. En el haz excitador se
utilizd un polarizador Glan y en el de emisién uno Polaroid. Las moléculas estudiadas se
inmovilizaron en mezclas 7/3 v/v de etilenglicolagua, mantenidas a 170 K en un
criostato con ventanas laterales para permitir el paso de los dos haces de luz
perpendiculares. Las intensidades de emision se midieron a 520 y a 495 nm,
respectivamente para dq2pyp y dq3pyp.
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2.1.3 Espectroscopia de dicroismo circular (DC)
2.1.3.1 Dicroismo circular natural (DC)

El dicroismo circular de una muestra se define como la diferencia de sus absorciones de

luz polarizada circular a izquierdas y derechas:*’
DC= 4 - 4, (2.4)

La consecuencia es que resulta una luz polarizada elipticamente, y de' hecho la

elipticidad molar, expresada en grados x cm’ x dmol”, es la unidad usualmente utilizada.

E1 DC puede aparecer principalmente por dos mecanismos.”” El primero, denominado
como de "oscilador acoplade”, implica la interaccion de dos momentos dipolares
eléctricos g,y i, de transiciones electrénicas de sendos croméforos A y B. En este

caso, el DC es proporcional al producto escalar triple :
DCoc Ry, - fig X i 1] 2.5)

donde R L,z €s €l vector que conecta los centros de los dos croméforos. El segundo

mecanismo aparece cuando existe un momento magnético, aparte del eléctrico, asociado

a una trapsicion. Ahora el dicroismo circular es proporcional al producto escalar:
(2.6) siendo 7i,el momento magnético, funcién de las coordenadas rotacionales

electrénicas. Este mecanismo unicamente puede darse en croméforos quirales; en caso

contrario €l producto escalar anterior se anula.

El DC de los acidos nucleicos es debido a ambos mecanismos. Por una parte,
asociado a las transiciones n— #~ de las bases suele haber un importante momento
magnético; por otra parte, existen interacciones entre momentos eléctricos de las bases y
aziicares, y de las bases entre si. El mecanismo de oscilador acoplado asimismo explica la
aparicion de DC visible en drogas aquirales al unirse a DNA (lo que se denomina

dicroismo inducido™).

El perfil de una banda de dicroismo debe ser similar al de la correspondiente banda de
absorcién si s6lo una transicién electronica contribuye a la misma, y en ausencia de

acoplamiento vibrénico y/o exciténico.”’
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Los espectros de DC para este trabajo se realizaron en espectropolarimetros Jovin-
Ivon y Jasco J-720, este iltimo con accesorio de cubetas termostatizado por efecto
Peltier. En este caso, las medidas se realizaron a 25.0 + 0.1 °C, utilizando una anchura
de rendyja de 1 nm, un tiempo de respuesta de 1 s, una resoluciéon de 2 nm y una
velocidad de barrido de 100 nm/min . En todos los casos se registrd previamente la linea

base, que se resté del espectro obtenido.

2.1.3.2 Dicroismo circular magnético (DCM)

Una muestra, épticamente activa o no, dentro de un campo magnético, pre;c.enta DC
cuando la direccién de propagacién de la luz incidente es paralela a la de dicho campo
magnético. Tres términos dan cuenta del DCM.*” Dos de ellos, usalmente denominados
con las letras A y C, aparecen unicamente en moléculas con estados fundamental y/o
excitados degenerados. El tercer término (B) se da en todas las moléculas, y es debido a
la mezcla de niveles de energia como consecuencia del campo magnético. Para dos
transiciones cercanas en energia, 0—f y 0—k, con momentos no paralelos y bien
separadas de otras transiciones, los correspondiente términos B son similares en

magnitud pero de signo opuesto:
BOS) = (v, — v, ) (K AOSf) x #HO01)] 2.7)
B(OK) = (v, —v,) @(M[R(0) x 0K)] 2.8)

De esta forma el DCM puede utilizarse para determinar si una banda de absorcién es
debida a una o dos transiciones electronicas, puesto que en este ultimo caso el espectro
de DCM ser4 intenso y aparecera una sucesién de dos bandas de elipticidad de distintos

signos, ambas de similar amplitud.

En el presente trabajo se realizaron espectros de DCM del dq2pyp y dq3pyp al objeto
de caracterizar las transiciones electrdnicas responsables de sus respectivos espectros de
absorcién. Los espectros de DCM se registraron en un espectropolarimetro Jasco J-720
equipado con un imén en el soporte de cubetas. Los espectros de las mezclas racémicas
se registraron con orientacion norte-sur (NS) y sur-norte (SN) del campo magnético. El
espectro SN se restd del NS y el resultado se dividid por dos, para eliminar efectos de

DC no generados por el campo magnético. El mismo procedimiento se empled para el
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tampdn, que fue después sustraido del espectro de la muestra. El espacio entre los polos
magnéticos fue de 2 mm, y el campo magnético efectivo se calibrd a partir de la sefial de
DCM a 510 nm de una disolucién estandar de CoSO4 1 M (A€ = -1.88 x MTecm'T).%*
Las condiciones de registro de espectros fueron las mismas que las de los espectros de
DC. Un total de 10 espectros fueron promediados por cada medida para aumentar la

relacton sefial/ruido.

2.2 Técnicas para la caracterizacion experimental de la

union con polinucleotidos
2.2.1 Dicroismo lineal en flujo (DL)

La geometria de los complejos droga-polinucledtidos puede estudiarse mediante
dicroismo lineal del complejo orientado, por ejemplo via un flujo hidrodinimico.”” El

dicroismo lineal (DL) de una muestra orientada se define como:
DL(l)=4 (D)~ A_(l) Q29

donde 4, y A, son, respectivamente, las absorbancias de luz polarizada en planos paralelo
y perpendicular a la direccién de orientacién. El correspondiente dicroismo lneal
reducido (DL") se obtiene dividiendo la anterior magnitud por la absorcién isotrépica

(medida en la muestra sin ortentar):

DL (X)) = %(é—; (2.10)

La magnitud obtenida es, por tanto, independiente de la concentracién y la extincién
molar de la muestra. Puede demostrarse que para moléculas con simetria cilindrica
efectiva, como es el caso del DNA, el dicroismo lineal reducido se puede expresar como

el producto de un término orientacional y uno 6ptico :

DL(A)=8Sx0 2.1
donde el término Optico se puede expresar como una funcién del déngulo formado entre el

momento de la transicién de absorcién i y el eje de la molécula:

33 (4W3c0s’ a, - 1)

°3  sam

(2.12)
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Es conveniente, en el caso de existir miltiples transiciones, hablar de un 4ngulo
efectivo a.r. Dicho dngulo es el promedio entre los distintos angulos de las diferentes

transiciones. El término Optico se puede expresar en funcién de este angulo efectivo a

través de la siguiente expresion:*
3 2
0:5(3005 a,—1) (2.13)

El DL de un B-DNA, en la zona correspondiente a la banda de absorcién centrada a
260 nm, es negativo y constante, ya que los momentos de las transiciones de las bases se
encuentran en el plano de las mismas, que es aproximadamente perpendicular al eje
longitudinal del DNA. Una droga intercalante cuyas transiciones se encuentren en el
plano molecular, tendrd por tanto un DL también negativo y constante (y de igual o
distinta magnitud que el del DNA segun si se intercale paralelamente o no a los pares de

bases).

Los espectros de DL se midieron en un espectropolarimetro Jasco J-500. La
orientacion se obtuvo mediante un gradiente de cizalla creado por una célula de Couette.
En esta célula, un cilindro de cuarzo externo rota alrededor de uno interno fijo
concéntrico, dotade de una ventana también de cuarzo a través de la cual pasa el haz de
luz. La muestra se sitiia en el espacio intermedio, y como consecuencia de la rotacién
del cilindro externo, las cadenas de DNA se orientan perpendicularmente al gje de giro.
E! espacio intermedio es de 0.5 mm, por lo que el paso optico efectivo de la célula es de
1 mm. Los espectros se registraron utilizando una anchura de rendija de 1 nm, con una
resolucion de 1 nm y a una velocidad de barrido de 100 nm/s. Al espectro registrado se
le resto la linea base, obtenida registrando otro espectro en las mismas condiciones que el
anterior pero con la muestra no orientada (célula de Couette parada). Por ultimo, el
espectro resultante se dividié entre el de absorcidn obtenido en condiciones similares en
un espectrofotdmetro Cary 2300, para obtener el dicroismo reducido. No se corrigi¢ por

los diferentes pasos opticos.
2.2.2 Isotermas de unién

La afinidad, cooperatividad y estequiometria de la interaccién de una droga con una
macromoiécula puede estudiarse realizando isotermas de unién. En el caso de

interacciones inespecificas con polinucleétidos, normalmente se utilizan para su andlisis
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representaciones de Scatchard,” a las cuales se ajusta la ecuacién de McGhee-von

Hippel,™ bien en su forma no cooperativa:
1-1{(1~—nv)[—11ﬂ)n_1 2.14
L ’ I-nv+v (2.19)

como en su forma cooperativa:

(2.15)

n-1 2
Y. Kh(]_nv)((za’—l)(l—m’)+ V—RJ _(1_— (n+l)v+R)
L 2@ - IRT—7v) Z2=nv)

donde

R ={1- (n+ v} +40v(1-nv) (2.16)

En las anteriores ecuaciones, v es la funcién de saturacién (es decir, la concentracion
de ligando unido dividida por la concentracion de pares de bases totales), L es la
concentracion de ligando libre, K es la constante de asociacién a un sitio aislado, » es el
numero de pares de bases que forman un sitio de unién, y » es la constante de
cooperatividad (que mide la tendencia de los ligandos para unirse contiguamente). Estas
ecuaciones tienen en cuenta el solapamiento de sitios de unién debido a la inespecificidad

de la interaccion, y consideran al polinucle6tido como una red unidimensional infinita.

Debido a la naturaleza polielectrolitica de los &cidos nucleicos y a su alta densidad de
carga, existe una alta concentracién local de contraiones alrededor de los mismos. Como
consecuencia, la unién de ligandos catidénicos y/o que aumenten el espaciado entre los
fosfatos, es conducida termodindmicamente por la liberacién simultinea del
polinucleétido de contraiones a favor de gradiente (efecto de polielectrolito), y depende
de las condiciones iénicas del medio.'” La teoria molecular de la condensacién de
contraiones en polielectrolitos’® ha sido adaptada con éxito a la descripcién
termodindmica de la interaccién de ligandos con 4cidos nucleicos por parte de Record y
colaboradores.'* Segiin la misma, la dependencia de m con la concentracién de sal
monovalente para un ligando que forme pares i6nicos con el polinucledtido, viene dada
por:

_Qlogk 2.1
alog[zw] my=-my.+y,) @2.17)
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En la anterior ecuacion, [M] es la concentracién de contraién monovalente, y ¥ es la
fraccidon de contraiones asociada por carga del polielectrolito, bien condensados (),
bien unidos por interaccién de tipo Debye-Huckel (). En el B-DNA y. = 0.76 y y; =
0.12, lo que rinde un valor para y de 0.88. Debido al pequeiio tamafio de Ias drogas, en
su caso m suele ser aproximadamente igual a la carga de las mismas. La anterior féormula
no tiene en cuenta cambios conformacionales en el polielectrolito que alteren el
espaciado entre sus cargas, como seria el caso de una droga intercalante. Considerando
el cambio conformacional provocado por la generacién de un sitio de intercalacién, la

dependencia anterior se transforma en:**!

SlogK . N

—F——==-2n(y - -m 2.18
é’log[ M+] W-v) 4 | (2.18)
donde ¢ es la fraccion de contraiones asociados por carga del polielectrolito en el sitio
de intercalacion (cuyo valor predicho tedricamente es de 0.82), y n es el nimero de

pares de bases afectados (2 si se supone un modelo de exclusion por vecino).

La energia libre de unién a una determinada concentraciéon de sal puede obtenerse a

partir de la correspondiente constante de asociacion (K, ) en dichas condiciones: AG? =
-RTIn K. Esta energia libre puede ser dividida en dos contribuciones:

AG’ = AG,, +AG,, (2.19)

siendo AG,, la contribucién del efecto de polielectrolito, y AG,, la energia libre de
union restante (referida a un estado estandar de concentracién 1 M de sal monovalente,
M" X). La primera contribucién puede estimarse a cualquier concentracion de sal a partir
de la pendiente (S) de una representacion de logK, vs. log[M'], siendo AG,, =
SRTIn[MX]."” La energia libre restante contendra, por su parte, contribuciones debidas a
interacciones de van der Waals, efecto hidrofobico, enlaces de hidrégeno e interacciones
iénicas.

Las isotermas de unién realizadas en este trabajo se obtuvieron mediante titulaciones
espectrofotométricas en el visible de la droga con polinucledtido, en un
espectrofotémetro GBC 918 con accesorio de cubetas termostatizado por efecto Peltier.
Las concentraciones de ligando libre y unido se determinaron en las primeras a partir de

la absorcién en el maximo de absorcién en el visible A%, previa determinacién del
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coeficiente de extincion de la droga a esa longitud de onda en presencia de un exceso de
4cido nucleico (e5”), y utilizando la expresion:

obs

S E—T— (220
b 8f —Eb ( )

_ Cey - 4

donde e/ es el coefieciente de extincién molar a esa longitud de onda de la droga en
ausencia de acido nucleico, es decir, de la droga libre. En todos los casos se mantuvo la
temperatura a 25.0 + 0.1 °C, dejando a la muestra equilibrarse durante unos minutos tras
cada adicién. Un total de 5-10 titulaciones se emplearon para elaborar cada isoterma de
unién, a distintas relaciones droga/polinucleétido, al objeto de tener el miximo rango de
saturaciones. Tras construir las representaciones de Scatchard, los parimetros de
McGhee-von Hippel se estimaron mediante el ajuste de la ecuacién no cooperativa
utilizando el algoritmo de Marquardt implementado en el programa FIGP, o bien de la

cooperativa mediante un programa desarrollado en nuestro laboratorio para tal fin.
2.2.3 Viscosimetria

La union por intercalacién de una droga a un polinucleétido puede probarse mediante
titulaciones viscosimétricas del acido nucleico con la droga. Si existe intercalacion, la
longitud del polinucledtido (L, cuando esta libre) aumentara (L) al unirse la droga, lo

cual se reflejara en un incremento de la viscosidad de la disolucién:

b |
L. (1J @21
/5

siendo en la anterior ecuacidn 17, y 77 la viscosidad del polinucleotido libre y unido a
droga, respectivamente. Cohen y Eisenberg mostraron que para moléculas de
polinucledtido suficientemente cortas (de tamarfios igual o menores a su longitud de
persistencia) existe una relacion lineal entre la saturacion del polinucledtido y la raiz

ctibica de la viscosidad reducida:®

I
[lj =1+ 22)
o

donde la constante de proporcionalidad m es el denominado pardmetro de extension de

la hélice. Aunque en la teoria original de Cohen y Eisenberg el valor de m era
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exactamente 1.0, en la practica es posible observar pendientes menores, cuyo valor
depende de la estructura particular de la droga. Este hecho fue racionalizado por Gabbay
y colaboradores a través del modelo de intercalacion no cldsica.”® Segun este modelo,
una droga que se intercale de forma asimétrica y/o parcial en la doble hélice producira,
junto con el alargamiento tipico de la cadena, una curvatura en la misma, de modo que la
longitud hidrodindmica final (y por tanto la viscosidad) serd inferior que la prevista para

un intercalante "clasico”.

Las medidas de viscosidad para este trabajo se realizaron en un viscosﬁnetfo capilar
de tipo Ubbelohde (Schott) equipado con un controlador automético para bombeo y
medida de la velocidad de caida (Lauda VB2), y sumergido en un bafio termostético de
agua (Lauda CDI15) a 25.1 + 0.05 °C. Las titulaciones consistieron en la adicién de
alicuotas de una disolucién concentrada de droga a muestras de DNA[RNA de
aproximadamente 6x10* M. Las viscosidades relativas se calcularon a partir de la
expresion n=(t-£")/’, donde t es el tiempo de caida de la muestra, y £’ el tiempo de caida
del tamp6n. Las titulaciones viscosimétricas se analizaron mediante representa#iones de
viscosidad reducida (7/r0) vs. relaciones droga/polinucleétido, o bien, de acuefdo con la

teoria de Cohen y Eisenberg,® representando (1/775)"” vs. v.
2.2.4 Cinéticas de flujo detenido

El estudio de la cinética de la interaccién de una droga con un polinucleétido puede
aportar informacién adicional sobre la misma aparte de la obtenida a partir de estudios en
equilibrio. Una técnica cinética comunmente utilizada para este tipo de sistemas es la de

flujo detenido ( stopped-flow ), y es 1a que se adoptd en este trabajo.

Al igual que ocurria con las constantes de equilibrio de asociacion K, las constantes
cinéticas de interaccién de ligandos con polinucledtidos dependen de la concentracién de
sal, dada la naturaleza polielectrolitica de estos biopolimeros. De nuevo la tebria de la
condensacién de contraiones en polielectrolitos ha sido aplicada con éxito para describir
estas dependencias, y el analisis de las mismas con dicho formalismo ha demostrado ser
de gran utilidad en el estudic del mecanismo de unién de ligandos a
polinucledtidos.*****! En el caso de drogas intercalantes Wilson et al.*' propusieron dos
modelos, que a continuacién se describen, para a describir las dependencias con la

concentracidn de sal.
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Modelo 1. Union directa. Inicialmente se produce la apertura de la doble hélice. Este
paso es muy rdpido con relacion a los restantes, por lo que se alcanza rapidamente una
situacién de preequilibrio. Se sigue la intercalacién de la droga, que constituye el paso

lento del proceso:

DNA < DNA™ +2N(y .-y )Na”
DNA’ +droga — [droga- DNA]_ +my Na*

donde DNA" representa la unidad cooperativa de DNA "abierto”, N el nimero de pares
de bases que forman el sitio de intercalacion (2 siguiendo un modelo de exclusion
vecina), ¥ y ¢ son las fracciones de contraiones condensados por fosfato en el DNA
nativo y abierto (0.76 y 0.64, respectivamente) y [droga-DNAJ;, representa el complejo

de intercalacion.

La dependencia resultante para la constante de asociacion es :

o lo .
"é—l“-g—]\[f%f 2N(y,~y)-my,
Og[ a’ (2.23)
y para la de disociacion es :
Ologk, oy myt 2Ny, ) (2.24)
J log[Na ]

donde ¥; y . son las fracciones de contraiones unidos por fosfato via interaccion de

Debye-Huckel en el DNA nativo y "abierto", respectivamente.

Modelo 2. Union mediada por condensacion. En un primer momento la droga se
une por condensacion al DNA, con la consiguiente liberacién de iones Na® (paso de

preequilibrio), y posteriormente se abre el DNA, intercaldndose la droga (paso lento} :
DNA + droga <> DNA -droga + ny Na*
DNA-droga —|droga-DNA],, + (2N -n)(y, - ¥:)Na* +(m-n)y . Na*

En las anteriores reacciones, DNA droga representa el complejo electrostatico droga-
DNA, y n es el nimero de pares idnicos formados en dicho complejo. EI valor de este

tltimo pardmetro puede considerarse igual al mimero de pares 1énicos formados en el
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complejo de intercalacién (n = m), o bien igual a 0.76, tal y como se esperaria de una

asociacién por simple condensacion.

La dependencia para la constante de asociacion es :

é logk,
Zedra]”
og|Na’ ] (2.25)
y para la de disociacién es :
18k oy 2Ny emy
74 log[Na ] ‘(2_2 6)

La comparacién de las pendientes de las constantes de asociacién y disociacién
experimentales con las tedricas de uno y otro modelo permiten discernir cudl describe

mejor €l mecanismo de unién de la droga estudiada.

Las cinéticas de disociacion para este trabajo se realizaron en un aparato de flujo
detenido Hi-Tech SF-40, con una interfase a un ordenador Tandon 386/20 a través de un
convertidor analégico/digital de 12 bits, y controlado mediante el programa Rapid
Kinetics del instrumento. La temperatura se mantuvo constante a 25.0 + 0.1 °C mediante
un bafio termostatizado en el cual se encontraba sumergida la cdmara de mezcla. El
experimento tipico consistia en la mezcla de 100 mL de complejo droga-DNA (a una
relacién de concentraciones de 10 pb/(molécula de droga), para asegurar la total unién
de la droga) con el mismo volumen de una disolucion de SDS al 1%. En el caso del
dq2pyp, la reaccidn se registré a través del incremento de la intensidad de fluorescencia a
longitudes de onda > 435 nm; como fuente de luz se utilizé una ldmpara Oriel de xenon
(150 W) con un filtro de paso de banda a 360 nm. En el caso del dadq2pyp, y debido a
que no presenta luminiscencia, se midieron los cambios de absorbancia a 317 nm de la
muestra; como fuente de luz se utilizé la lampara de UV del aparato. En ambos casos,
por cada traza se recogieron 512 puntos, utilizando una constante de tiempo de cero. Al
objeto de mejorar la relacion sefial/ruido, para cada experimento se promediaron de diez
a quince trazas, y la resultante se analizé con el programa Rapid Kinetics del instrumento
mediante un modelo monoexponencial o biexponencial. La bondad del ajuste se

comprobd mediante el pardmetro % y la distribucién de las desviaciones.
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2.3 Técnicas de modelado molecular
2.3.1. Calculos cudnticos

Para calcular cualquier propiedad molecular G a partir de primeros principios, es
necesario resolver la ecuacion de Schrodinger molecular, y a continuacién calcular el

valor promedio de la propiedad a partir de:*
(G)=[y Gy dr=(v[Cly) @27)

donde G es el operador asociado a dicha propiedad y ¢ es la funcion de onda obtenida
por resolucion de la ecuacion de Schrodinger. El método cominmente utilizado para
dicha resolucién en dtomos y moléculas es el denominado del campo autoconsistente o
de Hartree-Fock. Segin dicho método, la funcion de estado es aproximada por un
producto antisimetrizado (en forma de determinante de Slater) de orbitales-espin. En
dicho caso, puede demostrarse que los mejores orbitales espaciales ¢; satisfacen las

ecuaciones de Hartree-Fock siguientes:

F()3,(1) = £,:4,() (2.28)
Fy= A, +X[27,()- K, 1) (2.29)
A =—iv2~Zz ¢ C(2.30)
core 2m 1 - A ru . .
J,m6,0=9,0f,@f = dv, 2.31)
K, (08,()=4,00[ 4D dv, (2.32)
14

En las anteriores ecuaciones, F, H_,,, J; y K; son respectivamente los operadores de

Hartree-Fock, hamiltoniano del "core”, de Coulomb y de intercambio. f}m contiene

(4
términos de energia cinética del electrén y de atraccion electrén-nicleo, y K ;€8 un
término debido al uso de una funcién de onda antisimétrica. Por dltimo, J ; corresponde

a la interaccion de la carga puntual del electrén 1 con la nube de carga de densidad -

e|@{2)* de electron 2 (se consideran interacciones interelectrénicas promediadas, en vez
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de instantineas). Debido a que £ es funcién de los orbitales espaciales, la resolucion se
hace de forma iterattva. En la practica se utiliza un procedimiento ideado por Roothaan,
que implica la resolucién iterativa de sistemas de ecuaciones lineales. Cada orbital

espacial ¢, se expresa como una combinacién hneal de un conjunto de funciones de base

g

¢i = Zcfkgk - (2.33)

Sustituyendo esta expresién en las ecuaciones de Hartree-Fock, multiplicando por g

e integrando sobre todo el espacio, se llega al siguiente sistema homogéneo de las

variables cu:

Z (F:;k - gr‘Sjk)Cik = 0’ J = 152335---- (234)
4

donde F, = (g,|Flg, ), S =(gle.) - (235)

Para obtener una solucion distinta de la trivial, el determinante de los coeficientes
debe anularse:

det(F, —£,5,)=0 - (2.36)

Se comienza dando valores iniciales al conjunto de coeficientes ci, a partir de los cuales
se obtienen unos orbitales ¢ iniciales. Con estos orbitales se defme €l operador F
correspondiente a la iteracion. Se calculan entonces las integrales Fj y Sy, y se resuelve
¢l determinante anterior, obteniéndose un conjunto de soluciones e;. Sustituyendo cada
una de ellas en la ecuacion (2.34) se llega a un nueve conjunto de coeficientes ci. El

proceso se repite hasta que se cumple un determinado criterio de convergencia.

A la hora de describir aceptablemente estados excitados, es necesario considerar la
interaccion entre configuraciones excitadas. Esto se consigue haciendo adicionalmente
un calculo de interaccién de configuraciones. La funcién de onda se expresa como
combinacién lineal de determinantes de Slater correspondientes tanto al estado
fundamental como a configuraciones excitadas:

w= Zciq)i (2.37)
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y a continuacién se optimiza esta funcién utilizando el método de variaciones. Dado que
se trata de una funcién variacional lineal, dicha optimizacién pasa por la resolucion de la

correspondiente ecuacion secular:

det(H, — ES,;) =0 (2.38)
H,=(oH0,), s, =(o]0,) (2.39)

Las soluciones Ey, E;, E,,... de esta ecuacion son limites superiores a las energias de
los primeros estados de la molécula, y a partir de ellas se obtienen las correspondientes

funciones de onda moleculares.

Existen dos tipos de célculos cudnticos moleculares. En los calculos ab initio se
emplea el hamiltoniano molecular completo, sin introducir ningin parametro
experimental. Por el contrario, los métodos semiempiricos utilizan un hamiltoniano
simplificado, con términos con parametros obtenidos por ajuste a los datos
experimentales. En este trabajo se utilizaron métodos del segundo tipo, dada su mayor
rapidez y el tamafio de las moléculas estudiadas. Concretamente, para la optimizacién de
geometrias moleculares de las drogas se utilizé el hamiltoniano AM-1,* implementado
en el programa MOPAC 6.0 y empleando ¢l minimizador EF.*” Los contornos de
orbitales moleculares y de densidad electrénica se calcularon con el programa DENSITY
utilizando la salida de los anteriores calculos. Las cargas parciales puntuales utilizadas en
los célculos de mecanica molecular (vide infra) se obtuvieron por ajuste al potencial
electrostatico molecular calculado utilizande el hamiltoniano MNDO®® implementado en
MOPAC 6.0 y utilizando Ia opcién ESP* con las geometrias moleculares previamente
obtenidas: ¢l modelo de cargas puntuales se ajusté al potencial electrostatico calculado
en cuatro capas de Connolly a 1.4, 1.6, 1.8 y 2 veces el radio de van der Waais, con una
densidad de 5 puntos por A Para el calculo de momentos dipolares de transiciones
electronicas se realizaron célculos de interaccion de conﬁguracionés (200
configuraciones) utilizando el hamiltoniano INDO/1*’ implementado en el programa
ZINDO, y de nuevo sobre las geometrias moleculares resultantes de la optimizacién con
AM-1; las integrales de repulsién de dos centros se aproximaron por el esquema de
Mataga-Nishimoto.”” En todos los casos se realizaron célculos de Hartree-Fock
restringidos (RHF o "restricted Hartree-Fock™). Los programas MOPAC 6.0 y ZINDO



34

se emplearon como mddulos del programa Insightll (Biosym Technologies). Todo este
trabajo se realizé en estaciones de trabajo Silicon Graphics IRIS4D/310, Indigo, Indigo2
¢ Indy.

2.3.2 Mecanica y dindmica molecular

Los anteriores métodos cudnticos de optimizacién de geometrias moleculares $e basan
Ultimamente en la resolucién de la ecuacién de Schridinger para diferentes coordenadas
nucleares, con las consiguientes evaluaciones de la energia potencial nuclear o superficie
de energia potencial y su gradiente. Una aproximacion alternativa consiste en utilizar
para estas evaluaciones un ajuste empirico de una funcion previamente postulada,
eliminando asi la necesidad de resolver la ecuacién de Schidinger en cada evaluacion.
Este ajuste empirico es lo que se llama campo de fuerzas. Por ejemplo, el campo de
fuerzas AMBER™ (Assisted Model Building and Energy Refinement, utilizado en esta
tesis), fue desarrollado para la simulacién de proteinas y dcidos nucleicos, y hti]jza la

siguiente expresion para la energia potencial:

E(R)=) K,(b-b,)" + H,(6-86,) +Z—Vz"—[1 +cos(ng — ¢,)]
b 2 4

b, } (240

+Z£[(r' 1r)? =2((r"/ r)ﬁ] +2°9,q,/ 8,1, + Z[% -

i ij

En la anterior ecuacién, R es €l vector de coordenadas nucleares. Los dos primeros
términos dan cuenta respectivamente de las distancias y dngulos de enlace, mientras que
el tercero lo hace de los adngulos diedros; el cuarto y quinto términos representan
respectivamente las interacciones de van der Waals y electrostaticas. Por Gltimo, el sexto
término corresponde a enlaces de hidrégeno. La utilizacién de un campo de fuerzas
permite ahorrar gran cantidad de tiempo de cdlculo y, por tanto, simular sistemas
moleculares con mayores nimeros de 4tomos que los abordables por los métodos
cuanticos, incluso los semiempiricos. Como contrapartida, ni las propiedades electrénicas
ni las reacciones quimicas pueden ser estudiadas con esta aproximacion, puesto que en

ella no se consideran explicitamente los electrones.

En las minimizaciones de energia molecular, tanto en los métodos cudnticos como en
los de campo de fuerzas, se utilizan diferentes algoritmos de optimizacién. En estos

ultimos, los algoritmos mas comiinmente utilizados (y utilizados en este trabajo) son los
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de descenso mas pronunciado y de gradientes conjugados. En el primero, en cada
iteracion se evalia la energfa en puntos sucesivos de la recta definida por el gradiente de
la energia en el punto actual y dicho punto, es decir :

& ‘
e {;,P}B - (2.41)

E({x',)= E[{x:’ ra"

i

donde {x’ } representa el conjunto de coordenadas nucleares actuales, {x;’} los
diferentes puntos probados dentro de la recta y o es un pardmetro creciente a medida
que se evalian puntos mis alejados del actual. Al encontrarse un punto de menor

energia, se adopta como nuevas coordenadas.
En el algoritmo de gradientes conjugados, la recta en la cual se evalia la energia viene
definida por el punto actual y el vector :

h =VE, +— Lo VEs 4
VE, ,-VE,

n-1 7

(2.42)

donde h..,, y VE, representan, respectivamente, el vector de direccion y el gradiente de

la energia en la iteracién previa (n-7). La utilizacién de esta combinacion lineal en lugar

del gradiente asegura una convergencia mas rapida.

Como criterio de convergencia en las minimizaciones se suele utilizar la raiz
cuadrada de la media de los cuadrados de las derivadas parciales ("RMSder", de "root

mean square derivatives").

Dentro de la aproximacién de campo de fuerzas, el método de la dindmica
molecular consiste en la itegracion numérica de las ecuaciones de movimiento
newtonianas correspondientes a la superficie de energia potencial del sistema molecular:

d*R
dr?

f=-VER)=m (2.43)

donde f es el vector de fuerzas que actian sobre los 4tomos, y m es la matriz de masas
puntuales atdmicas. A partir de esta integracion, se genera una trayectoria en €l espacio
de fases del sistema, cuyo andlisis permite estudiar las propiedades dindmicas y

termodindmicas del sistema.
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El algoritmo de integracién utilizado en este trabajo es el denominado Jeap-frog”. A
partir de unas coordenadas {x;(#}}, velocidades {v;(#-At/2)}y aceleraciones {ai(t)} a

tiempos ¢, t- At/2 y t, respectivamente, se calcula :

v, [t + %—N) =, (t - % At) + Ata, (1) (2.44)
1

r(t+Af) = r(f) + Aty [t + EAt) ’ (2.45)

a,(t+At)=- d_E(R) ;1’- (2.46)

i i

Las nuevas coordenadas, velocidades y aceleraciones sirven para calcular las
siguientes, y asi sucesivamente. Ldgicamente, se necesitan unas coordenadas y
velocidades miciales. Las primeras se suelen obtener como resultado de una
minimizacién del sistema molecular estudiado, y las segundas suelen ser generadas
aleatoriamente siguiendo una distribucion de Maxwell-Boltzmann a la temperatura a la

cual se simula la dmamica molecular,

Una técnica adicional de campo de fuerzas muy util al modelar interacciones de
ligandos con macromoléculas es la de ensamblado (“docking”). Esta técnica consiste en
la evaluacion de la energia intermolecular no enlazante entre el ligando y la
macromolécula a medida que se varian, manual o automaticamente, las posiciones
relativas entre ambos. De esta forma, es posible encontrar posicionamientos del ligando
en la macromolécula de minima energia intermolecular. En este trabajo, como energia
intermolecular se utilizé la parte no enlazada del campo de fuerzas AMBER (ver 2.3.2.1)
sin términos de enlaces de hidrogeno, solo considerando interacciones de van der Waals

y electrostaticas.
2.3.2.1 Modelado de los complejos DNA-droga

En todos los estudios de ensamblado ("docking"), minimizaciones de energia y
simulaciones de dindmica molecular realizados en este trabajo se utilizé la versidn de
atomos completos ("all-atom") del campo de fuerzas AMBER, completada con los
parametros adicionales para las drogas previamente descritos. Debido a que en ningilin

caso se utilizé una solvatacidn explicita, como sustituto siempre se empled una funcidn
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dieléctrica dependiente de distancia del tipo e=4r para considerarla implicitamente. En

ningin momento se utilizaron cortes ("cutoffs™) para las interacciones no enlazantes.

Se contruyeron hexa- y deca(desoxi)nucledtidos doble helicoidal en conformaciones
A o B y con diversas secuencias mediante el médulo Biopolymer de InsightIl 95.0
(Biosym Technologies). Se creé un sitio de intercalacién en el par de bases central de
dichas secuencias mediante minimizaciones de energia restringidas empleando el modulo
Discover de Insight 95.0. Inicialmente se someti6¢ al correspondiente oligonucledtido a
1500 iteraciones de gradientes conjugados con los dtomos pesados de los dos pares de
nucledtidos centrales forzados (template forcing) a adoptar la estructura de los
equivalentes presentes en el cristal de CpG-etidio.”” Cuando se modelaron otras
secuencias, las estructuras a las cuales fueron forzados los dos pares de nucleotidos
centrales fueron aquellas generadas a partir del cristal mediante las sustituciones de bases
apropiadas. Simultdneamente, se restringieron con potenciales arménicos los enlaces de
hidrégeno de Watson-Crick del resto de pares de bases, al objeto de mantener la
estructura doble-helicoidal del oligonucledtido. A continuacidn se eliminé €l forzamiento
anteriormente comentado y se fijaron las cuatro bases del sitio de intercalacién, y el
sistema fue minimizado mediante S00 iteraciones adicionales de gradientes conjugados.
Finalmente, se eliminaron todas las restricciones y se minimizé ¢l sistema mediante 500
iteraciones de gradientes conjugados. Estas dos tltimas minimizaciones tuvieron como
objetivo el adaptar el esqueleto azucar-fosfato observado en el cristal a la influencia de
una secuencia mas larga. Sin embargo, este procedimiento tiene la desventaja de que
provoca cierta disminucion de la distancia fosfato-fosfato en el sitio de intercalacion. Si
bien para el dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp esto no constituye ninglin problema, puesto que
aun asi no rellenan completamente el espacio del sitio de intercalacién, en el caso del
dadq2pyp, dadq3pyp y propidio impide un ensamblaje apropiado en el mismo. Al
modelar los complejos de estas drogas, los correspondientes sitios de intercalacién se

crearon sin las dos 0ltimas minimizaciones.

Posteriormente se ensamblé la droga en el sitio de intercalacion manualmente,
buscando minimizar las interacciones no enlazantes (electrostatica y de van der Waals)
mediante el programa Docking. Entonces se minimizé el complejo, inicialmente mediante

600 iteraciones de minimizacién por maximas pendientes con los dtomos de fésforo fijos,
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y finalmente y sin ninguna constriccién, mediante gradientes conjugados hasta alcanzar la
convergencia (RMSder 0.001 kcal/mol A™).

Las energias de unién AE se calcularon como AE=AE;, +AE;, +AE,. En la anterior
expresion, E;, es la energia de interaccion no enlazante droga-oligonucleétido en el
complejo minimizade, E,s es la energia de desestabilizacién de la hélice (energia del
DNA en el complejo menos energia de la correspondiente secuencia en conformacién
A/B minimizada), y E,; es la energia de desestabilizacién de la droga (energia de la

droga en el complejo menos energia de la droga aislada minimizada).

Las simulaciones de dindmica molecular in vacuo y a temperatura constante se
realizaron utilizando como coordenadas iniciales las estructuras de los complejos
previamente minimizados, y con el objetivo de investigar la flexibilidad conformacional y
movilidad de las distintas drogas en los distintos sitio de intercalacién. Inicialmente se
calento el sistema hasta 300 K a través de diez incrementos de 30 K en etapas de 2 ps,
resultando una fase inicial de calentamiento de 20 ps. Durante cada etapa las velocidades
iniciales se asignaron aleatoriamente siguiendo una distribucién de Maxwell-Boltzmann
para la temperatura correspondiente. A continuacion, se computaron un total de 100 ps a
300 K, y las coordenadas fueron salvadas al final de cada ps de simulacion, resultando en
un colectivo de 100 conformaciones en la fase de produccion. La temperatura se
mantuvo constante en todas estas etapas mediante escalado directo de las velocidades.
La movilidad de la droga en el sitio de intercalacién se caracterizé a través del maximo
desplazamiento cuadratico medio (MSD, "mean-square-displacement”™) de la
conformacion inicial alcanzado durante la fase de produccién. Para la conformacién T,
el MSD se define como :

MSD=——S[rc+ -1 [ (2.47)
J=0

n—-t*<
donde # es la Gltima conformacion.

Las estructuras resultantes de los célculos de mecdnica y dinimica molecular fueron
analizadas en cuanto a energias y geometrias con Insightil 95.0, y con NewHel93 y

Curves 4.1 en cuanto a parametros torsionales y helicoidales.

Todos estos cadlculos se realizaron en estaciones de trabajo Silicon Graphics
IRIS4D/310, Indigo, Indigo 2 e Indy.
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2.3.2.2 Parametrizacion de las drogas

Dada la ausencia de estructuras cristalograficas de estas drogas, a la hora de
parametrizar se tomaron como referencia las estructuras optimizadas por AM-1. Esta
eleccion fue motivada por los excelentes resultados obtenidos con este hamiltoniano en
moléculas relacionadas de estructura cristalografica conocida. Asi, la RMSdev del etidio
optimizado por AM-1 con el presente en el cristal de CpG-etidio” es de 0.02 A, y el
angulo entre la fenantridina y el fenilo es 85.12° y 86.2°, en uno y otro caso. ﬁl angulo
diedro piridina-piridina predicho para el diquat es de 21.2°, mientras que los observados
en dos cristales diferentes” son de 19.7° y 20.4°. Este buen acuerdo indica la habilidad de
este hamiltoniano para reproducir geometrias moleculares, y justifica el uso de las
resultantes de optimizaciones con €l mismo como modelo para la parametrizacién de las
drogas en ausencia de estructuras cristalograficas, y como entrada en los célculos

espectroscopicos.

La parametrizacién se basé principalmente en la realizada por Lybrand y Kollman
para el etidio (de hecho algunos parimetros se tomaron de los alli por primera vez
derivados) y tuvoe como objetivo la minimizacién de la RMSdev entre las coordenadas
"AM-1" y "AMBER", asi como la reproduccion del angulo piridina-fenantridina "AM-1".
Considerando que todas las moléculas estudiadas estan intimamente relacionadas, se
buscé un ajuste global, evitando crear tipos de dtomos o parametros sélo utilizables para

moléculas particulares dentro del grupo.

La asignacién de tipos de dtomos se muestra en la Figura 2.1. Los pardmetros no
presentes en el campo de fuerzas AMBER se recogen en la Tabla 2.1. Tal y como se dijo
en el apartado 2.3.1, las cargas parciales se obtuvieron por ajuste al potencial
electrostatico molecular obtendido a partir de una funcion de onda MNDO. Estas cargas

se muestran en Figura 2.2.

Tabla 2.LParimetros adicionales del campo de fuerzas AMBER obtenidos por interpolacion o analogia
para las drogas estudiadas en este trabajo.

Iipedie]
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propidio

Figura 2.1. Tipos de 4tomos utilizados en la parametrizacién de los violégenos y el propidio.

as

dadgZpyp dadgipyp

Figura 2.2. Cargas parciales de los violégenos y el propidio obtenidas por ajuste al potencial
electrostdtico obtenido a partir de una funcién de onda MNDO.
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2.4 Técnicas para el estudio de la fotoquimica con

polinucleotidos

2.4.1 Ensayos de reaccién de fotocorte mediante electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa es una herramienta muy 1til para la separacién de
fragmentos de DNA de tamafio relativamente grande (200 pb-50 kpb).”® Las formas
superenrollada (I), relajada (II) y linealizada (IIT) de un plasmido pueden ser facilmente
separadas con esta técnica debido a que tienen muy diferente movilidad electroforética.
La forma I es la de mayor movilidad debido a que se comporta hidrodinimicamente
como una varilla rigida; la forma III tiene movilidad mtermedia, ya que se asemeja a una
varilla flexible. Por 0ltimo, la forma IT es la mas lenta ya que su disposicién extendida le
impide penetrar con facilidad por los poros del gel. Las bandas correspondientes a las
distintas formas se detectan iluminando con luz UV el gel previamente tefiido con
bromuro de etidio, ya que esta droga intercalante incrementa su fluorescencia al unirse al
DNA.

La actividad fotonucledsica de una droga puede demostrarse y cuantificarse
analizando con esta técnica los productos resultantes de la irradiacion de un ‘plasmido
superenrollado en presencia de dicha droga. Si dicha droga provoca cortes en el DNA,
generard a partir de la forma I bien formas relajadas (por corte en una cadéna), bien
formas lineales (por cortes simultdneos en cadenas opuestas en posiciones éercanas).
Por tanto, si tras la irradiacion las bandas II y I1I estan engrosadas, y la I adelgazada o
ausente, en comparacion con un control irradiado sin droga, ¢ con uno no irradiado y en

presencia de droga, se concluye que existe corte fotomnducido del DNA.

Cabe preguntarse si la forma linealizada (III) aparece como consecuencia de la
acumulacién estadistica de cortes cercanos en cadenas complementarias del DNA, o si
por el contrario la droga es capaz de provocar cortes simultidneos en ambas cadenas
durante el tiempo en que permanece unida al polinucleétido. Kishikawa etlal.” han
propuesto un método para discernir entre los dos modelos (corte de cadena sencilla y
corte de doble cadena), consistente en ajustar la cinética acoplada de generacion de

formas II y IIT mediante las ecuaciones de velocidad correspondientes a los dos modelos.
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Modelo de corte de cadena sencilla:

ISt yqgr b ,... " (2.48)

Si se representa por Co, Ny y Lo las concentraciones iniciales (a tiempo cero) de,
respectivamente, las especies I, II y 111, la evolucién temporal de las mismas vendra dada

por las siguientes ecuaciones:

[1]®) = Cpe™ C(2.49)

k,C, k,C, |
I — 1o ke __™Mi*+e —kyt ‘

[ Pk e +(N0 i k})e (2.50)

[ty = ae™ + Be™ +(Ly—a-Pe™ (251

donde

a= ktkzco(kz - k,)_l (ks — kl)_] (2.52)

y

8= kz[;kf; + No](k:, —k,)” (2.53)
2 1

Modelo de corte de doble cadena:

I —& 5 1] —5my (2.54)

=Sy 5 —(2-.55)

A partir del anterior esquema resultan ahora las siguientes expresiones para la

evolucién temporal de las concentraciones de las distintas especies :

[1]®)y=Cpe™ | (2.56)
[Z]t) = Noe - Kyt - (2.57)
[ty =ae™ +Be™ +(L,—a-Pre™ (2.58)

donde ey fson :

kN,

,  B= =1 (2.59)

o o HCo
k, —k,
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y Co, No y Lo son, al igual que en el modelo anterior, las concentraciones iniciales (a

tiempo cero) de, respectivamente, las especies I, I y IH.

A partir de qué modelo se ajuste mejor, y de la relacién de constantes cinéticas k;/k;,

se concluye cudl de las dos opciones es la correcta.

El plasmido superenrollado utilizado en este trabajo fue el pPBR322 (New England
Biolabs). Las muestras para irradiacion (15 zl, en tubos Eppendorf) contenian tampdn P
y concentraciones variables de plasmido y droga. Las irradiaciones se realizaron a través
de una fibra dptica de silicio empaquetado de 6.5 mm de didmetro ajustada al tubo
irradiado. La luz conducida por la misma provenia de una lampara de Xe de 150 W
(Oriel), con un filtro de corte que permitia pasar ﬁnjcameflte longitudes de onda mayores
de 360 nm. Tras irradiar las muestras a temperatura ambiente, se afiadian a las mismas 2
ul de tampén de carga (0.25% de azul de bromofenol, 0.25% de xileno cianol, 40%
sacarosa), y a continuacion se aplicaban a los pocillos de un gel de agarosa al 1% en
tampén TAE, sobre el cual se corria la electroforesis (50 V/cm) hasta su completo
desarrollo. Una vez terminada ésta, el gel se tifiié por inmersidén durante 30 minutos en
una disolucion de bromuro de etidio (1 mg/ml), y se fotografi6 a continuacién sobre un
transilummador de luz UV, mediante una cdmara Polaroid con filtro naranja. Los
negativos de las peliculas (Polaroid 665) se escanearon posteriormente con un
densitometro Molecular Dynamics 3258, y las bandas observadas se integraron mediante
el programa ImageQuant. Al objeto de comparar calles diferentes del mismo o diferentes
geles, las intensidades de cada banda se dividieron entre la suma de las intensidades de
todas las bandas de su calle; de esta forma se corrigié frente a las inhomogeneidades de
Ia intensidad de luz del transiluminador y frente a los errores de pipeteo. Asimismo, se
dividieron las mtensidades correspondientes a la forma I entre (.8, para tener en cuenta
la menor unién de etidio a DNA superenrollado. La remesa de pldsmido utilizada
presentaba, ademés de la forma superenrollada, un dimero (D), identificable como una
banda adicional con menor movilidad electroforética. Al irse desarrollando la reaccién de
fotocorte, dicha banda disminuia y llegaba a desaparecer, antes de que hubiera aparecido
forma linealizada, de donde se concluye que existia una transformacién directa D II, que
debia de tenerse en cuenta a la hora de cuantificar la reaccion. Por tanto, en ausencia de

forma III, el fotocorte se defini6 como ¢l cociente de concentraciones [I/([T]+[I1]+{D]).
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2.4.2 Ensayos de fotoblanquamiento y de formacién de fotoaductos

Para los experimentos de fotoblanqueamiento y formacién de fotoaductos se
utilizaron muestras de | mL en cubetas de cuarzo conteniendo tampén P, dg2pyp (2x10°
° M) y opcionalmente DNA de timo de ternera en exceso (5x10™ M). Estas muestras se
irradiaron durante diferentes periodos de tiempo con la misma ldmpara y filtro de corte
que en los experimentos de fotocorte, excepto que no se utilizé la fibra éptica. La cubeta
se colocé en un soporte fijo construido para garantizar la reproducibilidad del

experimento. Entre irradiaciones se registraron espectros de absorcién a 25 °C.

2.5 Materiales

» Los violdgenos dq2pyp, dgq3pyp, Me2pyp, dadq2pyp y dadq3pyp fueron sintetizados
en ¢l laboratorio del Prof. G. Orellana (Departamento de Quimica Orgénica, Facultad
de Quimicas, Universidad Complutense de Madrid) y amablemente cedidos por el
mismo para su estudio. La netropsina utilizada se adquirié de Boehringer Mannheim.
E! bromuro de etidio fue suministrado por Aldrich, y previamente a su utilizacién fue
recristalizado.

o El agua utilizada en todos los experimentos fue agua ultrapura obtenida de un sistema
Millipore Milli-Q. El tampon P (fosfato sddico 10 mM, pH 5.5), se preparé utilizando

reactivos p.a.

o El DNA de timo de ternera se adquiri6 en Pharmacia Biotech (tamafio medio 1000
pb), o bien se aislé de acuerdo con Kay et al.,’® con un tratamiento posterior con
RNAsa, pronasa y proteinasa K para eliminar completamente el RNA vy las proteinas
contaminantes. Tras ser redisuelto en tampdn P, el DNA se dializé exhaustivamente
frente al mismo tampén. En el caso del DNA aislado en el laboratorio, previamente a
la dialisis se sonicé en bafio de hielo durante tres tandas de 30 s espaciadas por otros
30 s; este tratamiento genera una distribucion estrecha de tamafios, centrada a 400 pb.
El estado doble-helicoidal del DNA a 25 °C en el tampén P y a todas las
concentraciones de sal se comprobé mediante el efecto hipercrémico (1.33) resultante
en curvas de fusién medidas en el UV, asi como de los correspondientes espectros de
DC. Para determinar su concentracidn en pares de bases se midi6 la absorbancia en el

UV, utilizando como coeficiente de extincién molar 12800 M cm™ a 260 nm.
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Los polinuclédtidos smtéticos (poly[d(GC)] , poly[d(AT)] , poly(dA)poly(dT) y
poly(dG)-poly(dC)) fueron suministrados por Boehringer Mannheim. Tras
redisolverse en tampdn P, se dializaron exhaustivamente frente al mismo tampén. Su
estado doble-helicoidal en este medio y a 25 °C se comprobé en todos los casos a
partir del efecto hipercrémico a partir de curvas de fusién medidas en el UV, asi como
de los correspondientes espectros de DC. Para determinar su concentracién en pares
de bases se midi6 la absorbancia en el UV, utilizando los siguientes coeficientes de
extincion molar:” €0 = 13300 M'em™ (poly[d(AT)] ); €60 = 12000 M'cm™
(poly(dA)poly(dT)) ; €254 = 16800 Mem™ (poly[d(GC)] ); €253 = 14800 M'em?
(poly(dG)-poly(dC)).

El polinucledtido sintético poly(A)poly(U) fue suministrado por Sigma. Tras
redisolverse en tampén P, se dializdé exhaustivamente frente al mismo tampén. Su
estado doble-helicoidal y conformacién A en este medio y a 25 °C se comprobd en
todos los casos a partir del efecto hipercrémico a partir de curvas de fusién medidas
en el UV, asi como de los correspondientes espectros de DC. Para determinar su
concentracion en pares de bases se utilizé como coeficiente de extincién molar €360 =
14280 M'em™,

La celulosa con DNA de timo de ternera adsorbido se obtuvo de Sigma. Previamente
a su utilizacién en las cromatografias de afinidad se resuspendié en tampén P y
sedimenté varias veces al objeto de ehminar finos.

El plasmido DNA superenrollado pBR322 se adquirié de New England Biolabs.
El marcador de peso molecular X se obtuvo de Boehringer-Mannhein.

La agarosa (tipo D2) para las electroforesis en gel se obtuvo de Pronadisa.
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3: dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp

3.1 Analisis conformacional de las drogas

Las estructuras resultantes de la optimizacién de geometria del dq2pyp, dq3pyp v
Me2pyp utilizando el hamiltoniano AM-1 muestran que los anillos de piridina y
fenantridina no son coplanares, variando los respectivos angulos diedros (4ngulo @) con
la naturaleza de los grupos alquilantes (Lamina 3.I). Esta no coplanaridad se puede
explicar considerando que en una conformacién donde la piridina y la fenantridina fueran
paralelas, en el caso del Me2pyp habria repulsiones estéricas entre los hidrégenos en peri
y los metilos, y en el caso del dq2pyp y del dq3pyp, aparte de los choques entre los
hidrégenos en peri, los hidrogenos de la cadena dialquilo estarian en una disposicién
eclipsada, de gran energia. Los valores de los angulos obtenidos son concretamente de
33.1° 57.2° y 94.1°, respectivamente para dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp. Considerando
violégenos con cadenas dialquilo més largas, se obtiene el valor de 70.2° para el
hipotético dq4pyp. Con AM-1 no se pudo optimizar el dq5pyp, aunque por mecanica
molecular el dngulo obtenido es de 81.3°. Por tanto, parece que en ausencia de cadena
dialquilo ambos planos tienden a disponerse perpendicularmente (@=90°), tal y como
ocurre en la molécula de Me2pyp; cadenas dialquilo cortas fuerzan al anillo de piridina
hacia la coplanaridad con el de fenantridina, con los nitrégenos cuaternizados en cis
(0<90°), mientras que cadenas dialquilo largas fuerzan la rotacién de la piridina en
sentido contrario (frans, 0>90°). A esta tendencia a la perpendicularidad se opondria en
principio la estabilizacion de la conformacién plana por el aumento de la conjugacién
entre los dos sistemas de resonancia en la misma; sin embargo, considerando las
estructuras predichas, este factor parece tener una influencia menor en la conformacion,
justificando asi €l no introducir términos que fuercen la coplanaridad en la
parametrizacién para los célculos de campo de fuerzas. En todas las estructuras
optimizadas, los dtomos del anillo de fenantridina se encuentran casi perfectamente en un

plano, indicando que la dialquilaciéon no parece distorsionar apreciablemente su
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estructura. La desviacion de la planaridad de este anillo decrece en el orden dq2pyp >

dq3pyp > Me2pyp, indicando que el dq2pyp tendria la estructura mas tensionada de
todas.

Las estructuras de los andlogos bipiridinicos del dq2pyp (diquat) y del dqdpyp se han
determinado por cristalografia de rayos X; el angulo @ resulta ser en el primero de 19.7°
y 20.4° (en dos cristales diferentes),” y de 65.8° en el segundo.” Los menores 4ngulos
que aparecen en comparacién con los del dq2pyp y del dq4pyp (respectivamente 33.1° y
70.2° ver mas arriba) podrian deberse a la inexistencia en aquéllos de interaccién entre
hidrégenos en peri, de modo que la torsién observada se deberia tinicamente a la cadena .
dialquilo.

La reduccion de la cadena dialquilo en los violégenos pyp se traduce también en
una mayor restriccién de la libertad torsional alrededor del 4ngulo @, tal y como puede
verse a partir de simulaciones de dindmica molecular de las drogas en vacio: la varianza

de @ a lo largo de 100 ps de simulacion aumenta en el orden dq2pyp < dq3pyp < Me2pyp
(Figura 3.1).
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Figura 3.1. Variacién de ¢ a lo largo de 100 ps de dindmica molecular en vacio de (a) dq2pyp, (b)
dq3pypy (¢ ) Me2pyp. Los valores medios = desviaciones estdndar resultantes son 37.14 + 7.94,
62.06 = 9.13y 89.50 £ 14.34, respectivamente.

Para cada uno de los viologenos pyp existen dos conformaciones enantioméricas Sy
R de minima energia, caracterizadas por angulos @ de igual valor absoluto pero de signo
opuesto (Lamina 3.I). Para pasar de un enantiémero a otro, es necesario rotar la piridina
alrededor del enlace que la conecta con la fenantridina. En el caso del dg2pyp y del
dq3pyp, y debido a sus cadenas dialquilo, esta rotacién sélo puede realizarse en un
sentido, que es aquél en el cual los nitrégenos cuaternizados se disponen en cis respecto

al enlace piridina-fenantridina. Se atraviesa entonces necesariamente una conformacion
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en la que tanto Ia piridina como la fenantridina y los carbonos de la cadena dialquilo se
encuentran en el mismo plano (@=0), y los hidrégenos de ésta adquieren una disposicién
eclipsada, localizindose por encima y debajo del plano molecular (Lamina 3.I). Es
razonable, por tanto, suponer que la energia de interconversion entre enantiomeros es
mayor en €l dq3pyp, donde hay tres pares de hidrégenos eclipsados en la cadena
dialquilo, que en ¢l dq2pyp, donde sélo hay dos. A partir de los espectros de RMN a
diferentes temperaturas, es posible confirmar experimentalmente esta suposicion. Al
calentar el dq2pyp en acetonitrilo-d; de 20'a 70 °C se observa que el espectro de 'Hen la
regién de la cadena metilénica pasa de un sistema de espines complejo (representativo de
interconversion lenta entre enantidmeros) a un sistema de dos tripletes A,M,
(interconversion muy rapida). Por el contrario, los espectros de dq3pyp en N,N-
dimetilformamida-d; no muestran cambios entre 20 y 100 °C en la regién metilénica,
indicando la ausencia de interconversién por debajo de dichas temperaturas. Evidencia
adicional de esta diferencia de energias de interconversién se obtiene a partir de Ias
cinéticas de desaparicién de dicroismo circular de los enantiémeros separados mediante
cromatografia de afinidad en celulosa-DNA. Asi, a 25 °C la constante cinética de
racemizacién en agua del dq3pyp es de 1.5 x 10 s, mientras que a 6 °C es del orden
de 107 s, lo cual prueba de nuevo la alta estabilidad frente a la racemizacion del
dq3pyp. Por contra, no fue posible obtener de forma reproducible el espectro de
dicroismo circular de los enantiémeros del dq2pyp a temperatura ambiente, si bien se

obtenian dos picos en los perfiles de elucion cromatografica (ver apartado 3.4.7).

Considerando el Me2pyp, 1a ausencia de Ia cadena dialquilo no restringe el sentido de
rotacion para la interconversién enantiomérica, que por tanto puede darse a través de
una de las dos siguientes conformaciones planas: cis, tal y como ocurre en el dg2pyp y
el dq3pyp, y trans, donde los nitrégenos cuaternizados se encuentran en lados opuestos
respecto al enlace piridina-fenantridina. En ambas conformaciones planas se dan
importantes choques estéricos, ya sean hidrégeno-hidrégeno, metilo-hidrégeno ¢ metilo-
metilo, sugiriendo una alta energia de interconversién para los dos caminos de

interconversion,

Mediante célculos de mecanica molecular se estimaron las energias de interconversién
de los tres violégenos, como la diferencia entre las energias de las conformaciones

totalmente planas y las de minima energia. Para ello, las conformaciones planas se
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optimizaron a través de minimizaciones de energia de las moléculas forzadas a la total
planaridad mediante términos torsionales adicionales. Los valores resultantes de energias
de interconversién son de 36.81, 113.83, 113.62 y 256.09 kcal/mol, respectivamente
para dq2pyp, dq3pyp, Me2pyp via trans y Me2pyp via cis. Como puede verse, se
reproducen las tendecias observadas experimentalmente para el dq2pyp y el dq3pyp. Al
objeto de estudiar la posible influencia de la fuerza iénica en la barrera, se repitieron los
célculos utilizando una constante dieléctrica de e=1 (para los anteriores se habia
empleado €=4r), obteniéndose valores que diferian de los anteriores en menos de 0.5
kcal/mol. Por tanto, parece existir una influencia despreciable de la concentracién de
contraiones en las energias de interconversién. De hecho, la estabilidad frente a la
racemizacion de los dos enantiémeros separados de dq3pyp, que se obtienen a diferente
fuerza idnica (ver apartado 3.4.7), es similar, apoyando experimentalmente los anteriores

calculos.

3.2 Caracterizacion de la estructura electronica de las

drogas

3.2.1 Espectros electrénicos y momentos de transiciones electrénicas

Los espectros de absorcién electrénica de los violégenos en agua se muestran en la
Figura 3.2, junto con el de la 6-(2-piridil)fenantridina (pyp). Los méximos de absorcién
de los violégenos, asi como los respectivos coeficientes de extincion molar, se recogen
enla Tabla 3.1
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Figura 3.2. Espectros de absorcién en agua del dq2pyp (rojo), dq3pyp (verde), Me2pyp (azul) y 6-(2-
pinidil)fenantridina (amarillo).
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positiva aquella méds desplazada hacia el rojo. Los méaximos de elipticidad absoluta de
ambas bandas estan centrados a 430/415 nm y 375/355 nm, respectivamente para
dq2pyp/dq3pyp. A longitudes de onda menores se observan miltiples bandas de
elipticidad positiva y negativa: para ambas drogas se pueden distinguir dos bandas de
elipticidad negativa a aproximadamente 280 y 250 nm, asi como dos de elipticidad
positivaa 260 y 290 nm. Aparece también una banda de elipticidad negativa a 320 nm
en el espectro del dq2pyp, que parece corresponder con otro del dq3pyp localizado a

310 nm que solaparia con la banda negativa centrada a 350 nm.

La AF de ambas drogas en etilenglicol/agua a 170 K (Figuras 3.3d y 3.3i) es ‘
constante y toma un valor de casi +0.4 en la regién del hombro de la banda visible. El
valor ]igeramente inferior a +0.4 podria deberse bien a una ligera reorientacién de la
droga en el tiempo de vida del estado excitado, o bien a una pequefia diferencia en las
direcciones de los momentos de transicién de emisién y absorcion. A longitudes de onda
correspondientes al méximo de la banda visible la AF disminuye hasta ser casi nulo, y a
menores longitudes de onda aumenta, mostrando una gran variacién con la longitud de
onda.

A/
{

dq2pyp dq3pyp

Figura 3.4. Direcciones de los momentos de transiciones electrénicas del dq2pyp y el dq3pyp obtenidas
tras un célculo de interaccién de configuraciones utilizando el programa ZINDO. La longitud de las
barras es proporcional a la fuerza de oscilador de las transiciones.

Los célculos cuanticos (Figuras 3.3e y 3.3j) predicen dos transiciones en el
visible. La de menor energia tiene una mayor fuerza de oscilador, y esta polarizada
aproximadamente paralela al enlace que conecta los anillos de piridina y fenantridina
(Figura 3.4, transicion I) . La segunda transicién (Figura 3.4, transicion IT) tiene menor
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fuerza de oscilador y su momento de transicién es paralelo al eje longitudinal del anillo
de fenantridina, formando un 4ngulo con la anterior transicién de 53° (dq2pyf)) y 52°
(dq3pyp). Ambos momentos son paralelos al plano de la fenantridina. El
desplazamiento hacia el azul de estas transiciones al pasar del dq2pyp al dq3pyp es
reproducido por los calculos cudnticos. Las energias predichas son algo menores que las
experimentales, aunque si se incluye el campo de reaccidn en el calculo de interaccién de
configuraciones el acuerdo aumenta considerablemente (Figuras 3.3¢ y 3.3j, lineas rojas).
A mayores energias se predicen muitiples transiciones, polarizadas en muy diferentes
direcciones, si bien siempre paralelas al plano de la fenantridina. Las mis intensas se
localizan a 331, 271 y 250 nm (dq2pyp) y a 264, 251 y 220 nm (dq3pyp). El anélisis de
las contribuciones de las distintas configuraciones en los diferentes estados excitados
(Tabla 3.IT) permite conclulr que la primera transicién en ambas drogas corresponde al
paso de un electrén del HOMO al LUMO, mientras que el segundo estado excitado esta
compuesto principalmente por la configuracion HOMO-1— LUMO (dq2pyp), ¢ una
combmacién de ésta con la HOMO-1 — LUMO+1 (dg3pyp). Los contornos de
orbitales moleculares del HOMO y el LUMO muestran que el primero estd centrado
principalmente en el anillo de fenantridina, mientras que €l segundo lo estd sobre el de
piridina.

TABLA 3.1II. Coeficientes de los cdlculos de interaccion de configuraciones realizados con el dg2pyp ¥
el dq3pyp.

*(m,n) denota la configuracion generada al pasar un electron del orbital molecular m al n.
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Considerando que, en ausencia de acoplamiento vibrénico o exciténico con otras
transiciones, la forma de una banda de DC debe ser similar a la correspondiente de
absorcién,’ la forma positivo-negativa del espectro de DC del enantiémero aislado del
dq3pyp en la regién visible/UVp indica que la banda de absorcién en esta region es
debida a dos transiciones electrénicas diferentes. En el caso del dq2pyp unido a un
exceso de DNA solo se observa una banda positiva, cuya forma es diferente a la del
espectro de absorcién. Teniendo en cuenta que el DC de esta droga es debido tanto a
enriquecimiento en un enantiémero como a un mecanismo de oscilador acoplado, no es
posible concluir nada en cuanto al mimero de transiciones en esta regién. Sin embargo,
la aparicién en el espectro de DCM de 1a mezcla racémica del dq2pyp de una banda de
elipticidad positiva en la zona menos energética del espectro, seguida por otra banda de
signo opuesto a menores longitudes de onda permite concluir que, al igual que ocurria
con el dq3pyp, la correspondiente banda de absorcién es debida a dos transiciones
electrénicas no paralelas y de energias parecidas. El espectro de DCM de la mezcla
racémica del dq3pyp es también posee las caracteristicas antes referidas, confirmando lo

que se habia concluido a partir del DC.

El caracter bifisico de la AF en esta region est4 de acuerdo con la existencia de dos
transiciones no paralelas. Suponiendo que las dos transiciones que aparecen en el visible
en los célculos cuanticos corresponden a estas dos tramsiciones experimentalmente
detectadas, se obtiene un buen acuerdo entre la teoria y ¢l experimento en cuanto al
angulo entre las mismas: los predichos son de 53°%52° respectivamente para
dq2pyp/dg3pyp, mientras que los estimados a partir de la AF son de 50°/57° grados
(asumiendo que el momento de la transicion de emision y la de absorcién de mas baja
energia son paralelos). A partir de los calculos cuanticos ¢l momento de la segunda
transicion estaria dirigido paralelamente al eje longitudinal de la fenantridina, mientras
que el de la primera transicién estaria dirigido hacia el anillo de la piridina, ambos
paralelos al plano de la fenantridina,

Este esquema es similar al observado en el etidio, donde la transicién principal en el
UV esta polarizada paralelamente al eje longitudinal de la fenantridina, mientras que la
visible lo estd hacia el anillo de fenilo, formando sus momentos un dngulo de 60° y

estando ambos en el plano de la fenantridina.”
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A partir de la composicién de configuraciones de la primera transicién (ver Tabla
3.1I), asi como las contribuciones de orbitales atomicos (OAs) a los HOMO y LUMO (el
primero compuesto principalmente por QAs situados en la fenantridina, y el segundo de
OAs situados en la piridina), se concluye que esta transicién viene acompafiada de un
mmportante desplazamiento de carga de la fenantridina a la piridina.  Dicho
desplazamiento provocaria una gran reorientacion del disolvente tras la excitacion de la
droga, lo cual se reflejaria en un importante desplazamiento de Stockes de la emisién que
es de hecho lo que se observa (aproximadamente de 130 nm, ver 3.2.2). Asimismo, la
fotooxidacion de las bases del DNA por las drogas (ver 3.5.1) estaria muy favorecida por
esta distribucion de los orbitales moleculares implicados en la transicién. La razén seria
el gran solapamiento esperado entre el HOMO (orbital molecular al cual podria ir el
electron de la base tras la excitacién) y los orbitales moleculares de las bases, ya que la
fenantridina estd apilada entre dos pares de bases en el sitio de intercalacion, mientras

que la piridina se sitiia en uno de los surcos (ver 3.4.4).

La interpretacion del nimero y polarizaciones de las transiciones electrénicas a
menores longitudes de onda es mds problematico, dado el gran solapamiento observado.
Comparando los espectros de DCM y AF con los de absorcion en esta region, es posible
distinguir al menos cinco diferentes transiciones. De menores a mayores energias, habria
primero una transiciéon a aproximadamente 320 nm en el dqZpyp y a 310 nm en el
dq3pyp, que formaria un dngulo con la primera transicién de 27° y 32° respectivamente.
Esta transicion daria cuenta del maximo local a 318 nm observado en el espectro de
absorcitn del dg2pyp. Considerando los espectros de DCM, tres transiciones seguirian a
esta primera, y estarian centradas tanto para el dq2pyp como para el dq3pyp a
aproximadamente 290, 280 y 270 nm. Los hombros observados a 293 nm en el espectro
del dq2pyp, y a 270 en el del dq3pyp, podrian deberse respectivamente a la primera y
ultima de estas transiciones. A partir de los espectros de AF es posible estimar los
dngulos de las transiciones a 290 y 280 nm, resultando ser 42°/39° y 46°36° para
respectivamente dq2pyp/dq3pyp. Finalmente, es posible distinguir una transicion a 250
nm en ambas drogas, que corresponde al maximo en el UV de los correspondientes
espectros de absorcién. El angulo derivado a partir de la AF es de 53%60°
respectivamente para dq2pyp/dq3pyp.
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Dado el gran nimero de transiciones predichas en esta regién por los célculos
ZINDO, no es posible una asignacién inambigua de las distintas transiciones. La
transicion experimental a 250 nm podria corresponder a la trasicién X (Figuras 3.3e y
3.3j) , aunque el angulo predicho (85°) no reproduce bien el estimado experimentalmente
(53° /60° , ver anterior parrafo). Como anteriormente se dijo, los célculos sitian todos
los momentos de estas transiciones paralelos al plano de la fenantridina, aunque en

principio por razones de simetria sus direcciones no estn restringidas.
3.2.2 Luminiscencia

Los espectros de emisidn de las drogas en agua presentan una unica banda, la cual se
desplaza hacia el azul al seguir €l orden dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp, debido a la energia
creciente de los LUMO. En la Tabla 3.1 se presentan los maximos de emisién de las tres
drogas y los respectivos rendimientos cudnticos, obtenidos utilizando una referencia de
bisulfato de quinina en 4cido sulfiirico 1 N (@=0.546). Las medidas de luminiscencia
con resolucién temporal indican que el paso al estado fundamental sigue una cinética
monoexponencial, con tiempos de vida correspondientes a un singlete como estado
excitado. Considerando los valores relativamente bajos de los respectivos rendimientos
cuanticos, parece logico suponer que existen vias de desactivacion alternativas a la
fluorescencia. De hecho, a baja temperatura (77 K) y en matriz sélida de etanol-metanol
(4:1, V/V) aparecen tres nuevas bandas de emision, tanto con dq2pyp como con dq3pyp,
situadas a 585/540, 630/585 y 680/630 nm, respectivamente para dq2pyp/dq3pyp; los
correspondientes tiempos de vida (0.8 + 0.2 ms y 8 + 1 ms) corresponden a una
desexcitacién por fosforescencia, indicando por tanto la existencia de un cruce
intersistémico relativamente eficaz hacia un estado triplete. A temperatura ambiente la
fosforescencia desaparece, debido a desactivacion no radiativa del triplete, que compite
muy eficazmente con la radiativa a esta temperatura. Considerando que el rendimiento
cuantico de produccién de oxigeno singlete en DO es de 0.22 y 0.10, respectivamente
para dq2pyp y dq3pyp (ver 3.5.3), la desactivacion del singlete por cruce intersistémico
se dara con probabilidades minimas de 0.22 y 0.10.

3.3 Estabilidad y reactividad de las drogas

3.3.1 Estabilidad frente a pH, temperatura y luz
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A pH neutros o basicos, dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp son inestables. Por ejemplo, en
tampon fosfato a pH 8.5 y a temperatura ambiente, las bandas de absorcién en el visible
desaparecen en pocos segundos (f, < 1 minuto en el caso del dq2pyp). A pH 7.0 la
descomposicion es mas lenta (#1,= 98 minutos en el caso del dq2pyp), y finalmente a pH
5.5 no se observa descomposicion alguna de ninguna de las drogas durante 48 horas. La
"descomposicion” a pHs neutros o basicos parece ser debida a un ataque nucleofilico a la
posicion 6 de la piridina, teniendo en cuenta los espectros de RMN. La especie generada
seria monopositiva, y no aromética en el anillo de piridina (Figura 3.5). Similar
reactividad se observa en 2,2'-bipiridinas, las cuales suelen ser también inestables a pHs

basicos.¢
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Figura 3.5. (a) Espectros de absorcién del dg2pyp en agua (rojo) y a pH 8.5 (verde). (b) Estructura
hipotética general de la especie generada tras ataque nucleofilico de los viologenos en la posicién 6 de la
piridina. Nu simboliza el nucledfilo; cuando éste es el OH, la especie generada se desplaza hacia la
forma ceto, con liberacién del hidrogeno en posicién 6 de la piridina.

Por otra parte, existe también descomposicién de las drogas a temperaturas
relativamente altas. La Figura 3.6 muestra la evolucion de la absorcién relativa de los
méximos de absorcién en el visible del dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp con la temperatura, a
una velocidad de barrido de 0.5 °C/minuto. A partir de esta figura se concluye que el
orden de las drogas en relacién a su estabilidad térmica es dq3pyp > dq2pyp > Me2pyp.
Los espectros de absorcién resultantes muestran una desaparicién de la banda visible
junto con un aumento de la centrada a 250 nm. En principio cabria esperar que el
aumento de la descomposicién a altas temperaturas seria debido a un incremento de la
velocidad de ataque nucleofilico; sin embargo, al calentar en agua el dg2pyp se observan

por RMN diversas modificaciones aparte de la de la posicién 6 de la piridina. Podria



58

%

existir, por ejemplo, una pérdida de la cuaternizacién de la piridina y/o la fenantridina a
estas temperaturas. De hecho, el espectro de absorcion del dq2pyp tras incubarse a 90
°C durante 5 horas (Figura 3.6b) es bastante parecido al de la 6-(2-piridil)fenantridina.

Abszorbancia

Figura 3.6. (a) Evoluci6n con la temperatura de la absorcién relativa de los méximos de absorcién en el
visible del dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp en agua. Se utilizé una velocidad de barrido de 0.5 °C/min. (b)
Espectros de absorcién del dg2pyp en agua (rojo) y de la especie generada tras incubar a 90 °C durante 5
horas el dq2pyp en agua (verde).

Por ultimo, las drogas también sufren fotodescomposicion. La irradiaciéon con luz
visible de cualquiera de las drogas conduce a un fotoblanqueamiento de las
correspondientes disoluciones, caracterizado por una desaparicion de nuevo de las
bandas de absorcion en el visible (Figura 3.7), con mantenimiento de las existentes en el
UV (no mostrado). Evidentemente, en este caso las modificaciones quimicas pueden ser
completamente diferentes que las observadas con nucledfilos y a altas temperaturas,
puesto que ahora la reaccion seria con el estado excitado de las drogas, cuya estructura

electrénica es muy diferente que la del estado fundamental.

2.9 T T Y T
\
2.0 :
|
|
o) | f’:
E 1.5 = | I "-.__ -
n | i b
o | R
o | ! .,
v L { f o
" | | i \x
L 8 ] LY
\
\
Q.5 x b
x\
0.0 . =
300 A0 S0 BOO

W fnm

Figura 3.7. Fotoblanqueamiento del dg2pyp. Espectro de absorcién del dg2pyp en agua (rojo) y de la
especie generada tras irradiar durante 2 horas con una ldmpara de Xe de 150 W utilizando un filtro de

corte de 360 nm (verde).
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Por todas esta razones, todo el trabajo posterior se realizé en tampén fosfato 10 mM
a pH 5.5. Previamente a cada experimento, se prepararon muestras concentradas de
droga en agua que se almacenaban a 1-5 °C fuera de la luz en recipientes de plastico, y
que se utilizaban durante un miximo de 48 horas. Para los experimentos de debendencia
con la sal de larga duracion (isotermas de unién) se utilizé como sal NaPFs , que tiene un

anién poco nucleofilico, y para los de corta duracion (cinéticas de flujo detenido) NaCl.
3.3.2 Potenciales rédox

Al igual que otros viologenos, tanto el dg2pyp como el dq3pyp son capaces de suftir
procesos de oxidorreduccién reversibles. En la Tabla 3.11 se muestran los potenciales
redox del estado fundamental obtenidos por voltametria ciclica para las reducciones
2+—>+ y +—>0 de estas dos drogas. El Me2Zpyp, por el contrario, se reduce

irreversiblemente por captura en un anico paso de dos electrones.

TABLA 3.1L Potenciales rédox de estado fundamental y excitado de los viologenos.

*Potenciales rédox (£ 20 mV, vs EEH) en disolucién acuosa saturada de argén (sin tampon). -
“Potencial de pico anédico de 1a tnica onda observada de voltametria ciclica.

Como puede verse en la Tabla 3.11, los potenciales disminuyen en el orden dq2pyp >
dg3pyp > Me2pyp, lo cual de nuevo refleja el aumento de la energia de los
correspondientes LUMO, posiblemente por disminucién de la conjugacién piridina-
fenantridina. Una variacién similar se observa en los correspondientes violégenos
derivados de 2,2-bipiridina: al pasar del diquat (anilogo del dq2pyp) al triquat (andlogo
del dg3pyp) hay una disminucién de -0.2 V, y al pasar de éste al correspondiente anélogo
del Me2pyp, una de -0.15 V.”

Los correspondientes potenciales redox del estado excitado (E('D*'/D"), Tabla 3.IT)
se pueden calcular sumando a los del estado fundamental E(D*/D") la diferencia de
energias entre ambos estados calculada a partir de la frecuencia vge del maximo de la
banda de emision:

E('D*/D"=E(D* /D" )+hvy
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donde 4 es la constante de Plank, resultando un valor de aproximadamente +2.1 V vs.
EEH para todos ellos, ya que las diferencias de potenciales de los estados fundamentales
se contrarrestan con las diferentes energias de excitacion. Este potencial es similar a los
del dimetildiazapirenio y del dimetildiazaperopirenio.

3.3.3 Autoasociacién

A diferencia de lo que ocurre con otras drogas planas aromiticas similares (etidio,*
diazaperopirenio,” azul de metileno,”’ etc.), la tendencia a la autoasociacién en
disolucién acuosa de los violégenos parece ser minima, ya que en tampdén P los
coeficientes de extincién molar y las posiciones de los maximos de absorcién no varian
hasta concentraciones de 2 X 10 M. Aumentando Ia concentracién de NaPFs hasta 100
mM sigue sin observarse autoasociacion (datos no mostrados). Posiblemente sea debido
a que son dicatiénicas y a que su superficie plana aromatica es menor que la de las
anteriores drogas. Sin embargo, en metanol se observa una importante autoasociacion,
que se traduce en un cambio en las propiedades espectroscopicas de la disolucién.
Pueden proponerse estructuras para los dimeros a partir de minimizaciones de energia
(Figura 3.8). En una de ellas se observa que los ejes longitudinales de anillos de
fenantridina son practicamente paralelos, estando los anillos de piridina de cada molécula
orientados en sentidos opuestos; otro dimero se caracteriza por la orientacion paralela de

los anillos de piridina.
3.4 Interaccion de las drogas con acidos nucleicos

3.4.1 Unién de alta afinidad al DNA

En presencia de DNA de timo de ternera, el maximo de absorcién en el visible de los
violégenos sufre un ligero desplazamiento hacia el rojo y un efecto hipocromico,
indicando la existencia de interaccidon con el polinucleétido (Figura 3.9). Este cambio
espectral tiene un punto isosbéstico que se localiza a 474 nm (dq2pyp), 447 nm (dq3pyp)
y 425 nm (Me2pyp), lo cual apoya la existencia de unicamente dos especies en
disolucion: droga libre y droga unida al DNA. Los coeficientes de extincién molar de
las formas unidas a DNA de timo de ternera son 5575, 6325 y 4150 + 100 M'cm’,
respectivamente para dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp.

El cambio de absorcion en el visible sirve para obtener isotermas de unién mediante
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titulaciones espectrofotométricas. La Figura 3.10 muestra las representaciones de
Scatchard correspondientes a la asociacién de los violégenos con DNA de timo de
ternera en tampon P (25.0 + 0.1 °C), junto con el mejor ajuste de la ecuacién no

cooperativa de McGhee-von Hippel. Los pardmetros resultantes de dicho ajuste se
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Figura 3.10. Representaciones de Scatchard para la interaccién de dq2pyp (circulos, rojo), dg3pyp
(tridngulos, verde) y Me2pyp (cuadrados, azul) con DNA de timo de temera en tampén Py a 25.0 + 0.1
°C. Las lineas continuas corresponden a los mejores ajustes de la ecuacién de McGhee-von Hippel.
muestran en la Tabla 3.IV, asi como los del propidio y los enantiémeros A y A del
Ru(phen);** descritos por otros autores en condiciones similares de temperatura y
concentracion de Na'. Los tamafios de los sitios de unién vienen a ser de
aproximadamente 2 pares de bases en el caso del dq2pyp y del Me2pyp (lo que cabria
esperar de intercalantes que siguieran €l modelo de exclusion vecina), y de 3 pares de
bases en el caso del dq3pyp. Las constantes de asociacion son relativamente altas (del
orden de 10° M en el caso del dq2pyp, y de 10* M en el del dq3pyp y el Me2pyp), v
se encuentran entre las del propidio (tres 6rdenes de magnitud mayor) y el Ru(phen)s**
(un orden de magnitud menor o similar orden de magnitud). La razén de estas
diferencias en las constantes de asociacion se discutird mas detalladamente en el apartado
3.4.38.

TABLA 3.IV. Pardmetros de uni6n de los violégenos. En todos los casos la unién se midié en tamp6n

Pa25.0 £ 0.1°C, y se ajust6 la ecuacién no cooperativa de McGhee-von Hippel a las representaciones
de Scatchard experimentales.

Ky x10%M*  wipb
| 190 2

dg3pyp 0.65
Me2pyp } 0.15
propidio 2410.00
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*Obtenido por extrapolacién a partir de la representacién de logKy, vs. log[Na+] de la referencia 61 (a 25
°C, en tampdén PIPES 10 mM, ImM EDTA vy diferentes concentraciones de NaCl, a pH 7.0). En este
caso s¢ utilizo para el ajuste 12 ecuacidn cooperativa de McGhee-von Hippel, resultando una constante de
cooperatividad w=0.2.

**Tomado de 1a referencia 82 (a 20 °C, en tampdén 5 mM Tris-HC1, 10 mM NaCl y pH 7. l) Para el
ajuste se utilizo la ecuacion no cooperativa de McGhee-von Hippel.

3.4.2 Intercalacién en el DNA y rdpida disociacién

Las titulaciones viscosimétricas (Figura 3.11) indican que los tres viologenos se unen al
DNA por intercalaciéon: mientras que la netropsina (droga de surco menor) y el metil
viologeno (droga de unién territorial) no incrementan e incluso disminuyen la viscosidad
de la disolucién, el etidio (intercalante) y los violégenos si lo hacen. Las viscosidades
relativas a saturacion de €stos son inferiores a la del etidio, y a su vez disminuyen en el
orden dq2pyp > dq3pyp > Me2pyp. Los correspondientes parimetros de extensién
decrecen en el mismo orden (detalle de la Figura 3.11). Por tanto, parece que los
violdgenos se unen al DNA siguiendo un meodelo de intercalacion parcial y/o

asimétrica,’ en comparacién con el etidio.
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Figura 3.11. Titulaciones viscosimétricas de DNA de timo de ternera con diferentes drogas: etidio
(trisngulos hacia abajo), dq2pyp (cuadrados), dq3pyp (circulos), Me2pyp (triingulos hacia armiba),
netropsina (rombos) y metil-viologeno (estrellas). En tampén P a 25.1 £ 0.05 °C. Detalle:
representacion de (n/n)'” vs. funcién de saturacién, de acuerdo con la teoria de Cohen y Eisenberg.

Los espectros de dicroismo lineal en flujo demuestran también un modo intercalativo
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de unién para el dq2pyp y el dq3pyp (Figura 3.12) . En ambos casos, el DLF en el
visible es negativo y constante, y de magnitud similar al del UV. Teniendo en cﬁenta que
los momentos dipolares de las transiciones de ambas drogas se sitiian en el plano de la
fenantridma (ver 3.2.1), se concluye que dicho plano es perpendicular al eje longitudinal
del DNA, de acuerdo con una unién por intercalacién, y que ademas la droga se sitda

paralelamente a los pares de bases, y no inclinada respecto a éstas.

Por tltimo, la dependencia a 25.0 £ 0.1 °C de las constantes cinéticas de disociacién
de los complejos DNA-dq2pyp con la concentracion de i6n Na' indica de nuevo que esta

droga se une por intercalacion.
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Figura 3.13. Representacién doble logaritmica de la dependencia con la [Na'] de las constantes
cinéticas de disociacién del complejo dq2pyp DNAtt a 25.0 £ 0.1 °C. Se muestra tambiéni el mejor
ajuste lincal a los puntos experimentales. Detalle: trazas promedio por ajuste a las cuales se obtuvieron
las constantes cinéticas. De arriba a abajo, los tampones wtilizados son P10, P25, P50 y P60. Los mejores
ajustes monoexponenciales se muestran superpuestos a las trazas experimentalcs.

Enla Figura 3.13 se muestra dicha dependencia en forma de una representacion de
logks vs. log[Na'], junto con el mejor ajuste lineal a los puntos experimentales. En el
detalle se muestran asimismo las trazas promedio, por ajuste a las cuales se estimaron las
constantes cinéticas. A todas las concentraciones de sal las disociacione§ fueron
satisfactoriamente descritas por un modelo monoexponencial, no resultando €l ajuste de

un modelo biexponencial en una mejora significativa en el parametro y * y la distribucién

de desviaciones. Las constantes cinéticas resultantes (Tabla 3.V) van desde 389 hasta

942 s, correspondiendo a tiempos de vida del complejo entre 2.57 y 1.06 ms (Tabla
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3.V).

TABLA 3.V, Dependencia con la concentracién de sal de las constantes cinéticas monoexponenciales de
disociacion, junto con los correspondientes tiempos de vida, para la disociacién inducida por SDS de los
complejos formados con dg2pyp y DNA de timo de ternera.

Todos los experimentos se realizaron en tampén P (con diferentes concentraciones de NaCl) y a25.0
0.1 °C. El'mejor ajuste lineal a los datos experimentales es logk,=0.70 log[Na']+3.79.
“Tiempos de vida del complejo (t=1/ky).

La ecuacién de la recta resultante del ajuste a la representacion doble-logaritmica es :
logk, = 0.7010g[Na*] +3.79

El valor de Ia pendiente estimado se encuentra por tanto dentro de los predichos por
la teoria de condensacién de contraiones para un intercalante dicatiénico (0.6-0.8),">*%!

por lo que se confirma una vez mas el modo intercalativo de union de esta droga.

El andlisis de las cinéticas de disociacién permite obtener mformacion a?.dicioml
acerca del tiempo de vida del complejo dq2pyp-DNA y del mecanismo de unié@ de esta
droga. Las constantes de disociacién del dq2pyp resultan ser aproximadamente dos
ordenes de magnitud mayores que las del propidio existentes en la bibliografia a
cualquier fuerza idnica (la recta obtenida para el propidio es
logk, = 0.85[10gNa+]+1.35). Leupin et. al investigaron mediante 'H-RMN la

influencia de los grupos amino del etidio en las constantes de disociacion de esta
molécula.®® Para derivados del etidio carentes del grupo amino en posicién 8, pero no en
posicion 3, se observo a 35 °C y 100 mM NaCl que los complejos correspondientes
mostraban intercambio rapido (Tt < 1 ms), mientras que tanto para el etidio como para
derivados con grupo amino en posicién 8 en estas condiciones el intercambio era
intermedio (2 <t < 3 ms). Finalmente, a baja temperatura (< 17 °C para el etidio) este

ultimo grupo de moléculas mostraba intercambio lento (t = 10 ms).

El valor extrapolado a 100 mM NaCl del dg2pyp es de 0.8 ms (a 35 °C seria aiun

menor), mientras que el obtenido para el propidio a 20 °C en la referencia 61 es de 220
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ms (a 17 °C serfa aiin mayor). Por tanto, parece que los grupos amino en fenantridinas
dicationicas tienen un efecto similar en los tiempos de vida de los complejos que el
observado en fepantridinas monocatiénicas. Podria ademis sugerirse que es la ausencia
de un grupo amino en posicién 8, y no en posicién 3, la causa del intercambio rapido

observado en el dg2pyp.

A partir de la dependencia con la concentracién de ion sodio de las constantes de
equilibrio de asociacién (ver 3.4.8) y cinéticas de disociacién descritas en este apartado,
es posible determinar las correspondientes constantes cinéticas de asociacion a cualquier

fuerza idnica:

logk
logk, = logK, +logk, = Dlogk, log| Na” | +1log K, (0) + _dlogk, logNa™ + logk, (0)
og|Na og|Na Il

donde sustituyendo los valores correspondientes a las distintas magnitudes

proporciona la siguiente ecuacion:

logk, = ~1.06log{Na*]+ 553

En la Tabla 3.VI se comparan los valores experimentales de las pendientes de las
constantes de disociacion y asociacién con los predichos a partir de diferentes modelos

cinéticos™ (ver 2.2.4) .

TABLA 3.VI Pendientes experimentales y tedricas de representaciones de logky vs. log[Na'] v de logk,
vs. log[Na'] para el dq2pyp.

m=mimero de pares i6nicos formados tras la intercalacién de la droga en el DNA (1.85 para ¢l daZpyp,
ver 3.4.8). r=ntmero de pares i6nicos en el complejo de condensacion. f£=0.76=fraccién de contraiones
asociados por condensacion en ¢l DNA nativo.

El primer modelo al cual hace referencia la Tabla anterior lleva implicito un
mecanismo de union directa, en el que hay un paso répido correspondiente a ia apertura
de la hélice, seguido de otro lento correspondiente a la intercalacion directa de la droga,
que es atraida por interacciones electrostaticas apantailadas con el DNA abierto. Al ser
el segundo paso la etapa limitante del proceso, se puede considerar el primero en una

situacion de preequilibrio. Por el contrario, en el modelo 2 el paso rdpido corresponde a
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la condensacion de la droga en €l DNA (con la correspondiente liberacién de contraiones
sodio), que s seguido por un paso lento consistente en la apertura del DNA en el sitio
de umén y la consiguiente intercalacién. Mientras que el primer modelo predice una
mayor dependencia con la [Na'] para la disociacién que para la asociacion, él segundo
predice lo contrario, que es lo que de hecho se observa experimentalmente. El acuerdo
con €l modelo 2 aumenta si se considera que el nimero de pares i6nicos formados en el
complejo de condensacion es igual a fm, es decir, el esperable si la unién fuera simple
condensacién, y no m simplemente, que corresponde a los pares iénicos en el complejo
de intercalacion. Por tanto, un mecanismo de intercalacién bastante probable para el
dq2pyp vendria descrito por las dos siguientes reacciones:
dq2pyp + DNA — dq2pyp-DNA+1.07Na"
dq2pyp-DNA — [dq2pypDNAJn+H0.31Na™+0.28Na"
donde dg2pyp-DNA representa el complejo de condensacion, y [dg2pyp DNA] . el
complejo de intercalacién. El mimero total de contraiones liberados es de 1.66, en buen

acuerdo con el obtenido como pendiente de la representacién de logKs, vs. log[Na™].

Por otra parte, los valores extrapolados a 0.2 M y 0.5 M NaCl de la k. del dq2pyp
(respectivamente 1.8 x 10° M's' y 7.1 x 10° M''s™") son del mismo orden de magnitud
que los obtenidos experimentalmente para el propidio en esas cdndiciones
(respectivamente 1.1 x 105 M7's™ y 3.1 x 10° M7's").*! Sin embargo, los valores para el
dq2pyp son aproximadamente dos veces mayores que los del propidio. Esta discrepancia
dentro del mismo orden de magnitud podria indicar que si bien el mecanismo de
intercalacién en ambas drogas es el mismo, en el caso del dq2pyp existiria una mayor
facilidad en la creacién de un sitioc de intercalacién apropiado. A partir de las
simulaciones de dindmica molecular de ambas drogas (ver 3.4.5) es posible observar que
mientras que €l dq2pyp es capaz de adoptar miltiples orientaciones dentro del sitto de
intercalacion, el propidio tiene un posicionamiento mucho mas restringido, debido a que
rellena completamente el sitic de intercalacion. Por tanto, cabrfa esperar que la
proporcion de sitios abiertos en el DNA con la geometria apropiada para iniercalar la
droga fuera mayor en el caso del dq2pyp que en el caso del propidio, ongmanclo Ia

diferencia observada en las constantes cinéticas de asociacion.

Aparte de la unién por intercalacién, no puede descartarse un modo territorial de

asociacidn a muy bajas fuerzas idnicas, sobre todo teniendo en cuenta la naturaleza
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dicatiénica de los violdgenos. Para conciliar este modo adicional de unién con la
existencia de un punto isosbéstico en las titulaciones espectrofotométricas, habria que

suponer que el espectro de la forma territorialmente unida es igual al de la intercalada.
3.4.3 Especificidad por pares de bases GC alternantes del DNA

La especificidad de base de los viologenos se estudié mediante isotermas de unién a
polinucleodtidos sintéticos. Considerando la maxima afinidad del dq2pyp por el DNA, se

utilizé esta droga como modelo para toda la serie.
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Figura 3.14. Isotermas de unién de la interaccion de dg2pyp con poly[d(GC)]. (cuadrados), DNA de
timo de ternera (circulos blancos), v poly[d(AT)); (tridngulos negros). Detalle: isotermas con
poly(dG)poly(dC) (circulos negros) y poly(dA)poly(dT) (tridngulos blancos). Todos los experimentos
en tampén Pya25.0 % 0.1 °C. Superpuestos a los puntos experimentales se muesiran en Hnea continua
los mejores ajustes de las ecuaciones de McGhee-von Hippel.

La Figura 3.14 muestra las representaciones de Scatchard de la interaccion del dq2pyp
con los heteropolimeros alternantes poly[d(GC)]. y poly[d(AT)),, asi como con DNA de
timo de ternera (previamente descrita, ver 3.4.1 y Figura 3.10) . En el detalle de dicha
figura se muestran asimismo las isotermas con los homopolimeros poly(dA)-poiy(dT) y
poly(dG)-poly(dC). Junto con los puntos experimentales se muestran, en todos los casos
y en linea continua, los mejores ajustes de las ecuaciones cooperativa 0 no cooperativa
de McGhee-von Hippel, dependiendo del polimero. Los parametros de unién estimados
se presentan en la Tabla 3. VIL

TABLA 3.VII. Valor de los parametros de asociacion de dgq2pyp con DNA de timo ternera y diferentes
polinuclectidos sintéticos, en tampén P ya 25.0 * 0.1 °C.
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*Tomado de la Tabla 3.IV.

~ En estos casos s¢ ajusté la ecuacién no cooperativa de McGhee-von Hippel; la utilizacién de la
cooperativa no resultd en una mejora significativa dcl ajuste,

A partir del andlisis de esta tabla es posible concluir que el dq2pyp tiene una importante
preferencia por pares de bases GC alternantes, ya que la constante de asociacion a
poly[d(GC)] (2.42 x 10° M™) es cuatro veces mayor que a poly[d(AT)] (0.63 x 10° M’
"). La constante de asociacién a DNA de timo de ternera, que tiene una proporcién de
bases GC del 42 %, es intermedia entre los anteriores valores, tal y como cabr:ia esperar.
Las constantes de asociacion a homopolinucledtidos son de aproximadamente un orden
de magnitud menores en comparacion con las de los correspondientes
heteropolinucleétidos: 0.26 x 10° M para el poly(dG)-poly(dC), y 0.18 x 10° M para
el poly(dA)-poly(dT). Por tanto, el orden de afinidades resultante es: poly[d(GC)]. >
DNA de timo de ternera > poly[d(AT)], > poly(dG)-poly(dC) > poly(dA)-poly(dT). En
todos los casos el tamafio del sitio de unién es de aproximadamente dos pares de bases,
tal y como se esperaria de un intercalante que siguiera un modelo de exclusin vecina.
Las constantes de cooperatividad son 1 (unidén no cooperativa) o ligeramente menores

(union ligeramente anticooperativa).
3.4.4 Intercalacién parcial y asimétrica de las tres drogas en el DNA

Una vez demostrado experimentalmente ¢l modo de unién por intercalacidén de los
violégenos, es posible utilizar cilculos de campo de fuerzas para estudiar la estructura y

dindmica de los correspondientes complejos droga-DNA.

Estudios de ensamblado ("docking") indican que existen para las tres drogas
(dg2pyp, dg3pyp vy Me2pyp) miltiples posicionamientos de minima energia no enlazante
en el sitio de intercalacién. Ello es debido a que la fenantridina (parte de la molécula que
estaria intercalada), al no tener grupos amino como el etidio, no rellena completamente el
espacio en dicho sitio. En las estructuras cristalograficas del etidio con dinucledtidos se
observa que sus dos grupos amino interaccionan simultineamente con los esqueletos

azucar-fosfato de sendas cadenas de DNA.” Por el contrario, en los violdgenos sélo es
g
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L3

posible la interaccion con uno de los esqueletos aziicar-fosfato en el sitio de
intercalacion. Debido a ello, son factibles, hasta cierto punto, traslaciones y rotaciones
de la droga, siempre con la fenantridina paralela a los pares de bases. Habida cuenta que
estas moléculas no tienen grupos dadores o aceptores de enlaces de hidrogeno, los
mejores posicionamientos son unicamente el resultado de interacciones electrostaticas y
de van der Waals, que a su vez vienen determinadas por la distribucién de cargas y la

forma del sitio de intercalacién en consideracion.

Mediante estudios de ensamblado/minimizacién de energia en el paso CpG central de
d(CGCGCQG),, es posible comparar las geometrias de intercalacion de los viologenos ‘
entre si 'y con el etidio (Figura 3.15). Asumiendo una intercalacién de la fenantridina y
con el anillo de piridina en el surco menor (por analogia con las estructuras
cristalogréficas de etidio intercalado en dinucleétidos’), y minimizando a partir de los
mejores ensamblados absolutos, se observa una menor insercion de los viologenos entre

los pares de bases en comparacioén con el etidio (Figura 3.15).

dqZpyp

etidio

dg3pyp

Figura 3.15. Vista superior de los complejos droga-d(CGCGCG), minimizados, en ¢l sitio de
intercalacion (pares de bases centrales del oligonucledtido; G4-C9 en verde, y C3-G10 en amarillo;
droga en negro). Se sefialan con una flecha los azicares con conformacién °E o (E.

El mayor solapamiento superficial fenantridina-pares de bases se da en el dq2pyp,
donde el eje longitudinal de aquélla es paralelo al del par de bases inferior (en el etidio

este eje es paralelo al que conecta los fosfatos en el sitio de intercalacién). El anillo de
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piridina interacciona con la pared superior del surco menor, orientandose
aproximadamente paralela a la misma. La cadena dialquilo choca con el grupo amino de
la guanina superior, impidiendo una mayor insercién. Considerando el dq3pyp, el eje
longitudinal de la fenantridina es paralelo al del par de bases inferior. La insercién es
menor, debido a que la cadena dialquilo es mis voluminosa. Se observan de nuevo
interacciones de van der Waals entre la piridina y la pared superior del surco menor. Por
nltimo, €l Me2pyp se orienta paralelamente al eje que conecta los fosfatos, pero el metilo
de la piridina impide la penetracién de la droga (en comparacién con el etidio) en el sitio
de intercalacidn, tanto si se orienta hacia arriba como hacia abajo (no mostrado). En
definitiva, parece que por una parte la ausencia de grupos amino que rellenen
completamente el sitio de intercalacién y que interaccionen con los fosfatos permite
orientaciones de las drogas no paralelas al eje que conecta los mismos, y por otra parte

que las cadenas dialquilo o los metilos impiden una total insercion en el sitio.

Esta intercalacion parcial y asimétrica de los violégenos podria explicar la menor
viscosidad a saturacién de estas drogas en comparacién con la del etidio (ver 3.4.2,
Figura 3.11). Al intercalarse provocarian una curvatura en la doble hélice,: lo cual
resultaria en un menor mcremento del tamafic hidrodindmico del DNA tras la

intercalacion, en comparacion con un intercalante "clasico”.

Las minimizaciones de energia también predicen un menor desenrollamiento de la
hélice por parte de los violégenos: mientras que los dngulos de desenrollamiento por
intercalacién del dq2pyp, dg3pyp y Me2pyp son de respectivamente -19°, -18° y -19°, el
del etidio es de -23° (el experimental para éste es de -26°).** Como consecuencia de este
menor desenrollamiento, ¢l plegamiento de los aziicares cambia: aunque se mantiene en
general un modelo de plegamiento mixto (CE-3',5'-’E), los azicares de las citidinas se

desvian hacia conformaciones °E o 4E.

Si se comparan las energias de unién de los diferentes viclégenos a esta secuencia
(Tabla 3.VIII), se observa una buena correlacidén con las correspondientes energias libres
de unién, sugiriendo que las diferencias entre éstas podrian explicarse en base

principalmente a factores entalpicos.
3.4.5 Especificidad de base del dq2pyp desde el punto de vista molecular

Dado que se ha investigado detalladamente la especificidad de base del dq2pyp mediante
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isotermas de unién a polinucledtidos sintéticos, se realizaron estudios paralelos de
ensamblado/minimizacién de energia/dindmica molecular (cuyo protocolo se describe en
23.2.1) al objeto de obtener informacién sobre la estructura y dinimica de la
intercalacion de esta droga en las secuencias correspondientes. En la Tabla 3.IX se
muestran las energias de unién (AE), de interaccién (Ei), de desestabilizacion de la
doble hélice (Ea) y de desestabilizacién de la droga (Ea) para la intercalacion del
dq2pyp en el paso central de diferentes decanucle6tidos. Las secuencias modeladas son
las presentes en los polinucledtidos sintéticos utilizados en las isotermas de unién, y los
complejos resultantes se denotan por un cddigo descrito en el pie de dicha Tabla.
También se presenta, para cada complejo, el miximo MSD alcanzado durante las
dindmicas moleculares obtenidas utilizando como coordenadas iniciales las estructuras
minimizadas previamente. Este pardmetro da idea de la movilidad de la droga en el sitio
de intercalacién. Asimismo, en la Tabla 3.IX se recogen los correspondientes valores
para complejos equivalentes con propidio. Esta fenantridina dicationica se utilizé como
control, al igual que en otros apartados. A continuacion se describen los resultados
correspondientes, agrupados segin secuencias correspondientes a  diferentes

polinucleétidos.

Secuencias correspondientes a poly[d(GC)l, Para cada una de las dos secuencias

correspondientes a poly[d(GC)]. existen dos orientaciones de minima energia,
caracterizadas por tener la piridina contactando la pared superior del surco menor
(complejos smcgs y smgcs) o la pared inferior de dicho surco (complejos smegi y smgci).
Ia razon para estas dos orientaciones parece ser €l surco menor relativamente abierto de
estas secuencias (Figura 3.16), que s6lo permitiria la interaccion de la piridina con una de
sus paredes. La interaccién con la pared superior parece ser energéticamente preferida,
tanto para el paso CpG como para el GpC (Tabla 3.IX). El intercambio entre dichas
orientaciones seria relativamente fécil a 300 K, ya que en la dindmica molecular de smcgl
la droga se encuentra en todo momento en orientacion s, mientras que en una dinimica
de smcgs sin fase de calentamiento (datos no mostrados) la droga se desplazé durante
los primeros picosegundos hacia una orientacion i, en la cual permanecio el resto de la
simulacién. Este facil intercambio podria explicarse considerando que sdlo es necesario
un ligero cambio conformacional en el DNA para pasar de una orientacion a otra, puesto

que la RMSdev entre los sitios de intercalacién de smcgs y smcgi es de sélo 0.48,
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mientras que entre smges y smgei es de 0.44. La movilidad de la droga en el sitio de
intercalacién es moderada (méximo MSD entre 4.44 y 7.69, Tabla 3.1X), y Ihayor para
los complejos de tipo s. Asfmismo, la droga parece preferir energéticamente el paso
CpG sobre €l GpC (Tabla 3.IX), debido a una muy baja energia de desestabilizacion de la

héhice, que compensa la menor energia de interaccion de estas secuencias.

Secuencias correspondientes a poly[d(AT)]l;. En este caso solo se obtiene un finico

complejo para cada secuencia (smat and smta, Figura 3.16), debido a que ¢l surco menor
es estrecho y sus dos paredes mteraccionan simultdneamente con la piridina, que se
encuentra en posicion central. La movilidad de la droga es de nuevo moderada (maximo
MSD entre 4.66 y 5.69, Tabla 3.IX), a pesar de que durante las dinAmicas moleculares el
surco se abre (aunque en promedio sigue siendo mas estrecho que el de las anteriores
secuencias). La unién esta favorecida energéticamente para el paso ApT sobre el TpA,

debido principalmente a una mayor energia de interaccién (Tabla 3.IX).

Secuencias correspondientes a poly(dG)poly(dC). Otra vez se obtienen dos

orientaciones de minima energia para cada secuencia (smggs, smggi, smccs y smecl,
Figura 3.17). Tanto smggs como smcci corresponden a estructuras donde la droga solo
se intercala completamente en la cadena de poly(dG), mientras que las dos citosinas de
poly(dC) estan sdlo parcialmente desapiladas. Durante las correspondientes dinimicas
moleculares la droga conserva este modo semiintercalado de unidn, y presenta movilidad
restringida (maximo MSD de 3.01 y 3.10, respectivamente para smcci y smggs). Los
otros dos complejos (smggi y smecs, Figura 3.17) estan desfavorecidos energéticamente
(Tabla 3.IX), y presentan intercalacién normal. Sin embargo, durante las dindmicas
moleculares los complejos adoptan un modo semiintercalado de unién, similar al
observado con smggs y smcci, y de nuevo la droga muestra movilidad restringida
(maximo MSD de 3.50 y 3.25, respectivamente para smggi y smccs, Tabla IX). En todas
las estructuras de minima energia el surco menor es algo mis estrecho que el observado

en las secuencias alternantes, y el propeller twist es también mds negativo.

Secuencias correspondientes a poly(dA)-poly(dT). Al igual que ocurria en las secuencias

correspondientes a poly[d(AT)]:, debido a que el surco menor es estrecho sélo se

obtiene un Gnico complejo de minima energia para cada secuencia (smaa y smtt, Figura

3.16). La piridina se dispone centralmente, interaccionando con ambas paredes del
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surco. De los dos complejos, smaa es ligeramente preferido energéticamente sobre smtt,
pero las diferencias en las energias de desestabilizacion de la hélice y de interaccién son
muy pequeiias. En estas estructuras se observa un propeller twist muy negativo, y la

movilidad de la droga es mayor que en las demas secuencias.
3.4.6 La unién por surco mayor estd desfavorecida

La mspeccién de la Tabla IX sugiere asimismo que la intercalacién de la droga via surco
mayor (todos los anteriores complejos han sido intercalados por el menor) esta
desfavorecida energéticamente (complejos sMcg y sMat) en aproximadamente 10
kcal/mol. Analizando las interacciones droga-DNA se concluye que este efecto es debido
principalmente a la ausencia de interaccién piridina-surco, ya que en estos complejos la

piridina queda expuesta al disolvente.

3.4.7 El modelado molecular predice una unién enantioespecifica del dg2pyp y del
dq3pyp al B-DNA

Todos los estudios de minimizacion de energia y dindmica molecular descritos hasta el
momento se han realizado con el enantidmero S de las drogas. Si estos estudios se
extienden a los enantidmeros R, se concluye que la unién de éstos estd desfavorecida

energéticamente y posee una geometria de intercalacion diferente.

Considerando el dg2pyp, las energias de unién obtenidas con el enantiémero R son 5-
9 kcal/mol menos negativas que las de los correspondientes complejos con el
enantiémero S (Tabla 3.IX). La razén de esta diferencia se encuentra en una menor
energia de interaccion, que a su vez es debida a que la piridina en este tipo de complejos
estd expuesta al disolvente y no interacciona con ninguna de las paredes del surco. Este
efecto es particularmente importante en los complejos rmta y rmat, donde la disposicién
de la piridina no alineada con el surco provoca una apertura del mismo (Figura 3.17). En
el caso del complejo rmcg adicionalmente se observa un aumento de la énergia de
desestabilizacion de la hélice (Tabla 3.IX).

Las dinamicas moleculares con complejos del dg2pyp de tipe r muestran (excepto en
el caso del rmat) grandes valores de maximo MSD, y por tanto una alta movilidad en el
sitio de intercalacién. Durante las simulaciones, la droga rota alrededor de su normal y
en ciertos momentos adopta una geometria donde el eje longitudinal de la fenantridina se

dispone perpendicularmente al que conecta los fosfatos del sitio de intercalacién, con el
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plano de la piridina paralelo al suelo del surco menor (Figura 3.18a). Algunas de las
estructuras con este tipo de disposicién "perpendicular” muestran asimismo a la cadena
dialquilo y parte de la piridina intercaladas entre los pares de bases (Figura 3.18b),
sugiriendo un camino cinético por el cual el DNA podria catalizar la interconversién
entre los enantidmeros mediante la estabifizaciéon de la conformacién completamente
plana del dq2pyp. Al objeto de estudiar la estabilidad de esta nueva geometria
perpendicular de intercalacién sugerida por las dinidmicas moleculares, se realizaron
estudios adicionales de la misma por ensamblado/minimizacién de energia. El complejo
resultante (rpcg, Tabla 3.IX y Figura 3.17), estd todavia desfavorecido energéticamente
respecto a smcg, aunque es mas estable que el correspondiente complejo de intercalacion

"paralela”.

Por tanto, los estudios comparativos de modelado molecular con los dos
enantiomeros del dg2pyp sugieren que la intercalacion de S-dq2pyp en B-DNA estd
favorecida respecto a la de R-dq2pyp. El primer enantiémero tendria un modo de
intercalacién "paralelo”, mientras que el segundo fluctuaria entre €l anterior y un modo
de intercalacién "perpendicular”. Asimismo, las secuencias con pares de bases AT
discriminarian mas entre ambos enantidmeros que las de pares de bases GC (ver

diferencias de energias entre los correspondientes complejos de tipo r y de tipo s).

Considerando €l dq3pyp, la energia de uni6én para la intercalacién del enantidmero S
por el surco menor del paso CpG central de la secuencia d(CGCGCGCGCG) es 1.8
kcal/mol més negativa que la del enantidmero R. En el paso TpA central de la secuencia
d(CATATATATG) la diferencia de energias de union es de 3.5 kcal/mol. Analizando
las distintas contribuciones a la energia de unién, se concluye que en ambas secuencias la
diferencia reside principalmente en el componente de van der Waals de la energia
intermolecular, ya que el electrostatico, asi como la energia de desestabilizacién del DNA
y de la droga son similares para ambos enantiémeros. La inspeccion de las éstructuras
de los complejos minimizados permite ver que mientras que la piridina del enantiémero S
interacciona con la pared superior del surco menor, la del R estd expuesta al disolvente.
Es este contacto el que resulta en un componente de van der Waals mas favorable para el
enantiomero S. Estos resultados sugieren asimismo que la enantioespecificidad seria
mayor con pares de bases AT que GC; la razoén seria que mientras que en éstos el

enantiémero S estaria parcialmente desfavorecido frente al R por choques estéricos de la
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cadena dialquilo con los grupos amino protuberantes en €l surco menor, no existiria tal

problema con los pares AT.

Las energias de unién calculadas para ambos enantibmeros del Me2pyp son
practicamente iguales (Tabla 3. VIII), sugierendo que no existe enantioespecificidad en la
unién de esta droga al DNA. Segun esto, su menor constante de asociacién en relacién
con la del dq2pyp seria debida a los choques estéricos del grupo N-metilo con el par de
bases superior o inferior del sitio de intercalacion (dependiendo del enantiomero),
impidiendo una mayor insercién en el mismo, y no a la existencia de un enantidmero

estable desfavorecido en 1a unién.

TABLA 3.IX. Energias de unién y sus componentes para la interaccién por intercalacién del dq2pyp
con diferentes decadesoxinucledtidos en conformacién B, calculadas por mecdnica molecular. También
se muestra ¢l miximo MSD de 1a droga de las simulaciones de dindmica molecular en vacio obienidas
utilizando como coordenadas iniciales los complejos refinados. Todas las energias en kcal/mol.

*Las estructuras se designan como (s/r){m/M)(xy)(w/V/ ). La primera letra indica el enantiémero usado en
el modelado (s corresponde a 5, r a R). La segunda letra corresponde al surco desde ¢l cual la droga se
intercala {m para el surco menor, M para el mayor), Las dos siguientes hacen referencia a 1a secuencia
del decadesoxinucledtido: gc para d(GCGCGCGCGC);, ta para d(TATATATATA), gc para
d(GGGGGGGGGGyd(CCCCCCCCCO), etc; 1a droga se intercala entre los pares de bases centrales de
estas secuencias {mucleétidos subrayados). La quinta letra, en aquellos casos donde aparece, se refiere a
1a pared del surco menor que estd en contacio con el anillo de piridina, para una disposicién vertical del
complejo visto por €l surco menor y con 1a cadena alquil delante del plano de la fenantridina: s indica la
pared a la izquierda de la droga (complejo de pared superior), i indica la pared a la derecha de 1a droga
(complejo de pared /nferior), y cuando no aparece letra en esa posicidn significa una disposicién central
de 1a piridina.

“Ein = Energia de interaccién no enlazante entre la droga y el polinucleotido en el complejo
minimizado, que puede expresarse como la suma de las contribuciones de interaccién de van der Waals
(Evdw) y electrostitica (Eel).
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Edh = Energia de descstabilizacién de la doble hélice, calculada como la diferencia entre las energias
potenciates del oligonucleétide en el complejo v en conformacién B minimizada,

MEJd = Energfa de desestabilizacion de la droga, calculada como la diferencia entre las energias
potenciales de la droga en ¢l complejo y minimizada aisladamente.

}AE = Energia dc uni6n = Ein + Edh + Edd.

%Para su definicién, ver 2.3.2.1.

3.4.7 Verificaciéon experimental de la unién enantioespecifica a B-DNA de los

violégenos

El espectro de DC del dializado de dq3pyp racémico unido a DNA de timo de ternera
aparece representado en la Figura 3.20 (triangulos). Para este experimento, 2 ml de una
disolucién de dq3pyp racémico (0.8 mM) y DNA (0.8 mM) en tampon P se dializaron
durante 48 horas a 4 °C frente a 3 ml del mismo tampdn. El espectro resultante muestra
maximos a 420 y 285 nm, y minimos a 350 y 245 nm; considerando el espectro de
absorcion del dq3pyp (detalle), se aprecia que los mismos se corresponden con los
miximos de absorcion de la droga. Si se elimina el DNA presente dentro de 1a bolsa de
dilisis mediante precipitacién por adicién de dcido perclérico seguida de centrifugacion,
el sobrenadante presenta un espectro igual pero cambiade de signo respecto del anterior
(Figura 3.20, cuadrados). Estos resultados mdican que ka habido un enriquecimiento a
ambos lados de la bolsa de didlisis de enantiomeros opuestos del dq3pyp, y que por
tanto la droga se une enantioespecificamente al DNA. Experimentos control en los
cuales el DNA se dializa sin droga no presentan absorcion en el dializado, demostrando
que no existe fuera de la bolsa de didlisis DNA que por interacciéon con la mezcla
racémica pueda dar lugar al dicroismo observado (que entonces seria dicroismo
inducido). Por otra parte, el dicroismo inducido sobre la muestra racémica puede
medirse previamente a la realizacién de la didlisis, y resulta ser completamente distinto a
los de dentro y fuera de la bolsa de diglisis (Figura 3.20, circulos abiertos).
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Figura 3.20, Espectro de DC del complejo DNA-dq3pyp antes de ser dializado (circulos blancos), del
dializado de dicho complejo (tridngulos) y del dg3pyp presente dentro de la bolsa de didlisis tras
eliminar el DNA (cuadrados). Los datos se expresan en elipticidades molares referidas a concentracion
total de droga, calculada por medidas de absorbancia y utilizando €345 = 9500 M'cm™. En el caso del
complejo DNA-dg3pyp la elipticidad estd referida a la concentracién total (droga + DNA). Detalle:
espectro de absorcién del dq3pyp en tampén P.

Mediante cromatografia de afininidad en celulosa-DNA es posible separar ambos
enantiémeros a escala preparativa. En la Figura 3.21 se muestra un cromatograma
tipico, en donde se registra la elucién midiendo la absorcién a 366 nm y el DC a 350 nm.
La columna, de 13 cm de longitud y 1.6 cm de didmetro, se equilibra inicialmente con
tampon P, 30 mM NaCl. A continuacién se cargan 1.5-2 mg de mezcla racémica de
dq3pyp disuelta en el mismo tampdén. Con esta concentracion de sal, el enantidmero de
menor afinidad no es retenido en la columna y sale a un volumen de elucion de
aproximadamente 150 ml. En este momento sé comienza a pasar por la columna tampén
P, 100 mM NaCl, que provoca la elucién del enantiémero de mayor afinidad a un
volumen de elucién de 300 ml. El hecho de que las elipticidades icial y final sean
iguales en valor absoluto pero de signo opuesto, y que las dreas bajo ambos picos de
absorcién sean similares, indican que los enantidmeros han sido bien resueltos y aislados
con gran pureza. De hecho, los espectros de DC de los enantiémeros separados (Figura
3.21, detalle), aunque cualitativamente similares a los de la didlisis, presentan una
considerablemente mayor elipticidad molar. A partir de los espectros de DC és posible
estimar las elipticidades molares del (supuesto) enantidémero S:€245=90000, @ 55—
65000, @350=8500y @ 420=-6800 grad cm’ dmol™.

En el caso del dq2pyp, el dializado del racémico en presencia de DNA en las mismas

condiciones que el dq3pyp no muestra dicroismo circular, ni tampoco el interior de la
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bolsa de didlisis tras eliminar el DNA. Las cromatografias en celulosa-DNA del dq2pyp
realizadas en las mismas condiciones que las descritas anteriormente para dq3pyp y a 4
°C presentan dos picos (Figura 3.22) : una primera forma de la droga es eluida
directamente a 30 mM NaCl, quedando retenida una segunda forma, que para separarse
de la columna requiere la adicién de sal a una concentracién de 100 mM. Sin embargo,
las muestras obtenidas presentan un espectro de DC no reproducible y de escasa
magnitud. Posiblemente la unica explicacion a estos resultados seria suponer que los dos
enantiémeros de esta droga se unen de nuevo enantioespecificamente al DNA (lo que
explicarfa la retencién selectiva de los enantidémeros en la columna de DNA-celulosa),
pero que el hecho de tener menor energia de interconversién daria lugar a una répida
racemizaciéon que impediria la obtencién de los enantidmeros puros estables a
temperatura ambiente. En el experimento de la bolsa de didlisis existiria un reequilibrado
enantiomérico continuo de la droga a medida que saliera fuera de la bolsa de didlists, de
modo que en todo momento se tendria la mezcla racémica a ambos lados de la bolsa de
didlisis.
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Figura 3.22, Perfil de elucién de wna cromatografia de dq2pyp racémico en celulosa-DNA.

Por tanto, una posible razén adicional de la menor constante de asociacion del dq3pyp
en comparacion con la del dg2pyp podria ser el hecho de que sus enantiémeros son
estables frente a la interconversion en el tiempo en que se realiza la isoterma, de modo
que la constante de asociaci6én medida seria menor que l2 del enantiémero de mayor
afinindad. Por el contrario,en el caso del dq2pyp se produciria un enriquecimiento de la

disolucion en el enantiémero de unién fuerte a medida que se afiadiera DNA a la misma.
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Llegados a este punto, cabe discutir €l modo de unién de cada uno de los
enantiémeros de dq2pyp y dq3pyp por separado. Las minimizaciones de energia indican
que ambos enantiémeros pueden intercalarse en el DNA, aunque €l S esté favorecido.
Los expenimentos de dicroismo lineal fueron realizados en condiciones en las cuales cabe
suponer que toda la droga estd unida al DNA, puesto que éste estaba en exceso y los
experimentos cromatograficos indican que en ausencia de sal ambos enantidmeros
interaccionan con ¢l DNA (para eluir uno de los enantidmeros de la columna, donde el
DNA esta en exceso, fué necesario aumentar la concentracién de NaCl hasta 30 mM).
El espectro de dicroismo lineal reducido del dq3pyp es negativo y constante en toda la
region UV-visible. Esto significa que todos los momentos de transicién se disponen
perpendicularmente al eje de la hélice. Si uno de los enantiémeros no estuviera
intercalado, considerando que los momentos de transicion se encuentran en el plano de la
fenantridina, algunos de ellos no serian perpendiculares al eje del DNA, y por tanto se
observaria un dicroismo lineal no constante, que podria en ciertas zonas ser incluso
positivo. De modo que el espectro observado permite concluir que ambos enantiomeros
de dq3pyp se unen por intercalacion, al menos en estas condictones de fuerza iénica. En
cuanto al dg2pyp, caben dos interpretaciones. Si en las condiciones de exceso de DNA
utilizadas toda la droga existe como enantiémero (supuestamente) S, lo tnico que se
podra concluir es que este enantidmero se une por intercalacién. Si por el contrario
permanece cierta proporcion de enantidmero (supuestamente) R, la conclusion sera que
ambos enantidmeros se intercalan en el DNA. De todas formas, teniendo en cuenta la
similitud estructural entre dq2pyp y dq3pyp, no cabe esperar que haya un enantiémero de
dq2pyp que no se una por intercalacién, cuando ambos enantiomeros del dq3pyp si lo
hacen.

La verificacién experimental de la enantioespecificidad del Me2pyp no fue posible
debido a la escasa cantidad disponible, y a su inestabilidad en experimentos de larga
duracion. De todas formas, el modelado molecular sugiere que dicha

enantioespecificidad es muy pequefia o nula.

3.4.8 Efecto de polielectrolito. Diseccién de la energia libre de unién del dq2pyp al
DNA

Dado que el dg2pyp es, de toda la serie, la droga que mayor constante de asociacidn
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presenta, se ha utilizado como sistema modelo para analizar la contribucién de diferentes
fuerzas termodindmicas a la estabilizacion de su complejo con el DNA, en particular el
efecto de polielectrolito.
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Figura 3.23. Representacién doble logaritmica de la dependencia con la concentracién de [Na'] de las
constantes de asociacién del dg2pyp con DNA de timo de temera a 25.0 & 0.1 °C. El mejor ajuste
lineal se muestra superpuesto a los puntos experimentales. Detalle: representaciones de Scatchard de las
cuales se ha obtenido la anterior representacién. Los tampones de las isotermas son; P (circulos), P10
(cuadrados), P20 (semicirculos) y P30 (tridngulos). Superpuesto a los putitos experimentales se muestran
los mejores ajustes de la ecuacién no cooperativa de McGhee-von Hippel (linea continua).

La Figura 3.23 muestra una representacion doble-logaritmica de logKy vé. log[Na']
correspondiente a la interaccién de dq2pyp con DNA de timo de ternera en tampon P a
diferentes concentraciones de NaPF;. En linea continua se muestra el mejor ajuste lineal
a los puntos experimentales. Las representaciones de Scatchard a las diferentes
concentraciones de sal se muestran en el detalle de dicha figura, junto con los mejores
ajustes (linea contmua) de la ecuacién no cooperativa de McGhee-von Hippel a los
puntos experimentales. Los pardmetros de unién estimados se recogen en la Tabla 3.X;
en todos los casos, los tamafios de los sitios de unidén son similares (2.4 + 0.2 pb). La

ecuacion de la recta resultante del ajuste es:
log Ky=-1.76log [Na"}+1.74

de donde se concluye que 1.76 iones Na™ unidos al DNA se liberan al intercalarse
una molécula de dgq2pyp.
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TABLA 3.X Dependencia con la concentracién de Na™ de los pardmetros de unién del dg2pyp a DNA

de timo de ternera en tampén P y diferentes concentraciones de NaPF;. Todas las isotermas a 25.0 +
0.1°C. '

* Los tampones P10, P20 and P30 correspenden a tampén P con diferentes concentraciones de NaPF;
afiadido: 10, 20 y 30 mM, respectivamente. En todos los casos se utilizo para el ajuste la ecuacién no
cooperativa de McGhee y von Hippel. El mejor ajuste lineal a los puntos experimentales resulta ser
logK,=-1.76log[Na‘]+1.74.

Considerando que el dq2pyp se une al DNA por intercalacion, estos contraiones se
liberan tanto por formacién de pares i6nicos en el complejo, como por incremento del
espaciado entre fosfatos como consecuencia de la intercalacion.  Estas dos

contribuciones se pueden estimar a partir del primer y segundo término de (ver 2.2.2)%

dlogk, . .
——P=t = 4y -y )-m
o g[ Na+] -y )-my

dondew y w' son las fracciones de contraiones asociadas por fosfato en las
conformaciones B e intercalada del DNA (0.88 y 0.82, respectivamente), y donde m es el
nimero de pares ionicos formados en el complejo. El valor resultante de pares idnicos es
de 1.85 =~ 2 (tal y como cabria esperar de una droga dicatiénica). Este valor ligeramente
inferior a 2 podria deberse bien a la liberacién simultdnea a la intercalacion de aniones
unidos a la droga, o bien a cambios de hidratacion en la droga y/o €l DNA como
consecuencia de la formacion del complejo. Las contribuciones resultantes de liberacion
de contraiones por formacién de pares ic')nicos; e intercalacion a partir de la anterior

ecuacion son de respectivamente 1.52 y 0.24.

La energia libre aportada al proceso de intercalacion por esta liberacion simulténea de
contraiones (AG.,) puede estimarse a cualquier concentracién de sal (ver 2.2.2 ante la

siguiente ecuacién:"’

o[ 2o

donde R es la constante de los gases y T la temperatura absoluta. En la Tabla 3.XI

>
|
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se muestra la energia libre de unién (AG) del dq2pyp a DNA a una concentracion de Na®
de 10.19 mM (tampdén P), y las correspondientes contribuciones del efecto de
polielectrolito y restantes (AG,e,). Esta ultima comprende asimismo las contribuciones
de las interacciones de van der Waals, efecto hidrofébico, enlaces de hidrogeno e
interacciones ionicas:

AGMP = AGuw + AG, + AGay + AGy

En la misma tabla se muestran como comparacion las energias libres de diferentes
dicationes extrapoladas o interpoladas a la misma [Na']: la fenantridina dicatidnica
propidio, y las fotonucleasas quirales A y A-Ru(phen):>*.

TABLA 3.XL Energia libre de unién (AG), junto con la contribucion a la misma del correspondiente
efecto de polielectrolito (AG,;), y las restantes contribuciones (AG,.), de la interaccion de diversos
dicationes con DNA de timo de ternera a [Na']=10.19 mM.

*Pendiente de la recta de la representacién de logKy, vs. log[Na'].
* Todos los valores de energia libre se expresan en kcal/mol.

Y Valor extrapolado a partir de 1a refencia 61, a 25°C.

$Valor extraido de la refencia 82, a 20°C.

Como puede verse, el dq2pyp es la droga para la cual el efecto de polielectrolito es
proporcionalmente mds importante, contribuyendo en aproximadamente el 67 % a la
energia libre de unién total (en los demas casos esta entre €l 50-54 %). Sin embargo, en
términos absolutos la AG,, mayor es la del propidio (debido a su mayor pendiente), y
para esta droga también la contribucién restante AG,q es la mayor. La menor unién de
los dos enantiémeros del Ru(phen);*” en comparacién con el dg2pyp es debida a un
efecto de polielectrolito mas débil, ya que sus respectivas contribuciones restantes son

mayores que la del viclégeno.

Los estudios de mecadnica molecular previamente descritos pueden ayudar a
interpretar la AAG,, observada entre el propidio y el dq2pyp. El valor
experimentalmente observado es de aproximadamente 3 kcal/mol. Considerando que en
promedio las energias de desestabilizacién del DNA y de la droga (respectivamente Egp
y Ea) son similares para el propidio y el dq2pyp, la diferencia de energias de unién
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obtenidas (AAE = 9 kcal/mol) es debida a una mayor energia de interaccion no enlazante
en ¢l caso del propidio. Esta, a su vez, es debida principalmente al término de van der
Waals: la parte electrostitica es de nuevo en promedio similar para el dq2pyp vy el
propidio, y el término de enlaces de hidrégeno, inexistente en el dq2pyp, es muy
pequeiic. Los grupos amino de! propidio, que permiten rellenar completamente el sitio
de intercalacién, asi como la cadena alquilamino, que interacciona con la pared inferior
del surco menor, aumentan la superficie de contacto favorable con el DNA, y en

consecuencia, las interacciones de van der Waals.

Por otra parte, la extraccion con butanol del dq2pyp en complejos con DNA de timo
de ternera es despreciable, pero muy efectiva en el caso del propidio (resultados no
mostrados). Este hecho indica que en el segundo caso el efecto hidrofobico tiene un
importante papel en la estabilizacién de la umién, mientras que en el caso del dq2pyp

tendria una contribucién pequefia o incluso desfavorable.

Es dificil estimar la importancia relativa de estas contribuciones a la AG,, sobre
todo teniendo en cuenta que la energia libre del efecto hidrofébico no ha sido
cuantificada. Por otra parte, si se supone que AAG,qw=AAE.qw, resulta que la energia
de van der Waals da cuenta en exceso de las 3 kcal/mol de AAG,, de donde se deduce
que esta contribucion esti sobreestimada. Asimismo, es posible que AGean esté
subestimada, ya que en la parametrizacién del campo de fuerzas parte de la
correspondiente energia estd implicitamente incluida en el los términos electrostético y de
van der Waals. Se podria concluir, de todas formas, que la mayor AG,, del propidio es
debida principalmente a un aumento de interacciones de van der Waals, aunque también
contribuirfan tanto la formacién de enlaces de hidrégeno como un mas favorable efecto

hidrofébico en la union.
3.4.9 Interaccion débil con RNA de doble hélice

A diferencia de lo que ocurre con €l DNA, la unién del dq2pyp y dq3pyp con RNA de
doble hélice (poly(A)-poly(U)) es de muy baja afinidad. La Figura 3.24 muestra
titulaciones espectrofotométricas de dq2pyp y dq3pyp con poly(A)-poly(U) en tampon P
a25.0 £ 0.1°C, asi como de dq2pyp con DNA de timo de ternera como comparacion.
Puede verse que la variacién de la absorbancia con la concentracion de RNA es muy

tendida en comparacion con la variacion con DNA, llegando en el caso del dq3pyp a ser
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comparable al etror de la correccion por dilucion. En cualquier caso, este hécho hace
que no se haya podido alcanzar la completa saturacion de la droga por RNA, ya que se
necesitarian concentraciones de RNA muy altas. Esto indica que la unién es muy débil, y
de hecho no es posible la obtencién de representaciones de Scatchard reproducibles. Las

constantes de asociacion son del orden de 10° M.
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Figura 3.24. Titulaciones espectrofotométricas de (a) dq2pyp con poly(A)-poly(U), (b) dq3pyp con
poly{A) poly(U) ¥ (¢ ) dgZpyp con DNA de timo de ternera. Todas en tampén P.

La Figura 3.25 muestra titulaciones viscosimétricas de poly(A)-poly(U) con etidio y
dq2pyp. Mientras que el etidio provoca un importante incremento de viscosidad de la
disolucién de RNA, en el caso del dg2pyp la viscosidad se incrementa sélo ligeramente.
Esto puede explicarse suponiendo que el dg2pyp se une al RNA no intercalativamente, o
que la union fuera intercalativa pero no clsica, provocando una fuerte curvatura en la

doble hélice.
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Figura 3.25. Titulaciones viscosimétricas de poly(A)-poly(U) con dq2pyp (circulos) y etidio {tridngulos).
En tampén P, 2 25.1 * 0.05°C.

Este comportamiento, tanto de afinidad como de modo de union, contrasta con el de
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otros derivados de fenantridina, como por ejemplo el etidio, que muestra una afinidad
similar por poly(dA)-poly(dT) que por poly(A)-poly(U), uniéndose en ambos casos por

intercalacién.*
3.5 Fotoquimica con acidos nucleicos de las drogas

3.5.1 Apagamiento de la lnminiscencia y fotooxidacién de las bases del DNA

La luminiscencia de los violégenos es apagada por DNA (Figura 3.26). Las
correspondientes representaciones de intensidad relativa (Io/I) vs. concentracion de DNA
muestran concavidad hacia arriba, sugiriendo la existencia de apagamiento estatico. La
concavidad disminuye en el orden dq2pyp > dq3pyp > Me2pyp, lo cual posiblemente
refleje la diferente constante de asociacion de las drogas. Diferentes polinucleétidos
sintéticos muestran representaciones de Stern-Volmer con estas caracteristicas,
indicando, por una parte, que todos los pares de bases son capaces de apagar la

luminiscencia, y por otra, que dicho apagamiento posiblemente sea igualmente estitico.
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Figura 3.26. Apagamicnto de la luminiscencia de los viologenos, (a) Intensidades relativas de
disoluciones 5 pM de dq2pyp (a 556 nm, circulos), dq3pyp (a 512 nm, cuadrados) y Me2pyp (a 485 nm,
tridngulos) en tampén P y a diferentes concentraciones de DNAtt. (b) Intensidades relativas a 556 nm de
disoluciones 15 uM de dq2pyp a diferentes concentraciones de poly[d(AT)}. (cuadrados) y
poly(dG)-poly(dC) (tridngulos) en tampén P.

Los nucleétidos GMP y AMP apagan también la fluorescencia de los violégenos. Las
correspondientes representaciones de Stern-Volmer tanto de mtensidades como de
ttempos de vida relativos son lineales para concentractones de nucledtido inferiores a 2
mM; las constantes de Stern-Volmer estimadas Ks/” y Ko/? se recogen en la Tabla
3.XII. Esta linealidad sugiere la existencia de apagamiento dinamico. Sin embargo, al
ser diferentes las constantes obtenidas a partir de representaciones de intensidad que a

partir de tiempos de vida, se concluye la existencia de apagamiento estdtico aparte del
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dindmico. En ese caso, y suponiendo complejos 1:1 no fluorescentes, la representacién

de intensidad relativa vs. concentracion de nucledtido vendria descrita por®

~ [~

= 1+(K, +K,, )N xMP]+ K K, [ XMP]

donde K, es la constante de asociacién droga-nucledtido. Considerando que en el
rango de concentraciones estudiadas las representaciones son lineales, se desprecia el
térmmo cuadritico, pudiéndose calcular las constantes de asociacion (Tabla 3.XII) a
partir de K,=Ks//?-Ks//”.

TABLA 3.XII. Pardmetros de Stern-Volmer (K;) y constantes de asociacion (K,) a GMP y AMP de los
violégenos, obtenidos a partir de representaciones de I,/ y T¢/T vs. concentracién de mononucledtido.”

ot
#MeZpyy

“En tampén P. Representaciones lineales en el rango de concentraciones de nucledtido de 0-2.0 mM (r >
0.99).
™ En unidades de M'"; error estimado * 5 %.

Valores aproximados ( + 15 %) calculados a partir de Ks/’-Ks/ 75y

Los valores resultantes son similares a los descritos para acridinio,®® azul de
metileno® y diazapirenio,” pero un orden de magnitud inferiores a las de
diazaperopirenio,*' lo cual podria deberse al mayor tamafio de estos Gltimos cationes.
Asimismo, las constantes cinéticas colisionales se pueden calcular a partir de k,=Ks'*/s,
resultando ser aproximadamente iguales para las tres drogas: kfm =(1.2 £ 0.1) x 10"
M's? yk M = (6.8 + 0.5) x 10° M's™. Estas constantes estan cerca del valor tedrico
calculado a partir de la ecuacién de Debye-Eigen-Smoluchowsky® aplicada a un dianién
del tamafio de las drogas y un dication del tamatio de los nuclestidos: 1.5 x 10'° M''s™.

Por tanto, el apagamiento dindmico parece estar controlado por difusion.

Si bien la desoxirribosa no apaga la fluorescencia, la guanosina si lo hace,
estimandose una constante de Stern-Volmer de 120 M™. Este hecho sugiere que el
apagamiento de los violégenos por parte del DNA es causado por sus bases.
Considerando los potenciales redox de las drogas en el estado excitado (+2.1 V. vs.
EEH, ver 3.32), y el de las bases (-1.05, -1.15, -1.25 y -1.40 V .vs. EEH,
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k]

respectivamente para guanina, adenina, timina y citosina)® resulta termodindmicamente
posible la oxidacién de las aquéllas (principalmente la guanina) por parte de las drogas
fotoexcitadas. Por tanto, el mecanismo de apagamiento de la fluorescencia podria ser
una transferencia electrénica desde las bases hasta las drogas en el estado excitado. De
hecho, recientemente se ha demostrado la formacién del radical catiénico del dq2pyp
cuando es excitado unido a GMP o DNA, al coincidir los espectros transitorios de
absorcién medidos en experimentos de fotolisis por pulso de laser con los de dq2pyp

generado electroquimicamente.®
3.5.2 Inexistencia de fotoaductos con DNA

La iluminacién durante un periodo de 4 horas de los violégenos unidos a un exceso de
DNA de timo de ternera en tampén P no provoca cambios apreciables en sus espectros
de absorcién en el visible (Figura 3.27), indicando la inexistencia de reacciones de
fotoaduccion con el DNA. Considerando que en ausencia de DNA se producia por
irradiacion un fotoblanqueamiento de las disoluciones (ver 3.3.1), se concluye que el
DNA protege a las drogas frente a la fotodescomposicion. Esta observacién podria
explicarse en base a los experimentos de modelado molecular, en los cuales el anillo de
piridina, que es probablemente la parte de la molécula mas susceptible al ataque
nucleofilico, dejaba de estar expuesto al disolvente al interaccionar con las paredes del

sSurco menor.

Absorbancia
-~

hinm
Figura 3.27. Espectros de absorcién del dq2pyp en presencia de un exceso de DNAtt ([DNAtt-
pbl/[dq2pyp]=25) e irradiado durante 0’ (rojo), 30’ (amarillo), 60’ (verde) y 120’ (azul) con una lampara
de Xe de 150 W utilizando un filtro de corte de 360 nm.

3.5.3 Actividad fotonucledsica de los viologenos
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Los tres viologenos son capaces de fotosensibilizar el corte del DNA. La Figura 3.28a
muestra el fotocorte del plasmido pBR322 por dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp: en las calles
correspondientes a los complejos droga-plésmido irradiados (8, 9 y 10) se observa una
disminucién de la intensidad de las formas superenrollada (I) y dimérica (D), mientras
que la de la forma relajada (II) aumenta, en comparacién con el plasmido no irradiado
(calle 3). Por el contrario, los controles de complejo no irradiado (calles 5, 6 y 7) y de
plasmido irradiado (calle 4) no muestran diferencias con el plismido no irradiado,
indicando que el corte es fotoinducido y que la fotosensibilizacién del DNA esta causada
por las drogas. Si se irradia durante tiempos inversamente proporcionales a las 4reas de
los espectros de absorcion para longitudes de onda mayores de 360 nm, tal y como se
hizo en el experimento de la Figura xa, la cuantificacién de la reaccién de fotocorte
resulta en valores similares para las tres drogas: 42 %, 42 % y 59 %, respectivamente
para dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp. Por el contrario, si el tiempo de irradiacién es el mismo
para las tres drogas, la capacidad fotonucledsica disminuye en el orden dq2pyp >
dq3pyp > Me2pyp. Por esta razon, los estudios cinéticos y mecanisticos que

posteriormente se describiran se realizaron con dq2pyp.
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Figura 3.28. (a) Fotocorte del DNA por los violégenos. Pldsmido pBR322 (6.94 x 107 M pb) irradiado
en ausencia/presencia de dg2pyp, dq3pyp y Me2pyp (10 uM). Calle 1: marcador de peso molecular X.
Calle 2: pBR322 linealizado con EcoRI. Calle 3: pBR322 no irradiado. Calle 4: pBR322 irradiado
durante 90°. Calles 5-7: pBR322 + dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp, respectivamente, sin irradiar. Calles 8-
10: pBR322 + dq2pyp, dq3pyp y Me2pyp irradiado respectivamente durante 30, 40 y 90°. (b)
Linealizacién de pBR322 por fotocorte con dq2pyp. En estas condiciones (pBR322 4 x 10 M, dq2pyp
33 uM, e irradiacién durante 30°) se produce forma III, y desaparecen totalmente D y la forma
superenrollada.

Bajo las condiciones de irradiacion de la Figura 3.28a s6lo se producen cortes de
cadena sencilla, puesto que no ha aparecido forma linealizada (III), identificable por la
posicién de la banda de pldsmido digerida por EcoRI (calle 2). Para llegar a linealizar el

plasmido es necesario irradiar durante mas tiempo y/o con mayores concentraciones de
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droga (Figura 3.28b} Esta observacion sugiere que el corte de doble cadena es debido a
la acumulacién estadistica de cortes de cadena sencilla, y que por tanto durante el tiempo
de residencia de la droga en el sitio de intercalacion se produce como mucho una tnica
reaccion de fotosensibilizacidn. Analizando la cinética de fotocorte por dg2pyp mediante
¢l modelo de corte de cadena sencilla (Figura 3.29) descrito en Técnicas se obtienen las
siguientes constantes cinéticas cuando se cuantifica el corte en funcién de la
concentracién de droga: k—z = 1600 M'min", y ky—>m = 65 M'min™. k— y se
calculé adicionalmente en experimentos en los que se variaba el tiempo de irradiacion
antes de aparecer forma III (Figura 3.29, detalle); los valores estimados (1100 M min™
y 2000 M'min™) son similares al anterior, dando apoyo adicional al procedimiento. La
relacion de constantes cinéticas, 25, se corresponde con los valores que cabria esperar si
el paso I>III se da por acumulacion estadistica de cortes de cadena sencilla,
considerando el tamafio del plasmido. Por otra parte, del ajuste del modelo de corte de
doble cadena resultan constantes absurdas (por ejemplo, negativas), de donde se
concluye la inexistencia de una reaccién especifica conducente al corte de cadenas

opuestas en el sitio de intercalacion.
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Figura 3.29. Representacién de intensidades de forma I+D, 1T y III vs. concentracién de dq2pyp tras
irradiacion durante 30’ en tampén P. Los ajustes corresponden al modelo de corte de cadena sencilla de
Kishikawa et al, resultando en ki, = 1600 M'min" y ky—>y = 65 M'min™. Detalle: ¢volucién de
intensidades de forma Y con ¢l tiempo antes de que se haya producido forma IIL. Las k; ,; obtenidas por
ajuste son (a) 1100 M'min”, y (b) 2000 M'min", muy similares a las estimadas a partir de la
representacién de intensidad vs. concentracién de droga.

Al objeto de estudiar el mecanismo de fotosensibilizacion del corte del DNA se
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irradiaron complejos dq2pyp/pBR322 en presencia de diversos agentes (Figura 3.30) :
azida sédica 10° M (“quencher” de oxigeno singlete), superéxido dismutasa o SOD (que
cataliza la reaccion 20, +2H = H,0, +0,), catalasa (que cataliza la reaccion HO, —»
H,O + 1/20,) y una mezcla de catalasa y superéxido dismutasa. En todos los casos
(excepto con catalasa, donde el corte no vario) se observa una ligera disminucién de la
actividad nucledsica. La SOD produce la mayor inhibicion del corte, pero en
experimentos adicionales se observa que fésta no aumenta incluéo hasta concentraciones
de 3.5 mg/mL, indicando que el efecto debido a anion superoxido ya ha sido
completamente suprimido en la Figura z. Por tanto, parece que €l O, tiene un papel
secundario en el mecanismo de fotosensibilizacion. La menor inhibicién por azida
sodica, en comparacién con la producida por SOD, indica que el 10, también es
responsable sélo de forma secundaria del corte del DNA. Los bajos rendimientos
cuanticos de formacién de 'O, en D,O (0.22 y 0.10, respectivamente para dq2pyp y
dq3pyp) apoyan esta interpretacién, sobre todo si se considera que este rendimiento sera
aun menor cuando la droga est4 intercalada, pues entonces el oxigeno molecular tendra

menor acceso a aquélla.

1

Figura 3.30. Efecto de distinsos agentes en el fotocorte del dg2pyp. Calle (1): pldsmido no irradiado.
Calle (2) plasmido irradiado en presencia de dq2pyp. Calle (3) plismido irradiado con dq2pyp en
presencia de azida sédica (1 0 M). Calle (4) pldsmido irradiado con dg2pyp en presencia de SOD (0.53
mg/mL). Calle (4) pldsmido irradiado con dg2pyp en presencia de catalasa (0.6 mg/mL). Calle (5)
plasmido irradiado en presencia de SOD (0.53 mg/mL) y catalasa (0.6 mg/mL). Todas las irradiaciones
durante 30’ y en las mismas condiciones que en la Figura 3.28

Teniendo en cuenta la formacién demostrada del radical catiénico del dq2pyp cuando
éste es excitado por luz visible estando intercalado en el DNA, el mecanismo mas
plausible se iniciarfa por una fotooxidacién de las bases del DNA (preferiblemente
guanina) por el singlete excitado de las drogas. Recordando que el potencial redox del
singlete excitado de las tres drogas es el mismo, la observacion en la Figura 3.28 deuna

misma cantidad de corte para las tres drogas seria consistente con este mecanismo si,
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como ocurre en este experimento, la saturacidn de las tres drogas es similar. El radical
catiénico de la base podria entonces evolucionar de la forma descrita previamente hacia
una ruptura en el esqueleto azacar-fosfato (ver Introduccién). El mecanismo de
fotosensibilizacién por azul de metileno parece ser el mismo, considerando que el
potencial redox de su singlete excitado (E('D'/D’)= + 1.8 vs. EEH) permite también la
oxidacién de las bases, aunque no se puede descartar una intervencién del oxigeno
singlete.”® Para el MDAP*" Blacker et al. ha propuesto un mecanismo consistente en la
fotooxidacion de los aziicares del DNA por la droga excitada,” aunque Brun y Harriman

sostienen que el fotocorte es mediado \inicamente por oxigeno singlete.*
3.5.4 Fotoquimica con RNA de doble hélice

Aligual que €l DNA, el RNA (poly(A)poly(U)) apaga la fluorescencia de los violégenos.
La Figura 3.31 muestra la correspondiente representacién de Stern-Volmer de
intensidades, junto con la obtenida con DNA de timo de ternera. Como puede verse, la
concavidad de la curva con RNA es mucho menor que con DNA, lo cual posiblemente

refleje la muy inferior afinidad del dq2pyp por aquel polinucledtido (ver 3.4.9).
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Figura 3.31. Representacién de Stern-Volmer de intensidades para el apagamiento de la fluorescencia
del DNA de time de ternera (trisngulos) y el poly(A)-poly(U). Realizado en las mismas condicioncs que
la Figura 3.26a.

Asimismo, la irradiacién con luz visible de complejos dq2pyp/RNA o dq3pyp/RNA
provoca un cambio espectral, con un punto isosbéstico localizado respectivamente a 360
y 400 nm. En la Figura 3.32 se muestran los diferentes espectros de absorcién

obtenidos para estos complejos tras diferentes tiempos de irradiacién. Este
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»

comportamiento es radicalmente diferente al observado cuando se irradia la droga sola
(fotoblanqueamiento a todas las longitudes de onda mayores de 300 nm, ver 331)oen
presencia de un exceso de DNA (invarianza del espectro, ver 3.5.2), e indica la
generacion de un nuevo fotoproducto. Si se somete a didlisis exhaustiva el complejo
dq2pyp/RNA irradiado, y se compara con un complejo no irradiado, se detecta en el
primero al cabo de varios dias una absorcién visible residual, mientras que en el segundo
unicamente se observa el espectro del RNA (Figura 3.32 (a) y (b), respectivamente).
Este resultado se puede explicar suponiendo que el fotoproducto se trata de un
Jotoaducto unido covalentemente al RNA, o que tiene bastante mayor afinidad por RNA

que el dq2pyp no tratado.

Figura 3.32. Espectros de complejos droga-poly(A)-poly(U) irradiados en el visible (> 360 nm). (a) y (b)
complejos de dq2pyp (4.14 x 10° M) y polinucleétido (4.75 x 10™* M). Rojo: complejo no irradiado.
Amarillo: complejo irradiado 15°. Verde: complejo irradiado 60°. Negro: complejo irradiado tras didlisis
de 3 dias. (c ) complejos de dg3pyp (2 x 10”° M) y polinucleétido (5.26 x 10 M). Rojo: complejo no
irradiado. Amarillo: complejo irradiado 30°. Verde: complejo irradiado 60°.

Es posible que esta diferente fotoquimica sea debida a la diferente unién al RNA,
tanto en afinidad como (posiblemente) en modo de unién (ver 3.4.9). En este caso se
tendria una fotoquimica especifica de estructura . También cabe la posibilidad de que el
diferente comportamiento sea debido a la presencia en el RNA de grupos quimicos
diferentes al DNA (uracilo y/o ribosa).

3.6 Discusion

Tal y como en un principio se esperaba, los violégenos derivados de 6-(2-
piridil)fenantridina presentan absorcién en el visible, al igual que ocurre con el DAP*"y el
ADIQ”. Esta absorcién cambia como consecuencia de la unién a polinucleétidos, lo
cual es enormemente util para la deteccién de la interacciéon con los mismos; de hecho,
las isotermas de unién en este trabajo se han realizado mediante titulaciones

espectrofotométricas en el visible.
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Como previamente se sefialé, ni las bipiridinas N, N’-dialquiladas ni la 6-(2-
piridil)fenantridina absorben luz en la region visible. La razon de esta observacion para
el primer grupo de moléculas podria ser el menor tamafio de su sistema aromitico en
comparacion tanto con los violégenos pyp, como con el DAP*" y el ADIQ*. De hecho,
en los violégenos pyp un aumento de! dngulo diedro o entre la piridina y la fenantridina
resulta en un desplazamiento al azul de la banda visible/UVp, lo cual puede ser éxpﬁcado
por la disminucién de la conjugacion entre ambos sistemas aromaticos (y por tanto, en
definitiva, por una disminucién del sistema aromatico). Esta propiedad es enormemente
interesante de cara al disefio de nuevos viologenos, puesto que dentro de una familia
hace posible controlar la posicién del maximo de absorcién visible mediante la seleccién

de una cadena dialquilo de longitud adecuada.

La razén de la aparicion absorcién en el visible al cuaternizar los nitrogenos de la 6-
(2-piridil)fenantridina podria deberse a un cambio en las correspondientes integrales de
Coulomb y/o de resonancia de los nitrégenos. Célculos ZINDO realizados con la 6-(2-
piridil}fenantridina y el Me2pyp (datos no mostrados) reproducen las absorciones
observadas experimentalmente. El andlisis de las contribuciones de configuraciones al
primer estado excitado, y de las composiciones de OAs del HOMO y LUMO, indican
que en la primera droga la transicién electronica de mas baja energia involucra casi
exclusivamente a la fenantridina, mientras que en el Me2pyp se produce (al igual que
ocurria con el dq2pyp y el dq3pyp, aunque en menor medida) un desplazamiento de la
densidad electrénica de la fenantridina a la piridina. Es posible, por tanto, que la
cuaternizacién de la piridina (con la consiguiente introduccién de una carga positiva)
facilite dicho desplazamiento de carga, y por tanto provoque una disminucién de la

energia del LUMO por aumento de su deslocalizacién por toda la molécula.

Otra propiedad en comin de los violégenos pyp con el DAP* y el ADIQ™ es su
luminiscencia. Los rendimientos cuanticos de fluorescencia (Tabla 3.1I) son relativamente
altos, aunque inferiores a los de estas dos Gltimas drogas (0.63 y 0.79, respectivamente
para DAP* y ADIQ?")*. Parte del singlete excitado que se desactiva no radiativamente
lo hace por cruce intersistémico al triplete de la droga, con un rendimiento cuantico
minimo de respectivamente (.22 y 0.10 para el dq2pyp y el dq3pyp (rendimientos
cuénticos de formacién de 'O,). Estos valores son similares a los rendimientos cudnticos

de formacion de tripletes del DAP*" y ADIQ* (0.17 y 0.12, respectivamente)®.
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La fluorescencia es apagada completamente por bases, nucleétidos y DNA. Al igual
que ocurre con el ADIQ™ y el DAP™,” el apagamiento parece deberse a una
transferencia electrénica de las bases al singlete excitado de la droga, altamente oxidante.
Esta transferencia electronica es termodindmicamente posible con todas las bases, lo cual
se refleja en el apagamiento observado tanto con GMP como con AMP, asi como con
poly[d(AT)]; y poly(dG)-poly(dC). En el caso del ADIQ”, sin embargo, se ha
observado con el poly[d(AT)]: que a altas relaciones polinucledtido/droga (> 30) existe
un exaltamiento de la fluorescencia, no presente en el dg2pyp.*” Los autores no

sugieren ninguna explicacién de este fenémeno.

Por otra parte, los violégenos pyp son capaces de fotocortar el DNA. Dado que no se
ha estimado el rendimiento cuéntico de fotocorte de las correspondientes drogas, no es
posible comparar esta actividad fotonucledsica con la del MDAP* y el ADIQ*". El
mecanismo mas posible de fotocorte de los violdgenos pyp seria iniciado por una
fotooxidacién de las bases, considerando que de hecho el apagamiento de la
fluorescencia de las drogas se produce de esta manera.”” Por otra parte, el casi
despreciable efecto ejercido en el corte del dq2pyp por la azida sodica y la superéxido
dismutasa indica que tanto el oxigeno singlete como el anién radical superdxido dan
cuenta de sélo una muy pequefia parte del fotocorte, de acuerdo con la anterior

conclusién,

Asimismo, un mecanismo de fotocorte iniciado por transferencia electrénica de las
bases al singlete excitado de las drogas previsiblemente daria lugar a un corte especifico
de guaninas, dado que estas bases tienen el potencial de ionizacién mas bajo.*
Resultados recientes de fotocorte de oligonucledtidos y posterior analisis de los
productos resultantes por electroforesis en gel de pohacrilamida (datos no mostrados)
confirman que los viologenos pyp son fotonucleasas altamente especificas de tramos
ricos en estas bases. El radical catiénico de la guanina formado tras transferencia
electrénica evolucionaria, de acuerde con uno de los dos mecanismos descritos en la
introduccién, hacia los productos 8, 10, 11 o 12. Estos productos, asimismo,
evolucionarian hasta la produccién de un corte en la cadena del DNA, o bien podrian
formarse nucledtidos modificados que por posterior tratamiento basico a alta
temperatura darfan lugar al corte de la cadena. De hecho, en los experimentos

anteriormente mencionados se observa que el corte aumenta tras tratar las muestras
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irradiadas con piperidina 1 M a 90 °C, demostrando la generacion de sitios labiles al
alcal.

En el caso del dq3pyp, estudios recientes muestran que el O, acelera el decaimiento
del radical catiénico dq3pyp" formado por transferencia electrénica.® Considerando el
potencial 0,/0;” (-0.284 V vs. EEH en disolucién acuosa a pH = 7)°", se concluye que
este efecto es debido a la reduccién del O, por el radical catiénico, generdndose O,". Por
tanto, en presencia de Fe(II) cabria esperar la formacién de OH, y por tanto la existencia

de una via de fotocorte diferente a la fotooxidativa.

Los experimentos de irradiacién de complejos con poly(A)-poly(U) indican que la
fotoquimica con este polirribonucleétido es radicalmente diferente a la del DNA. Esta
diferencia podria deberse a un diferente modo de unién a este icido nucleico, ¢ bien a la

reaccion con la ribosa o con el uracilo, ausentes en el DNA.

La interaccion de los violégenos pyp con B-DNA es de alta afinindad, al igual que
ocurre con el MDAP* y el ADIQ* (K, = O(10%) M, a una [Na'J~10 mM)*. El modo
intercalativo de unién ha sido claramente demostrado, mediante muy diferentes técnicas:
viscosimetria, dicroismo lineal en flujo y dependencia con la [Na'] de las constantes
cinéticas de disociacion. Existen evidencias adicionales de la intercalacién a ‘partir de
medidas por RMN de los tiempos de relajacién del Na-23.** En el caso del MDAP?' 1a
unién por intercalacién Gnicamente ha sido sugerida a partir del retraso en la migracién
electroforética de plasmidos en presencia de.la droga® Sin embargo, titulaciones
viscosimétricas realizadas en nuestro laboratorio indican que no existe tal intercalacion.
Por su parte, la unién del ADIQ®" por intercalacién viene apoyada por estudios de

transferencia de energia y de dicroismo lineal eléctrico.*

Las titulaciones viscosimétricas sugieren que la intercalacién de los violégenos pyp es
parcial y/o asimétrica, ya que el incremento de viscosidad a saturacion provoéado por
estas drogas es inferior al del etidio. Los estudios de modelado molecular permiten
racionalizar esta observacion, puesto que muestran que los violégenos pyp pueden
insertarse entre dos pares de bases con muy diferentes posicionamientos, caracterizados
muchos de ellos por apilamientos incompletos entre la fenantridina y las bases, asi como
un facil intercambio entre los mismos. Por el contrario, tanto el etidio como el propidio

muestran practicamente un inico posicionamiento en el sitio de intercalacién, con total
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solapamiento superficial con los pares de bases, as{ como una movilidad resfringida en
dicho sitio. Esta diferencia entre derivados de la fenantridida es debida a la
ausencia/presencia de grupos amino; el tener dichos grupos determina (a) el rellenado
completo del sitio de intercalaciéon, y (b) la orientacion de la droga, mediante la
formacion de enlaces de hidrégeno e interacciones de van der Waals con los esqueletos
azticar-fosfato de ambas cadenas de la doble hélice. Por lo tanto, cabe esperar que
violdgenos pyp con grupos amino presenten intercalacién clasica, puesto que entonces su
posicionamiento dentro del sitio de intercalacion estaria restringido, y el apilamiento con

los pares de bases seria completo.

La comparacion de los datos cinéticos de Leupin et. al,” y de Wilson et al.,*' con los
descritos en este trabajo indican asimismo un papel crucial de los grupos amino en la
cinética de disociacién de los violégenos. Si bien el mecanismo de intercalacién parece
ser esencialmente el mismo en el caso del dq2pyp y el propidio, la disociacion es dos
ordenes de magnitud mas rapida en el primero en comparacién con el segundo, mientras
que la asociacion es dos veces mds rapida. De nuevo el modelado molecular permite
racionalizar estas observaciones. Considerando que el paso limitante de la asociacion es
la formacidn del sitio de intercalacidn, la diferencia de velocidades de asociacién podria
explicarse en base a la proporcién de sitios abiertos con la geometria adecuada para
formar un complejo de intercalacion. Dado el posicionamiento menos restringido del
dq2pyp, esta proporcion serd mayor con esta droga, y de ahi la mayor constante de
asociacion. Por el contrario, €l propidio establece mas mteracciones no enlazantes con el
sitio de intercalacién, principalmente de van der Waals y enlaces de hidrogeno. En
consecuencia, la energia de activacién necesaria para salir del DNA sera necesariamente

mayor en esta droga, y en consecuencia su disociacién mucho mis lenta.

A partir de estos resultados es por tanto lgico prever que viologenos pyp con grupos
amino presentardn cinéticas de disociacion lentas en comparacién con el dq2pyp, y con

constantes de velocidad mas parecidas a las del propidio.

Las isotermas de unién realizadas con polinucledtidos sintéticos muestran que el
dq2pyp interacciona preferentemente con pares de bases GC alternantes. Esta
selectividad de secuencia, combinada con el corte preferente en guaninas, hace de esta

droga una fotonucleasa altamente especifica de secuencias ricas en estas bases. lLa
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similitud estructural , asi como de potenciales rédox en el estado excitado del dq2pyp,

dq3pyp y Me2pyp, permite suponer que estas dos ultimas drogas mostraran similar
especificidad, tanto de unién como fotoquimica.

La union débil a polinucletidos homopoliméricos (poly(dG)-poly(dC) vy
poly(dA)-poly(dT)) observada con el dq2pyp ha sido descrita previamente con otros

intercalantes.”***

For ejemplo, 1a unién del propidio a poly(dA)-poly(dT) es también un
orden de magnitud menor que a poly[d(AT)],.”® En este y otros casos e! fendmeno es
explicado, en base a diferentes pruebas espectroscépicas y termodindmicas, por las
conformaciones inusuales adoptadas por estos polinuclestidos.” El poly(dA)-poly(dT)
parece tener una estructura de tipo B no canénica y altamente hidratada, que
corresponderia a una estructura con pares de bases con gran propeller twist y enlaces de
hidrégeno bifurcados.'® Por su parte, el poly(dG)-poly(dC) parece tener una estructura

101 1a intercalacion en estos

de tipo A, con un surco menor muy hidratado.
polinucledtidos estarfa desfavorecida y requerirla un cambio conformacional
(probablemente mvolucrando multiples pares de bases) hacia una conformacién de tipo B

con sitio de intercalacién estandar.

Si se asume una similar liberacion de moléculas de agua en las diferentes secuencias
correspondientes a un mismo polinucledtido (una aproximacién probablemente mds
aceptable que entre diferentes polinucleétidos) es posible obtener un patrén de
especificidad de secuencia mas detallado a partir de las energias de unién obtenidas por
mecénica molecular, Segun esto, el paso CpG estaria favorecido sobre el GpC, el ApT
sobre el TpA, el GpG sobre el CpC, y el ApA ligeramente sobre el TpT.

En el caso de secuencias correspondientes a poly(dG)-poly(dC), el dg2pyp prefiere en
todos los casos una geometria de unién donde la fenantridina esta competamente
intercalada sélo en la cadena de poly(dG). Este modo de intercalacién parece ser una
consecuencia conjunta de la incapacidad de esta droga de rellenar completamente €l sitio
de intercalacién y de la ausencia de apilamiento intercatenario observado en estas

secuencias.'”

La crergia libre de la interaccion del dq2pyp con DNA viene en gran medida del
efecto de polielectrolito. Al objeto de incrementar la afinidad de esta droga por DNA a

cualquier fuerza iénica, seria necesario aumentar la contribucién restante a la energia
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libre de unién. El propidio es un modelo acerca de cémo incrementar dicha contribucion,
puesto que es un dication y esta estructuralmente relacionado con los violdgenos pyp.
Su AG,, es aproximadamente 3 kcal/mol mayor que la del dg2pyp, resultando en
constantes de asociaciéon 2-3 érdenes de magnitud mayores dependiendo de la [Na']. El
analisis comparativo de las energias de unién del propidio y el dg2pyp a diferentes
secuencias ha mostrado que la mayor energia de interacctén de la primera droga viene
principalmente de las interacciones de van der Waals de sus grupos amino (que
probablemente engloben a las interacciones por enlace de hidrogeno), asi como de su
cadena polialquilamino con el DNA. La conservacién de las propiedades de violdégeno
restringe hasta cierto punto las modificaciones realizables para mcrementar la afinidad.
Por ejemplo, la sustitucién de la cadena dialquilo por un metilo en la piridida y una
cadena polialquilamino como la presente en el propidio, probablemente no resultaria en
un notable incremento de la AG,, (aunque si de la AG,) puesto que las mas favorables
interacciones de van der Waals proporcionadas por dicha cadena vendrian acompaiiadas
de una disminucion de las interacciones de apilamiento con las bases como consecuencia
de la menor insercion provocada por el metilo (analogamente al MeZpyp). Por tanto, la
opcidn mas razonable seria (al menos en un primer momento) la introduccién de grupos
amino. Célculos de mecanica molecular preliminares muestran que la energia de unién de
los violégenos con grupos amino se incrementa en 5-7 kcal/mol. Este valor es algo
inferior a 1a AAE entre el propidio y el dq2pyp, pero supone de todas formas un notable
incremento en la afinidad de la droga.

Finalmente, la enantioespecificidad demostrada en la asociacion al DNA del dq2pyp y
dq3pyp afiade una muy interesante especificidad estructural a los violégenos pyp, no
presente en otros violégenos como él MDAP*" y el ADIQ. Esto hace a los viol6genos
pyp equiparables a los complejos metalicos quirales, en donde a una actividad
fotonucleasica (en muchos casos mediada por fotooxidacion de las bases) se une la

diferente unién a B-DNA de sus dos enantiomeros.

Existen diferentes ejemplos en la bibliografia donde se describe la umién
enantioespecifica de drogas a DNA. Dichos ejemplos podrian clasificarse en dos grandes
grupos: (a) drogas con uno o mis carbonos asimétricos (normalmente en cadenas

102-104

laterales); (b) drogas con (pseudo)simetria octaédrica. En el primer caso, no existe

una esquema sencillo que permita predecir cual de los dos enantidmeros se unird mejor a
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la doble hélice, requiriendo en principio el conocimiento de la geometria molecular de
ambos enantiémeros. El segundo grupo (complejos de metales de transicién) comprende
moléculas con tres anillos heteroarométicos (ligandos) helicoidalmente quelados a un ion
metdlico central. El esquema comunmente aceptado para explicar la union
enantioespecifica de dichos compuestos es que mientras que uno de los ligandos est4
(parcialmente) intercalado entre un par de bases, los otros dos sel orientan
perpendicularmente entre si, bien paralelamente al surco (enantibmero A) o

perpendicularmente al mismo (enantiémero A). %

Mientras que los ligandos no
intercalados del enantidmero A interaccionan favorablemente con el surco, en el A
chocan con sus paredes. Como ha sido previamente resaltado, el patrén de unién de los
enantidmeros A aparece en la estructura cristalografica de la actinomicina D intercalada
en mitad de un oligonucle6tido: ¢l anillo de fenoxazona est4 intercalado, mientras que los

dos depsipéptidos se orientan en sentidos opuestos y paralelamente al surco.'®

Los estudios de modelado molecular realizados en este trabajo sugieren un diferente
esquema de unién enantioespecifica en los intercalantes pyp. Un viologeno pyp puede
considerarse que posee aproximadamente pseudosimetria tetraédrica: dos anillos
heteroaromaticos dispuestos mas o menos perpendicularmente. Mientras que uno de
dichos anillos (la fenantridina) estd intercalado, el otro (la piridina) puede orientarse
paralelamente (enantiomero S) o perpendicularmente (enantiémero R) a las paredes del
surco menor. En el primer caso, ¢l anillo de piridina interacciona favorablemente con una
o ambas paredes del surco; en ¢l otro, la piridina estd o bien expuesta al disclvente (no
interaccionando con el surco), o para hipotéticos anmillos heterociclicos mayores,

chocando con las mismas.

Se ha propuesto un esquema similar de unién intercalante para el complejo de cobre
aquiral (OP);Cu’, donde OP simboliza un anillo de fenantrolina.'®® En este complejo
tetracoordinado de cobre, los anillos de fenantrolina definen un édngulo diedro de
49.9°'" y el modelo igualmente propone que uno de los ligandos esta intercalado

1% 1.a orientacion opuesta del

mientras que el otro esta alineado con el surco menor.
anillo de fenantridina intercalado de los violégenos en comparacién con la fenantrolina
del complejo de cobre, permitirfa mayores interacciones de apilamiento en el sitio de
intercalacién. Este hecho, junto con el cardcter de monocatién del complejo metalico

frente al dicatiénico de los violdgenos, permitiria una mejor interaccién con €l DNA, lo
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que de hecho se refleja en la menor constante de asociacién del (OP),Cu” (5 X 10* M)."®

b
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4: dadq2pyp y dadq3pyp

4.1 Analisis conformacional de los viologenos

Los angulos o de las estructuras de los violégenos aminados optimizadas con AM-1
varian muy poco respecto de los de los no aminados: 33.5°, 56.3° y 93.9°
respectivamente para dadq2pyp, dadq3pyp y daMe2pyp (Ldmina 4.I). Las pequefias
RMSdev entre los dtomos equivalentes del dadq2pyp, dadq3pyp y Me2pyp vy los
correspondientes viologenos no aminados (0.025, 0.033 y 0.02) indican que los grupos
amino no mfluyen en la estructura de minima energia de las drogas. La razdén seria que
estos grupos, para ningun valor de ¢ chocan con la piridina, de modo que el angulo
observado seria de nuevo el resultado del efecto conjunto de la cadena dialquilo y los
hidrégenos en peri. En consecuencia, a la hora de parametrizar en los cdlculos de
mecanica molecular, para el resto de la molécula se utilizaron los mismos tipos de atomo
y parametros del campo de fuerzas que en los violégenos no aminados (ver 2.3.2.2).
Como resultado, energias de mterconversién estimadas por mecanica molecular resultan
ser iguales a las de éstos, asi como las varianzas de los dngulos g en las dindmicas

moleculares,

Por tanto, y en ausencia de datos experimentales, cabe esperar que en los ﬁolégenos
aminados se den las mismas diferencias de velocidades de interconversion que en los no
aminados. El dadq2pyp tendria interconversién rapida a temperatura ambiente, mientras
que los enantiémeros separados del dadq3pyp serian estables a dicha temperatura, siendo

factible su resolucién.

4.2 Caracterizacion de la estructura electronica de los

viologenos

4,2.1 Espectros electrénicos y momentos de transiciones electréonicas
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Al igual que los compuestos no aminados, tanto el dadq2pyp como el dadq3pyp
presentan una banda de absorcioén en el visible muy ancha (Figura 4.1 y Tabla 4.I), que
en este caso estd mis desplazada hacia el rojo (méximos a 647 y 592 nm,
respectivamente para el dadq2pyp y el dadq3pyp) y no tiene hombros. Acompafiando a
esta banda hay ahora otras dos, una muy intensa y con un hombro del lado de menor
energia en el UV préximo (a 315 y 303 nm respectivamente), y otra centrada a
aproximadamente 220 nm. Tal y como ocurria en el casb de los violégenos no

aminados, el espectro se desplaza hacia el azul al pasar del dadq2pyp al dadq3pyp.

TABLA 4.1. Propiedades espectroscopicas de los viologenos aminados en tampon P

3‘15(35100) 3( .
220(20300) 219(24000)

* Disoluciones equilibradas en aire a 25 + 1°C.
“Maximos de absorcion + 1 nm (coeficientes de absorcién * 2 %).

Los calculos cuanticos (Figura 4.2) parecen reproducir bastante bien el espectro de
los violégenos tanto en intensidades como en longitudes de onda, y predicen en el visible
una transicién de gran fuerza de oscilador aislada (660 y 604 nm, respectivamente para
dadq2pyp y dadq3pyp), ademds de otra de muy pequefia fuerza de oscilador (a 430 y 440

nm).

7z de oscilader

lzaf s S D8st

L & 3 .
i_ AP P [ B 1171 I e P ae—

Anm A/nm
Figura 4.2. Espectros del (a) dadq2pyp y (b) dadq3pyp obtenidos mediante calculos de interaccion de
configuraciones utilizando el programa ZINDO. En rojo se muestran los cdlculos SCRF/CIL.

Segun esto, la banda situada més al rojo en el espectro de absorcion seria debida a
una unica transicién electronica, a diferencia de lo que se observaba en los viol6genos no
aminados, donde dos transiciones daban cuenta de la banda visible. La otra transicién de
baja intensidad en el visible podria dar cuenta de la no total desaparicién de absorcion

entre las bandas visible y UV de menor energia. Para esta banda, y en el caso del
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dadq2pyp, son predichas cinco transiciones de gran fuerza de oscilador (IV-VIII). En el
caso del dadq3pyp, parece que la banda a 303 nm se deberia principalmente a la
transicion VI y menormente a la VIII. Dado el gran namero de transiciones predichas, el
hombro observado en esta banda en ambos viologenos podria corresponder a una
diferente transicién electrénica y no a estructura vibracional. Finalmente, los calculos
sitian también un gran mimero de transiciones electrénicas entre 200 y 250 nm, que

serian responsables de la banda a 220 nm.

Considerando las polarizaciones de las transiciones calculadas, todos los momentos
son casi pefectamente paralelos al plano de la fenantridina, con miltiples direcciones
(Figura 4.3).

dadq2pyp dadq3pyp

Figura 4.3. Direcciones de los momentos de transiciones electrénicas del dadq2pyp y el dadq3pyp
predichas por cdlculos de interaccién de configuraciones utilizando el programa ZINDO. La longitud de
las barras es proporcional a la fuerza de oscilador.

Por ejemplo, el momento correspondiente a la transicién de mas baja energia (I) estd
dirigido hacia la piridina, tal y como ocurria en los violégenos no aminados. Excepto la
VIII, todas las transiciones que darian cuenta de las bandas a 315 y 303 nm,
respectivamente para el dadg2pyp y el dadq3pyp, estén polarizadas aproximadamente
paralelas al eje que conecta los grupos amino. Es posible, por tanto. que un andlisis
experimental de la polarizacién de estas bandas resultara en que la visible lo estaria hacia
el anillo de la piridina, mientras que la UV de menor energia paralelamente al eje que
conecta los grupos amino. Algo similar ha sido descrito experimentalmente para la
molécula de etidio, donde la absorcion a 535 nm estd polarizada hacia el anillo de fenilo,

mientras que la de 320 nm lo estd paralelamente al eje que conecta los grupos amino.”®
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Por analogia podria entonces sugerirse que esta ultima banda del etidio corresponderia a
multiples transiciones polarizadas en direcciones casi paralelas. Analizando las
contribuciones de configuraciones a los distintos estados excitados, se concluye que el
primero de ellos corresponde casi exclusivamente a la generada por el paso de un
electrén del HOMO al LUMO, como ocurria con dq2pyp, dq3pyp y MeZpyp. De nuevo
aqui los contornos de orbitales moleculares muestran que el HOMO estd centrado
principalmente en la fenantridina (particularmente en los nitrégenos de los grupos
amino), mientras que el LUMO se desplaza hacia la piridina, y en menor medida al pasar
de dadq2pyp a dadq3pyp, y de éste a daMe2pyp. Por tanto, la transicion al primer
estado excitado supone un aumento de la densidad electrénica en el anillo de piridina, asi
como su disminucién en el de fenantridina, sobre todo en los nitrégenos de los grupos
amino. E! desplazamiento espectral hacia el azul al aumentar la longitud de la cadena
dialquilante se explicaria de nuevo por un aumento de la energia del LUMO al disminuir

Ia conjugacién por la de 1a coplanaridad de los anillos.

Los calculos SCRF/CI son cualitativamente similares (Figura 4.2, lineas rojas), si bien
las transiciones de mis baja energia resultan desplazadas hacia el azul (628 y 583 nm,
respectivamente para el dadq2pyp y el dadq3pyp), en mejor acuerdo con los datos

experimentales.
4.2.2 Luminiscencia

Los viologenos diaminados no presentan luminiscencia a temperatura ambiente, a
diferencia de lo que ocurria con los no aminados. Sin embargo, a 273 K en agua se
observa una banda de fluorescencia, con maximos a 750 y 720 nm, respectivamente para
dadq2pyp y dadq3pyp. Una posible explicacion al apagamiento de la fluorescencia a
temperatura ambiente serfa la desactivacion del estado excitado por una transferencia de
carga intramolecular desde los grupos amino. La especie generada tendria los grupos
amino perpendiculares al plano de la fenantridina (seria un caso de TICT o “twisted
intramolecular charge transfer”), y por ello sélo a baja temperatura se observaria

fluorescencia, ya que entonces estaria impedida la rotacién de los mismos.
4.3 Estabilidad y reactividad de las drogas

4.3.1 Estabilidad frente a pH y temperatura
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Al igual que ocurria con los compuesto no aminados, el dadq2pyp y el dadg3pyp son

inestables a pHs bésicos. El espectro resultante muestra una disminucién de la absorcién

tanto en la banda visible como en la centrada a 315 o 303 nm (Figura 4.4).

Absorbancia

1.2

afnm

Figura 4.4. Espectro de absorcién del dadq2pyp en agua (rajo) y de la especie generada tras subir el pH

2 9.0 (verde).

También se observa descomposicién de las drogas a altas temperaturas, siendo de

nuevo mas estable el dq3pyp. El espectro del dadq2pyp obtenido tras someter la muestra

a 90 °C se muestra en la Figura 4.5, donde se puede observar que es similar de nuevo al

de la 6-(piridil)fenantridina. Es posible, por tanto, que a altas temperaturas exista

también en los violégenos diaminados una pérdida de la cuaternizaciéon por parte de los

nitrégenos.

Absorbancia

e

0.0
200

375

550

A/nm

725

900

Figura 4.5. Espectro de absorcion del dadq2pyp en agua, y de la especie generada tras incubar la

muestra a 90 °C durante 4 horas.
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Similares precauciones que las adoptadas con los violégenos no aminados en cuanto a
preparacion y almacenamiento de muestras concentradas para experimentos se tuvieron

con los vicldgenos aminados.
4.3.2 Potenciales rédox

Debido a la facilidad con que las aminas aromaéticas se oxidan irreversiblemente, no fue
posible utilizar medidas de voltametria ciclica para medir el potencial rédox de los

violégenos no aminados.
4.4 Interaccion de las drogas con acidos nucleicos
4.4.1 Incremento de la afinidad de unién por el DNA

La adicién de DNA a una disolucién de dadq2pyp o dadq3pyp provoca un fuerte
desplazamiento hacia el rojo del espectro de absorcién en el visible/UVp junto con una

disminucion de la absorcidn, indicando la existencia de interaccion con el polinucledtido.

Este cambio se utilizé para realizar isotermas de unién del dadq2pyp a DNA de timo
de ternera mediante titulaciones espectrofotométricas monitorizadas a 647 o a 317 nm.
Inicialmente se intento realizar los experimentos en tampén P, pero debide a la alta
constante de asociacion de esta droga a la correspondiente [Na'] (ver 4.4.3), fue
mmposible obtener representaciones de Scatchard fiables (todos los puntos obtenidos se
concentraban en la zona de alta saturacién, existiendo por tanto una gran incertidumbre
en las constantes de asociaciéon). Por ello, fue necesario realizar las isotermas en tampon
P a concentraciones de NaCl relativamente altas (ver 4.4.3). La constante de asociacién
extrapolada a una [Na']=10.19 mM a partir de la representacién de logKs, vs. log[Na] es
de 3.4 x 10’ M. Por tanto, la introduccién de grupos amino resulta en un incremento de

dos 6rdenes de magnitud de Ia constante de asociacién a esta (Na'].
4.4.2 Intercalacion clisica en el DNA y disociacién lenta

Las titulaciones viscosimétricas de DNA de timo de ternera con las drogas (Figura 4.6)
indican que ambas interaccionan con el polinucleétido por intercalacién, ya que
incrementan en gran medida la viscosidad de la disolucién. A diferencia de lo que ocurria
con los violdgenos no aminados, ahora las viscosidades a saturacién son incluso
superiores que las del etidio, de donde se concluye que los violdgenos aminados se

comportan como intercalantes cldsicos en comparacion con esta droga y con los
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violégenos no aminados. Por otra parte, la viscosidad a saturacién es mayor en el
dadq2pyp que en el dadq3pyp, similarmente a lo observado con dq2pyp y dq3pyp. Una
posible explicacién al hecho de alcanzar mayor viscosidad que el etidio se sugerira, a

partir de los célculos de mecanica molecular, en el apartado 4.4.4.

2.4 ’ Y v T r T v T

0.8 A 1 A L A L A (]
0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0

[drogal/[DNA}
Figura 4.6. Viscosidad relativa de disoluciones de DNA en fumcién de la relacién de concentraciones de
droga a DNA {en pares de bases), en tampén P y a 25.0 °C: dadg2pyp (circulos), etidio {(cuadrados) y
dadqg3pyp (estrellas).

La dependencia con la concentracion de [Na'] de las constantes de disociacién de los
complejos DNA-dadq2pyp esta de nuevo de acuerdo con el modo intercalativo de unién
para esta droga. En la Figura 4.7 se muestra la correspondiente representacion doble-

logaritmica, junto con el mejor ajuste lineal a los puntos experimentales.
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Figura 4.7. Representacién doble logaritmica de 1a dependencia con la [Na*] de las constantes cinéticas
de disociacién del compicjo dagZpyp DNAu a 25.0 = 0.1 °C. Se muestra también el mejor ajuste
lineal a los puntos experimentales. Detalle: trazas promedio por ajuste a las cuales se obtuvieron las
constantes cinéticas.

A todas las concentraciones de sal, la utilizacion de un modelo biexponencial mejord
significativamente los ajustes obtenidos. Este comportamiento contrasta con el
observado con el dq2pyp (ver 3.4.2), asi como con el propidio,” donde los ajustes
monoexponenciales son satisfactorios. Al objeto de analizar la dependencia en forma
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doble-logaritmica, de acuerdo con Denny et al.”™ se calcularon a cada [Na'] constantes

de disociacién aparentes (k,, = 1/ ) utilizando
T =1/ (A4k + 4,k,) (4.1)

donde 4, y A4, son las amplitudes de los dos procesos del modelo biexponencial, y £,
y k, son las respectivas constantes cinéticas. En la Tabla 4.11 se muestran las constantes

cinéticas de disociacién (reales y aparentes), asi como los correspondientes tiempos de

vida aparentes.

TABLA 4.IL Dependencia con la concentracién de [Na'] de las constantes cinéticas biexponenciales y
aparentes, junto con los correspondientes tiempos de vida, para la disociacién inducida por SDS de los
complejos dadq2pyp-DNA#t, También se muestran las amplitudes de los dos procesos del modelo
biexponencial.

Todoes los experimentos se realizaron en tampon P, con diferentes concentraciones de NaCl afiadido. El
mejor ajuste lineal a la representacion doble logaritmica es logk=0.75log[Na*]+2.37

El mejor ajuste lineal resulta ser logk, = 0.75[Na’] + 2.37. Por lo tanto, la pendiente
resultante esta de nuevo dentro de los valores predichos por la teoria de condensacion de

13,14,61

contraiones para un intercalante dicatiénico (0.6-0.8), afiadiendo evidencia

adicional a la de las viscosimetrias sobre el modo intercalativo de union de esta droga.

Los valores de las constantes cinéticas obtenidos son aproximadamente intermedios
entre los del dq2pyp y el propidio:* un orden de magnitud menor que los del primero, y

un orden de magnitud mayor que los del segundo. Es posible que este valor intermedio
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sea explicable asimismo por el valor intermedio de las energias de interaccién droga-
DNA obtenidas por modelado molecular (ver 3.4.5 y 4.4.4), que resultarian eh energias

de activacion intermedias para el proceso de salida del sitio de intercalacién.

El valor interpolado a 100 mM NaCl del tiempo de vida aparente del dadq2pyp es de 24
ms (a 17 °C serfa atin mayor), correspondiendo a un intercambio lento (t > 10 ms). En
consecuencia, parece cumplirse la conjetura hecha en el apartado 3.4.3 sobre ¢l efecto en
los tiempos de vida de fenantridinas dicatidnicas de los grupos amino: /a introduccion
de estos grupos en los viologenos cambia la disociacion de rdpida a lenta, al igual que

ocurre con las fenantridinas monocatidnicas.®

De nuevo se puede obtener la dependencia con la [Na'] de las constantes cinéticas de
asociacion, utilizando la de las constantes cinéticas de disociacion asi como las de
equilibrio de asociacién (apartado 4.4.3). La recta resultante es logk, = -1.41log[Na'] +
5.53. Por tanto, otra vez la pendiente de las constantes de asociacién es mayor que la de
las constantes de disociacion, en mejor acuerdo con el modelo II de Wilson et al. (unién
mediada por condensacién).”’ Las constantes cinéticas de asociacién obtenidas por
extrapolacion a 0.2 M NaCl y a 0.5 M NaCl son de nuevo mayores que las del propidio
(3.9 x 10° M's" y 9 x 10° M'em™)® aunque dentro del mismo orden de magnitud. A
diferencia de lo que ocurria con el dq2pyp, donde la geometria de intercalacién estaba
menos restringida, en este caso debe acudirse a argumentos de otro tipo para racionalizar
esta mayor constante de asoctaciéon. Es posible que sea debida a que las medidas de este
trabajo estan realizadas a 25 °C, donde la probabilidad de choque entre el DNA y la
droga son mayores que a 15 °C, temperatura a la cual se realizaron los experimentos con

propidio de la referencia 61.

4.4.3 Efecto de polielectrolito. Diseccién de la energia libre de unién del dadq2pyp
al DNA

En la Figura 4.8 se muestra una representacién doble-logaritmica de logKs, vs. log[Na']
para lIa asociacion de dadq2pyp con DNA de timo de ternera en tampdén P ya 25.0 + 0.1
°C. En linea continua se muestra el mejor ajuste lineal a los puntos experimentales: logKs
= -2.15[Na’] + 3.25. Por tanto, un total de 2.15 contraiones se liberan por cada
molécula de dadq2pyp que se une al DNA, Este valor corresponde a un total de 2.3 = 2

pares iénicos en €l complejo droga-DNA.
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Figura 4.8. Representacitn doble logaritmica de logKs vs. log[Na'] para la asociacién de dadg2pyp con
DNA de timo de ternera en tampén P y a 25.0 * 0.1 °C. En linea continua se muestra €l mejor ajuste
lineal a los datos experimentales.

En la Tabla 4.1I1 se comparan las contribuciones por efecto de polielectrolito y

restantes a la energia libre de unién del dadq2pyp, propidio y dg2pyp a una [Na')=10.19
mM.

Tabla 4.IIL Energia libre de unién (AG), junto con las contribuciones por efecto de polielectrolito
(AG.;) y restante (AG;.,) de la interaccién de los viologenos pyp v el propidio con DNA de tmo de
ternera a [Na*}=10.19 mM vy 25.0 + 0.1 °C.

“Pendiente de la recta de logK,, vs. log[Na*).
*Todos los valores de energia libre expresados en kcal/mol.
Walor extraido de la referencia 61, a 25 °C.

Por tanto, la introduccién de grupos amino en los violdgenos resulta en un incremento
de la energia libre de unién a esta [Na'] de aproximadamente 3 kcal/mol. De este
incremento, aproximadamente 1 kcal/mol viene del efecto de polielectrolito, que es
mayor en el violégeno aminado debido a una mayor pendiente en la representacion doble
logaritmica. El resto (aproximadamente 2 kcal/mol) resulta de la contribucion restante.
En conclusion, la introduccion de grupos amino en los violdgenos pyp afiade 2 kcal/mol

de AG, a la energia libre de unidn total a cualquier {Na'].
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Recordando que la AAG.., entre el dq2pyp y el propidio es de aproximadamente 3
kcal/mol, resultan congruentes los datos comparados de mecdnica molecular y
termodindmicos del dq2pyp, dadq2pyp y propidio. La diferencia de energias de
interaccion entre el primero y €l segundo es de aproximadamente 5 kcal/mol (ver 4.4.4),
y entre el primero y el tercero de 9 kcal/mol (ver 3.4.5). La diferencia de AG,, entre el
primero y el segundo es de 2 kcal/mol, y entre ¢l primero y el tercero de 3 kcal/mol. La
mayor contrib?cién restante del propidio vendria principalmente de las interacciones de
van der Waals establecidas por su cadena polialquilamino y la pared del surco menor. Las
2 kcal/mol obtenidas como incremento de AG,., entre el dg2pyp y el dadq2pyip podrian
ser extrapolables a otras fenantridinas, permitiendo diseccionar la contribucion que los

grupos amino proporcionan a la estabilidad del etidio y propidio a cualquier [Na'].

4.4.4 El modelado molecular predice una unién enantioespecifica del dadq2pyp y el
dadq3pyp

Los estudios de modelado molecular acerca de la unién intercalativa del dadq2pyp y el
dadq3pyp a decadesoxinucleétidos muestran que, al igual que ocurria con el etidio y el
propidio, el posicionamiento de estas drogas en el sitio de intercalacién esta restringido.
Los grupos amino interaccionan con los esqueletos azucar-fosfato de ambas cadenas de
DNA, y la droga rellena completamente el sitio de intercalacién. Por tanto, son altamente
desfavorecidos ensamblados con el eje longitudinal de la fenantridina perpendicular al
que conecta los fosfatos en el sitio de intercalacion, a diferencia de lo que ocurria con los

complejos del enantidmero R del dg2pyp (ver 3.4.7).

Asimismo, la presencia de la cadena dialquilo fuerza al par de bases superior a
aumentar su parametro de “buckle”. Este efecto no se daba con los viclégenos no
aminados, ya que al carecer de grupos amino la droga podia evitar este contacto
desfavorable “saliendo” parcialmente del sitio de intercalacién. Los incrementos de
viscosidad a saturacion observados para el dadg2pyp y el dadg3pyp en comparacion con
el etidio podrian explicarse en base a este movimiento de los pares de bases superiores.
La cadena dialquilo actuaria aumentando el grosor efectivo de la droga, y por tanto

provocando una mayor separacion de los pares de bases del sitio de intercalacion.

La Tabla 4.IV recoge las energias de unién del dadq2pyp y el dadq3pyp con

diferentes dodecanucledtidos.
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Tabla 4.IV. Energias de union y sus componentes para la interaccién intercalativa del dadq2pyp v el
dadq3pyp con diferentes decadesoxinucledtidos en conformacién B, calculadas por mecdnica molecular.
Todas las energias en keal/mol. Todos los complejos intercalades desde el surco menor.

*Estructuras designadas como (s/r)(2/3)(xy). La primera letra indica el enantidmero usado en el
modelado (s corresponde a S, 1 corresponde a R). La segunda letra corresponde a la droga modelada (2
corresponde a dadq2pyp, 3 corresponde a dadq3pyp). Las dos tltimas letras hacen referencia a la
secuencia de bases del decadesoxinucledtido: cg para d(CGCGCGCGCG),, ta para d(TATATATATA),.
“E,,= energia de interaccién no enlazante entre la droga y el polinucledtido en el complejo minimizado,
expresable como la suma de las contribuciones de interaccién de van der Waals (E.aw), electrostitica
(E.) v de enlaces de hidrégeno (E).

YEnergia de desestabilizacion de la hélice, calculada como la diferencia entre las energias potenciales del
oligonucledtido en el complejo y en conformacion B minimizada.

MEnergia de desestabilizacion de la droga, calculada como la diferencia entre las energias potenciales de
ia droga en el complejo y minimizada aisladamente.

Los datos presentes en la Tabla 4.IV sugieren que también el dadq2pyp y el dadq3pyp
interaccionan enantioespecificamente con el B-DNA. Las energias de unién son 2-8
kcal/mol mas negativas para los enantidmeros S en comparacién con los R. En general
estas diferencias son debidas principalmente a diferencias en las correspondientes
energias de unién, particularmente el componente de van der Waals. Analizando las
distintas componentes de la energia de interaccién de las diferentes partes de la droga
(fenantridina, piridina, cadena dialquilo, grupos amino) con el DNA, se concluye que en
general el origen de la enantioespecificidad es de nuevo la interaccién de la piridina con
la pared del surco menor. En el caso de los enantidémeros S, dicho anillo establece
interacciones de van det Waals con el surco menor, mientras que en ¢l caso de los

enantiomeros R estd expuesto al disolvente y no interacciona con dicho surco.

La Tabla 4.IV también sugiere que la diferencia de constantes de asociacién entre los
enantiomeros del dadq2pyp seria mayor que la de los enantidémeros del dadq3pyp, va que
en el primer caso las AAE son mayores que en el segundo. Asimismo, y a diferencia de lo
observado con los violégenos no aminados, la selectividad de las secuencias AT parece

ser bastante similar que la de las secuencias GC.
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Por otra parte, el andlisis de las geometrias de los complejos resultantes de la
minimizacién muestra que el esquema de plegamiento de los azicares en los pares de
bases en el sitio de intercalacion es el observado en el cristal de CpG-etidio,’” es decir, el
clasico *E-3°,5’-’E. Los 4ngulos de desenrollamiento por intercalacién son asimismo
mayores (20-23°). Por ultimo, las orientaciones de ambas drogas en los sitios de
intercalacion son similares en todos los complejos, y caracterizadas por tener el eje

longitudinal de la fenantridina paralelo al que conecta los fosfatos.
4.5 Fotoquimica de las drogas con acidos nucleicos

4.5.1 Ausencia de exaltamiento de la luminiscencia con dacidos nucleicos

Los viol6genos aminados no presentan tampoco luminiscencia cuando estan unidos a
DNA. Este comportamiento contrasta con el observado para el etidio, el cual incrementa

enormemente su fluorescencia cuando se intercala en DNA/RNA.'°

Es posible que esta diferencia de comportamiento sea debida al poder oxidante de los
estados excitados de estas drogas. En ausencia de DNA los estados excitados se
desactivarian por transferencia electrénica intramolecular desde los grupos amino (ver
4.2.2), mientras que al intercalarse en el DNA la transferencia electrénica seria desde las

bases del polinucleétido, al igual que ocurre con el dg2pyp y el dq3pyp.
4.5.2 Actividad fotonucledsica de los violégenos

El dadq2pyp presenta actividad fotonucledsica. La Figura 4.9 muestra el corte ejercido
tras irradiacion (> 360 nm) de complejos de DNA plasmidico superenrollado (pBR322)

con esta droga.

Figura 4.9. Fotocorte de pBR322 por dadq2pyp. Muestras con 4 X 10° M de DNA vy diferentes
concentraciones de dadg2pyp: (1) y (2) sin droga; (3) 13.3 pM; (4) 33.3 pM; (5) 46.6 pM; (6) 66.6 pM.
(1) no fue irradiado; el resto de calles corresponde a muestras irradiadas durante 30 con luz proveniente
de una ldmpara de xe de 150 W, utilizando un filtro de corte de 360 nm.
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(aproximadamente 200 nm). En consecuencia, la banda en el visible parece deberse
{inicamente a una transicién electrénica, paralela al plano de la fenantridina y dirigida
hacia el anillo de piridina. Asimismo, la menor conjugacién piridina-fenantridina del
dadq3pyp, resultado de un mayor angulo diedro o, en comparacién con el dadq2pyp,
provoca un desplazamiento de la banda de absorcion visible hacia el azul, tal y como se

predijo en la discusion anterior.

Otro efecto de los grupos amino es la desaparicion completa de la luminiscencia. La
explicacion mds plausible a este fendmeno es la desactivacion del estado excitado por
transferencia electrénica intramolecular desde los grupos amino hasta el “nicleo” original
de dqnpyp. Por otra parte, en presencia de DNA tampoco se observa luminis{:encia. En
este caso ¢l estado excitado también podria desactivarse por fotooxidacion de las bases
del DNA. La falta de luminiscencia tanto en ausencia como en presencia de DNA podria
resultar un inconveniente a la hora de utilizar los grupos diamino como sondas
moleculares de icidos nucleicos, ya que no seria posible utilizar esta propiedad para
detectar la unién. De todas formas, el drastico hipocromismo y desplazamiento hacia el
rojo observado por absorcién al unirse las drogas al DNA resulta un método bastante

sensible para monitorizar la unién.

La actividad fotonucledsica (evaluada a partir de la cinética de desaparicion de formas
I+D de plasmide superenrollado) es diez veces menor que la observada con el dg2pyp.
Futuros experimentos dirigidos a estimar los rendimientos cuéanticos de los violégenos
pvp permitiran discernir si esta menor actividad es el resultado de diferentes propiedades
de absorcion de las drogas, o si por el contrario es debida a una menor capacidad de
fotooxidacion de las bases del DNA. Por ejemplo, los grupos amino podrian disminuir el
potencial rédox de los estados excitados de las drogas, resultando en una menor

proprocion de radicales catiénicos de las bases generados tras irradiacion.

El analisis comparativo de la unién del dq2pyp y el propidio, tanto desdes un punto de
vista estructural como termodinimico, permitié en la anterior discusién sugerir el efecto
que los grupos amino tendrian sobre el modo de intercalacion, cinética y componentes de
la energia libre de umién. Basicamente todas las “predicciones” realizadas se han

cumplido en el dadq2pyp.



116

En primer lugar, la introduccién de grupos amino ha resultado en el cambio’del modo
de intercalacion, de parcial y/o asimétrica a clasica. Parece, por tanto, que los grupos
amino en fenantridinas (dicatidnicas) cambian dristicamente la geometria del compiejo
droga-DNA resultante. Los estudios de modelado molecular sugieren que en las drogas
carentes de grupos amino el plegamiento de los azucares en el sitio de intercalacién no es
el clasico *E-3°,5"-’E observado con el etidio”?, sino que por el contrario existe un
desplazamiento hacia conformaciones °E o E que resulta en un menor dngulo de
desenrollamiento por intercalaciéon. El efecto parece ser principalmente estérico, y
causado por las interacciones de van der Waals azdicar-grupos amino. En ausencia de
éstos, el sitio de intercalacion es rellenado en menor medida, de forma que se
“comprime” por sus los correspondientes esqueletos azacar-fosfato. Asimismo, la droga
puede intercalarse con posicionamientos en los cuales la fenantridina dnicamente
interacciona con uno de los esqueletos azucar-fosfato, o bien en los cuales esta
parcialmente intercalada (complejos con mtercalacién “perpendicular”) o sélo
completamente intercalada en una cadena (complejos con secuencias correspondientes a
poly(dG)-poly(dC)). Como resultado, cabe esperar en dichas drogas una curvatura
promedio en la doble hélice en la zona del sitio de intercalacién, observandose

macroscopicamente como un menor incremento de viscosidad.

Es posible que un efecto similar exista en otras fenantridinas mono- y dicatiénicas sin
grupos amino. Debido a la inexistencia de titulaciones viscosimétricas en la bibliografia
para este tipo de drogas, no es posible confirmar experimentalmente la hipdtesis
establecida en este trabajo por €l momento, si bien futuros experimentos podrian ir

encaminados en esta direccion.

Por otra parte, la introduccién de grupos amino ha resultado en un incremento de los
tiempos de vida droga-DNA en un orden de magnitud. El mecanismo de asociacién
(unién mediada por condensacién) es €l mismo en el dq2pyp, el dadq2pyp y el propidio.
Las constantes de asociacién a cualquier [Na'] son del mismo orden de magnitud para
todas ellas, aunque las constantes de disociacién difieren en el orden de magnitud, en el
orden dq2pyp > dadq2pyp > propidio. Existe una buena correlacion entre las energias
intermoleculares droga-DNA obtenidas por modelado molecular y las constantes de
disociacién. Esta observacion sugiere que los diferentes 6rdenes de magnitud de las

constantes de disociacién son el reflejo de la energia de activacion necesaria para salir del
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sitio de intercalacién. De la misma forma se podrian por tanto explicar los también
observados diferentes 6rdenes de magnitud en los tiempos de vida de los complejos

droga-DNA de fenantridinas monocatiénicas. **

Finalmente, la introduccién de grupos amino resulta en el incremento en 2 kcal/mol de
la contribucion no de polielectrolito a la energia libre de unién de los viologenos pyp.
Debido a que las estructuras quimicas del etidio y del propidio son diferentes (el primero
posee una cadena de etilo mientras que el segundo una de pohalquilamino) no es posible
realizar una comparacién directa de sus AG., , y en particular estimar ia contribucién
relativa a la estabilidad de los respectivos complejos de las distintas partes de la molécula
(fenilo, fenantridina, grupos amino, etc). La razén es que las cadenas pueden establecer
diferentes interacciones de van der Waals con el surco menor del DNA. El estudio
comparative de la energia libre de union del dg2pyp y dadg2pyp (moléculas que sélo
difteren en la ausencia/presencia de grupos amino) presentado en este trabajo constituye
por tanto un modelo para diseccionar la contribucién de los grupos amino a la energia
libre de unién de fenantridinas como el etidio y el propidio. Asumiendo una diferencia
despreciable en los efectos hidrofobicos e interacciones idnicas de diferentes
fenantridinas dentro de una misma familia, seria posible generalizar esta observacion y
concluir que la introduccién de grupos amino estabilizaria en 2 kcal/mol la interaccion.
De esta forma, la mayor energia libre de unién del propidio en comparacién con el
dadq2pyp vendria de la cadena poliaiquilamino; concretamente, la sustitucién de una
cadena dialquilo por una polialquilamino resultaria en un incremento de la AG,., de

aproximadamente 1 kcal/mol.
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5: Conclusiones

Las principales conclusiones de este trabajo se enumeran a continuacion:

e Los violégenos pyp se unen fuertemente al DNA. A una concentracién de Na* de
10.19 mM, los violégenos no aminados presentan constantes de asociacién entre 10*
y 10° M, mientras que el violégeno con grupos amino dadq2pyp muestra una

constante dos 6rdenes de magnitud mayor (K, = O(107) M%),

o El modo de union es por intercalacion. En el caso de los violdgenos no aminados,
esta intercalacién es parcial y/o asimétrica. La introduccién de grupos amino resulta
en drogas con intercalacion cldsica, debido probablemente a la fijacién de la molécula
en el sitio de intercalacién por interaccién de sus grupos amino con ambos esqueltos

azucar-fosfato del DNA.

o La introduccion de dos grupos amino en los viologenos aporta 2 kcal/mol
adicionales a la AG,.,. A una [Na'] = 10.19 mM, el efecto de polielectrolito (AGe)
es la contribucion mas importante (67%) a la energia libre de unién del violégeno no
aminado dq2pyp. En el violégeno con grupos amino dadq2pyp el aumento de AG,q
provoca que esta contribucion se vuelva comparable a la de polielectrolito
(aproximadamente un 50%). La introduccién de grupos amino provoca asimismo un

incremento de la AG,, de cuantia variable dependiendo de la [Na.

e La introduccion de grupos amino aumenta en un orden de magnitud las constantes
de disociacion a cualquier [Na'], pero no modifica el orden de magnitud de las
constantes de asociacion. De esta forma, se pasa del régimen de intercambio ripido
observado en el dq2pyp, al lento observado en el dadq2pyp. Similar comportamiento

ha sido previamente observado en fenantridinas monocatiénicas.
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e La unidn es especifica de pares de bases GC alternantes. La unién a
homopolinucleétidos de doble hélice resulta en constantes de asociacién un orden de

magnitud menor.

» Las drogas presentan absorcion en el visible. En el caso de los viologenos no
aminados la banda visible/UVp es debida a dos transiciones electronicas, la primera
dirigida al anillo de piridina, y la segunda paralela al eje longitudinal de la fenantridina.
En los aminados, sélo una transicién electrénica, polarizada hacia el anillo de piridina,
parece contribuir a la banda en el visible. La banda centrada a aproximadamente 300
nm estaria compuesta por varias transiciones electrénicas, polarizadas segin el eje
longitudinat de la fenantridina, que resultarian en una polarizacién macroscdpica en la
misma direccién.,

e Las drogas no aminadas presentan fluorescencia relativamente intensa, mientras que
las aminadas no son luminiscentes. En este dltimo caso, la razén podria ser una

transferencia electrénica intramolecular de los grupos amino al “nuicleo” no aminado.

e Las drogas presentan actividad fotonucledsica. El mecanismo mds posible se iniciarfa
por la transferencia electrénica demostrada de las bases al singlete excitado de las
drogas y que de hecho es responsable del apagamiento de la fluorescencia por DNA.
La especificidad de unién a secuencias GC aiternantes, junto con la fotooxidacion
preferente en guaninas (debido a que esta droga tiene el potencial de ionizacion més
bajo) hacen de estas drogas fotonucleasas altamente especificas de tramos ricos en

pares GC.

» Los violdgenos dq2pyp y dq3pyp se unen enantioespecificamente al B-DNA. El
modelado molecular predice una enantioespecificidad atin mayor para el dadg2pyp y
el dadq3pyp. El modelado molecular permite proponer un esquema de unién
enantioespecifica basada en la pseudosimetria tetraédrica aproximada de los
viologenos pyp: en el enantidmero S (preferido) el amillo de piridina se sitaa
paralelamente a las paredes del surco menor, estableciendo interacciones de van der
Waals; en el enantiémero R , la piridina se sitiia perpendicularmente y esta expuesta al

disolvente.

En definitiva, a partir de este trabajo se ha podido demostrar que /os violdgenos pyp

constituyen un nuevo grupo de fotonucleasas quirales con union enantioespecifica a
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DNA. Estas capacidades son similares a las mostradas por los complejos de metales de
transicion, ampliamente estudiados y utilizados como sondas moleculares y agentes
para la fotomanipulacion de dcidos nucleicos. De hecho, hasta donde nuestro
conocimiento alcanza, los violégenos pyp son el primer grupo de drogas diferentes a
los complejos metdlicos que presentan estas propiedades. Por tanto, constituyen una
nueva via alternativa de disefio de drogas fotoactivas dirigidas a dcidos nucleicos con

propiedades de reconocimiento molecular v fotomanipulacion de dcidos nucleicos.
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