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5 Discusion de los resultados

Se presentaran en este apartado los principales resultados obtenidos en los trabajos

expuestos en el bloque anterior.

5.1. Estudio de la union de aniones a calix-[4]-

pirrol

Se he realizado un estudio sistematico del proceso de union de aniones calix-[4]-pirrol.
En un primer articulo, se evalué de forma exhaustiva la diferente afinidad de este
receptor (CP) y su derivado octafluorado en las posiciones S (8F) por una serie de
aniones de interés bioldgico mediante céalculos clasicos MD/TI y QM. Se ha explorado
el efecto de varios solventes y del cosoluto afiadido con el anion a la disolucion (tanto
cation como trazas de agua) en la afinidad de unién. En un segundo articulo, se ha
realizado una caracterizacion exhaustiva de las preferencias conformacionales de ambos
receptores en diferentes solventes, evaluando la posibilidad de que éstos adopten una
conformacion preorganizada para la unidén en ausencia de anion y examinando su

capacidad para unir aniones en conformaciones no optimizadas a priori para esta tarea.

5.1.1. Estudio tedrico de la unidén de aniones a calix-[4]-pirrol:

efecto del solvente, fluoracion, cosoluto y trazas de agua.

Tanto el receptor canonico (CP) como su derivado octafluorado (8F) muestran una
marcada preferencia por la union de F~ en fase gas y solventes muy apolares. Ahora
bien, esta situacion cambia en presencia del cosoluto afiadido generalmente junto al
anion en los experimentos de cuantificacion de la union (tetrabutilamonio trihidratado),
que presenta una gran afinidad por el mismo anion, compitiendo por €l con el receptor y
disminuyendo el valor de afinidad observado experimentalmente. Nuestros estudios
muestran la necesidad de ajustar las condiciones de la simulacién a la situacion
experimental real y ofrecen una vision tedrica del proceso de unién involucrado en los

estudios experimentales.
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El analisis de varios pardmetros estructurales sobre los sistemas simulados por MD
presenta una buena concordancia con los datos experimentales disponibles, a la vez que
confirma la gran estabilidad de la forma cone para ambos receptores en presencia de un
anion unido, independientemente del solvente. Analizando estas mismas simulaciones,
se observa un crecimiento de las distancias de puente de hidrégeno ~N-H:---anién a
medida que aumenta el didmetro del aniéon y un momento dipolar bastante superior en el
derivado 8F (3.3 D vs 1.5D), fendmenos ambos que hacen prever variabilidad en la

posterior estimacion de las afinidades de union.

Las diferencias en afinidad de unidon en fase gas entre los diferentes aniones estan
fundamentalmente dirigidas por la variacion en las energias de interaccion. Asi, la
afinidad es mayor hacia aniones o grupos menos voluminosos (especialmente F°). Esta
mejora de la interaccion con la reduccion de la distancia de union se confirma mediante
calculos GMIPp, que ponen en evidencia la destacada contribucion de la interaccion

electrostatica, asi como que el término de polarizacion no es despreciable.

El 8F presenta una energia de interaccion con los aniones mas favorable que el receptor
canodnico (CP) en vacio. El término energético que marca principalmente las diferencias
entre ambos es la interaccion electrostatica (aumento de la acidez de los protones
amino), siendo otros términos, como la energia de polarizacion, equivalentes para los

CPy 8F.

La evaluacion de las afinidades de unién anion---CP/8F en fase condensada revela un
escenario complejo que podria resumirse en los siguientes puntos:

- apesar de las diferencias en la naturaleza quimica de los solventes considerados,
su afinidad por los aniones estudiados sigue siempre la tendencia siguiente: F~ >
H,PO4 > CI" > Br'. En ella, la solvatacion de los halogenuros evoluciona segin
se espera por su tamafio (teoria de Born) y la posicion del H,PO4 se explica,
pese a su gran tamafio, por la elevada alternancia de grupos dadores/aceptores de
puente de hidrogeno en su estructura. Este dato confirma la importancia de
considerar este tipo de interacciones, ademds de la constante dieléctrica, al

valorar la capacidad del entorno quimico para solvatar aniones.
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la solvatacidon es un tema muy importante para entender la unioén de aniones a
CP y 8F en todos los solventes, incluso en los mas apolares. De hecho, el orden
de afinidad por los diferentes aniones depende fuertemente de las caracteristicas
del solvente, siendo posible distinguir dos situaciones:

o solventes aprodticos (diclorometano, acetonitrilo y DMSO), donde las
afinidades siguen la regla F>>CI>H,PO,>Br. Con respecto a la
tendencia observada en fase gas, la intensa solvatacion que padecen tanto
F como H,PO4 reduce la magnitud de su afinidad por el receptor, siendo
este factor el principal responsable de las diferencias observadas.

o solventes proticos (metanol), donde se observan ligeras diferencias entre
la union a CP (H,PO4 > CI'> Br > F") y a 8F (H,PO4 > CI'> F > Br).
En este caso, la solvatacion diferencial de H,PO4 y F revierte las
preferencias de union observadas en ausencia de solvente.

se pone de manifiesto una mayor capacidad selectiva del receptor 8F respecto a
CP en la mayoria de solventes, lo que aboga a favor de su incorporacion en

aplicaciones industriales de deteccion de aniones.

Los resultados obtenidos concuerdan con la evidencia experimental existente. Esta

concordancia se manifiesta en los siguientes puntos:

el F~ es el anion preferido de CP en diclorometano (Gale et al. 1996; Gale et al.
1997; Gale et al. 1998; Miyaji et al. 1999; Anzenbacher et al. 2000b; Sessler et
al. 2000a)

la afinidad de CP por CI" es mayor que por Br en diclorometano (Gale et al.
1996; Miyaji et al. 1999; Anzenbacher et al. 2000b)

8F es un mejor receptor de aniones que CP (Sessler et al. 2000b)

la preferencia que estos receptores muestran por ClI" vs H,PO4 en solventes
aproticos es muy ligera, con lo que podria presumiblemente revertir si se
introducen pequenas variaciones en la estructura del receptor o en el entorno
quimico de la reaccion, como se ha visto en acetonitrilo y diclorometano
(Anzenbacher et al. 1999; Miyaji et al. 1999; Anzenbacher et al. 2000a;
Anzenbacher et al. 2000b; Sessler et al. 2000a; Turner et al. 2001)

Pese a estas similitudes, los resultados obtenidos en nuestro trabajo también muestran

divergencias con los datos experimentales. Por ejemplo, las afinidades relativas por los
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diferentes aniones describen tendencias muy claras, mientras que en la literatura
experimental existe una discrepancia sobre la afinidad relativa de CP por F vs CI” en
diferentes solventes. Basandose en mediciones realizadas en diclorometano, Sessler y
colaboradores proponen que CP une F™ con elevada afinidad respecto a CI'. Por otro
lado, estudios realizados en acetonitrilo (Schmidtchen 2002) o en DMSO (Camiolo and
Gale 2000) no detectan en absoluto esta selectividad. Otra discrepancia importante se
centra en la cuantificacion de las diferencias de afinidad de CP por F* vs CI” en
diclorometano. Mientras nuestros resultados predicen una afinidad de -15.8 kcal-mol™
para la union de Cl respecto a F’, las diferentes estimaciones experimentales otorgan

siempre valores en el rango de 1-3 kcal-mol™.

En el campo del modelado molecular, las discrepancias con respecto al experimento
suelen atribuirse a una parametrizacion erronea del campo de fuerzas, a un muestreo
incompleto o a otras condiciones del protocolo de simulacion. No obstante, otros
autores (van Hoorn and Jorgensen 1999), en un estudio similar realizado sobre otro
receptor y empleando MC en lugar de MD, encuentran esta misma diferencia de un
orden de magnitud en la AAG de union de F~ vs CI, lo que indica que posiblemente no
se trata de un error técnico. El andlisis del protocolo de medida de las constantes de
afinidad de unidn nos permiti6 detectar la presencia de un ligando interferidor que habia
permanecido ignorado: el cosoluto hidratado. En un intento de simular estas
condiciones, se parametrizaron estos componentes quimicos y se repitid toda la bateria
de calculos MD/TI considerando ahora, en las transformaciones en “solvente puro”, la
presencia de estas especies. Los resultados obtenidos muestran una variacion dramatica
de las afinidades relativas al anion F~ en los solventes aproticos. Si se realiza un
seguimiento microscopico de las simulaciones MD/TI se observa como es éste el tinico
anion que permanece unido al cosoluto catidnico. En el caso de metanol, este
comportamiento no ocurre, dado que el anion F~ puede formar interacciones de puente
de hidrogeno muy favorables con las moléculas de solvente, evitando asi el contacto
directo con el cation. Al realizar los calculos de energia libre en presencia de cosoluto,
la preferencia de F~ vs CI se redujo a ~3 kcal-mol™ en diclorometano, mostrando un
notable acuerdo con el rango de valores experimentales (1-3 kcal-mol™). Esta
aproximacion resuelve también las discrepancias encontradas en DMSO (Camiolo and

Gale 2000) sobre la aparente inespecificidad del CP por F/CI en este solvente. Los
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calculos tedricos permiten detectar como la union receptor-idn es en verdad un proceso

de competicion receptor-idn vs i6n-cosoluto.

5.1.2. Exploracion de la dinamica del calix-[4]-pirrol: efecto del

solvente y la fluoracion.

La energia libre de unién de aniones a un receptor organico viene modulada por la
capacidad de éste para adoptar una disposicion estructural que le permita una
interaccion Optima con el ligando. Conocemos, por estudios anteriores, que el CP en
disolucion, en ausencia de anidn, no suele adoptar su conformacion pre-organizada para
la unién (forma cone), pero ignoramos cual es el espacio conformacional accesible de
esta molécula en forma no complejada y como cambia al unir el ligando. Estos estudios
nos muestran algunas tendencias conformacionales de estos macrociclos:

- se trata de moléculas altamente flexibles,

- la conformacidon mas estable en entornos apolares es la 1,3-alternada (/3al), pero
las conformaciones 1,2-alternada (/2al), cono parcial (paco) y cone pueden
aumentar su poblacion por efecto de algunos ligandos, iones o incluso moléculas
del solvente,

- finalmente parece que la barrera energética predicha para la transformacion entre
las formas /3al y cone en fase gas es de 16 kcal'mol”, y de 11 kcal'mol™ en
diclorometano, una diferencia que se antoja excesiva por el hecho de que

requeriria un enorme trabajo de preorganizacion.

No obstante, atin no existe ningun estudio que racionalice de una forma sistematica este
escenario conformacional y la influencia que sobre ¢l ejercen las caracteristicas del
solvente o de las sustituciones quimicas. A partir de un muestreo exhaustivo del espacio
conformacional del CP y 8F en cuatro entornos quimicos representativos (metanol,
DMSO, acetonitrilo y diclorometano) mediante simulaciones de MD, se aporta una
descripcion mas exhaustiva del escenario que exploran en ausencia de ligandos

anionicos.

El examen de los datos muestra que la frecuencia de transiciones conformacionales es

mucho mas elevada de lo que sugieren las evidencias anteriores y que la conformacion
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pre-organizada para la union se alcanza con relativa facilidad, pudiendo llegar a ser

incluso mayoritaria en algunos entornos quimicos.

En el caso del receptor CP, la forma mayoritaria es la /3al en todos los solventes, le
siguen en importancia las formas paco y 12al (cuya posicion relativa se alterna en
algunos entornos), y finalmente la conformacion adoptada con menor frecuencia es la
cone. Aln asi, esta forma puede llegar a poblar el 3% del espacio conformacional en
solucion, que es un valor muy superior al que le corresponderia segin las predicciones

energéticas comentadas anteriormente.

Las preferencias conformacionales del receptor 8F cambian notablemente y presentan
una marcada dependencia del entorno de solvatacion, llegando a ser incluso la forma
cone la mayoritaria en DMSO. Este hecho advierte de la importancia de no extrapolar
las preferencias estructurales del CP a sus inmediatos derivados quimicos, y la
necesidad de considerar el efecto del solvente en el equilibrio conformacional de esta

molécula.

De acuerdo con la intuicion quimica, puede verse como la energia intramolecular
favorece la conformacion /3al, mientras que la solvatacion favorece a la forma cone,
dado su mayor momento dipolar. Es curioso observar como las energias asociadas a
cada familia estructural difieren entre solventes, lo cual sugiere que dentro de la
variabilidad existente en cada clase estructural, el entorno sesga el movimiento del

receptor hacia aquel subconjunto de conformaciones con mejor solvatacion.

Respecto a la concordancia con los datos propuestos por estudios anteriores, las
diferencias energéticas intrinsecas entre /3al y cone reportadas aqui son mucho
menores que las que se habian sugerido en varios estudios. La razén es que pueden
distinguirse dos formas cone, la descrita en nuestro estudio, en el que se clasifican como
cone todas las formas que dirigen los 4 grupos amino hacia una misma cara, y la de los
estudios anteriores, que nosotros denominamos activated cone, en la que simplemente
se ha eliminado el anidon de un complejo anion---CP y se ha calculado la energia interna
del receptor sin relajar. Las energias obtenidas en simulaciones adicionales en las que
mantuvimos el receptor en esta forma final coinciden aceptablemente con los resultados

mecanocuanticos, lo cual indica que la union de un anién a CP afiade una penalizacion
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energética al coste de adopcion de la forma cone, que queda compensada por el
aumento de la interaccidon electrostatica con el anion. En resumen, la forma activated
cone no es una representacion Optima del tipo de conformacion comne que puede

adoptarse espontaneamente en disolucion.

A partir del andlisis de las simulaciones, podemos conocer en mas detalle las rutas
escogidas por los diferentes receptores para fluctuar dentro de sus posibilidades
estructurales. En resumen, muy raramente se observan transiciones directas entre las
formas /3al y cone. El empleo de la forma paco como punto intermedio forma parte
del comportamiento habitual. La forma /2al, pese a ser visitada con frecuencia en

algunos entornos, nunca se emplea como via directa de paso al estado pre-organizado.

Algunas simulaciones especiales, donde se coloco inicialmente el aniéon unido a la
forma /3al, muestran en todos los casos una rapida transicion del receptor a la
conformaciodn cone sin perder la coordinacion con el anidon. Este fendmeno indica que la
union de ligandos anidnicos a estos macrociclos no precisa necesariamente de un estado
pre-organizado en cone, sino que otras conformaciones, pese a presentar menor afinidad
por el anidn, pueden actuar de puerta de entrada para la formacion de complejos mas

estables.

En resumen, nuestros resultados describen por una parte el escenario conformacional
del CP como un conjunto complejo de posibilidades, poniendo de manifiesto que
pequefias modificaciones quimicas o variaciones en el entorno de solvatacion pueden
modular notablemente las poblaciones relativas de cada conférmero. Por otro lado,
indican cémo la captacion de aniones por este tipo de receptores no queda restringida a
un estrecho rango de su espacio conformacional. Finalmente, CP y 8F no sélo presentan
una elevada afinidad por el 16n, sino que ademds presentan un mecanismo cinético mas

complejo y variado de union al ligando.
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5.2. Estudio de la flexibilidad y las propiedades
tautoméricas del ADN

Un sistema bioldgico paradigmatico cuya flexibilidad y estabilidad estan parcialmente
moduladas por la presencia de interacciones débiles del tipo puente de hidroégeno es el
ADN. En el presente trabajo se han explorado, por una parte, los rasgos que definen su
flexibilidad esencial y, por otra, diversos aspectos referentes a la estabilidad tautomérica
de formas no canodnicas de este biopolimero, bien sean debidas a fendomenos de
mutacion quimica o a la introduccion de analogos sintéticos de interés biotecnologico.
Los resultados han sido presentados en el apartado IV en forma de tres publicaciones, y

seran brevemente comentados en esta seccion.

5.2.1. Exploracion de la dinamica esencial del B-ADN

Empleando una extensa coleccion de simulaciones MD realizadas sobre duplexes de
ADN de diferente secuencia, algunos de los cuales contienen analogos artificiales o
mutados de las bases candnicas, se ha examinado el grado de conservacion de las pautas
esenciales de movimiento de esta molécula por MD en una escala de tiempo de varios
nanosegundos, haciendo especial hincapié en la aplicacion de nuevas herramientas
analiticas en esta tarea. El tamafio de la ventana temporal explorada se considera
suficiente para recoger el comportamiento dindmico esencial de los 4cidos nucleicos en

disolucion.

Siguiendo el esquema basico trazado en el articulo, la presente discusion recorrera los
siguientes apartados:

- descripcion de la dindmica esencial

- calculos de entropia

- deformabilidad de los parametros helicoidales

5.2.1.1. Descripcion de la dinadmica esencial
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Las principales evidencias halladas en la exploracion de las pautas esenciales de

flexibilidad del ADN quedan resumidas en los siguientes puntos:

Cerca del 100% de la varianza conformacional del ADN (segiin anélisis sobre
los segmentos centrales -8-mer- o sobre fragmentos mas largos -/3-mer-) queda
explicada por alrededor de 100 vectores propios. Esto denota la existencia de un
espacio de flexibilidad mucho méas reducido en el caso del ADN que en las
proteinas, donde que un ntimero similar de modos explica ~85% de la varianza.
Las constantes de fuerza asociadas a la deformacion del biopolimero a lo largo
de cada uno de los 10 modos mas relevantes no superan nunca el valor de 50
cal'‘mol™-A lo cual implica que las frecuencias de vibraciéon asociadas son
realmente bajas (entre 13 y 44 cm™).

Estos datos indican que los duplexes de ADN son moléculas muy flexibles, tal
como indica la comparacion entre las estructuras que exploran los puntos
extremos de fluctuacién a lo largo del primer modo de deformaciéon en cada
simulacién. Asi, los valores de RMSD obtenidos estan en el rango de 3.5-4.6 A,
que es una cifra realmente elevada considerando que se refiere a la fluctuacion
en una unica dimension. Por tanto, a temperatura ambiente, la flexibilidad del
ADN permite muchas estructuras posibles.

La progresion del valor de las constantes de fuerza asociadas a cada vector
propio sigue una tendencia exponencial a medida que incrementa el numero de
orden. Asi pues, el valor de la constante asociada al modo i-ésimo (K;) puede
encontrarse mediante una formula del tipo K=A-e®, donde los pardmetros A y B
pueden parametrizarse mediante un conjunto de simulaciones extenso como el
que se presenta (A=0.005575; B=0.2126; sobre los fragmentos §8-mer para
obtener K; en kcal-mol™-A™?). Estos datos indican que las constantes asociadas a
los primeros modos presentan poca dependencia con la naturaleza quimica de la
secuencia de bases. Asimismo, simulaciones de ADN que presenten tendencias
muy diferentes en la progresion de las constantes de fuerza podrian considerarse
de fiabilidad dudosa.

El espacio conformacional explorado por un ADN, inicialmente determinado
por la fluctuacion de 3N-6 variables (siendo N el nimero de particulas de la
molécula), puede representarse mediante un conjunto mucho mas reducido de
variables que denominamos dimensionalidad del sistema. Es curioso observar

cOmo variaciones en la secuencia no afectan ostensiblemente el valor de la
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dimensionalidad, que es aproximadamente lineal con la longitud de la fibra
(pares de bases; bp) segun la ecuaciéon dim = 4.71-longitud(bp) + 8.9. Ello
significa que la adicion de un par de bases implica la necesidad de afadir
aproximadamente 5 vectores propios a la dimensionalidad del sistema. De
acuerdo a esta idea, longitudes de simulacion que permiten el muestreo de la
dimensionalidad completa de un sistema no tienen porqué asegurar la correcta
exploracion del espacio conformacional accesible a un ADN de tamafo
ligeramente superior.

- La similaridad entre las pautas esenciales de movimiento de los sistemas
analizados, medida como solapamiento entre vectores propios segun el indice v,
es muy elevada (y = 0.6-0.8). Si comparamos unicamente el solapamiento entre
los principales modos (indice &), la similaridad es atin mayor. La obtencion de
los vectores propios para una macrotrayectoria que contenga todos los sistemas
analizados nos permite describir, junto a las deformaciones debidas a la
fluctuacion térmica de un ADN genérico, las ocasionadas por variaciones en la
estructura quimica. La comparacion de esta macrotrayectoria con cada una de las
diferentes simulaciones individuales genera indices & en el rango 0.7-0.8,
indicando que la flexibilidad generada por variaciones en el espacio quimico
queda recogida dentro de las pautas genéricas del movimiento del ADN sujeto a

fluctuacion térmica.

5.2.1.2. Cdiculos de entropia

Una manera de cuantificar la libertad conformacional de una molécula cuyo
movimiento puede describirse dentro de la aproximacion quasi-armonica es la entropia
calculada segin la metodologia de Schlitter (E_S) (Schlitter 1993) o Andricioaei-
Karplus (E_AK) (Andricioaei and Karplus 2001). La segunda aproximacién reporta
valores absolutos ligeramente inferiores a las estimaciones E S, pero ambas resultan

validas en términos relativos.

Los valores de la entropia estan especialmente sujetos a la variacion en la longitud de la

simulacion. A partir de simulaciones cortas de tamafio creciente (entre 500 y 3500 ps),
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pueden obtenerse estimaciones de la entropia para tiempos muy largos. En base a
nuestros resultados se puede concluir que:

- la dependencia de la entropia con la duracion de la simulacién es mucho mas
notoria a medida que crece el tamafo del sistema. Ello nos induce a considerar
con mucha precaucion las estimaciones puntuales del valor absoluto de esta
magnitud realizadas sobre ADNs de doble cadena en el rango de tiempo de 1 a
10 ns.

- los valores de a y b (ecuacién 2.67, ver capitulo II) son muy similares en todos
los sistemas explorados (o =24.3 £3.2 y f#=0.62 £+ 0.03). Esto nos sugiere que
simulaciones en las que el ajuste de la entropia se aleje considerablemente de
esta tendencia deben ser consideradas con cautela, ya que podrian estar
explorando desviaciones estructurales que escapen a una descripcion armonica.

- la variacidon de los valores de entropia entre las diferentes secuencias es muy
moderada, lo que constituye una prueba mas de que la magnitud de la
flexibilidad del ADN depende principalmente de la naturaleza polimérica de su
esqueleto quimico, siendo bastante insensible a ligeras variaciones quimicas en

las bases nitrogenadas.

5.2.1.3. Deformabilidad de los paradmetros helicoidales

Se observan algunas variaciones en las constantes de deformabilidad helicoidal
asociadas a las diferentes secuencias locales. Destaca, por ejemplo, el caso de los pasos
GC/GC, que presentan una mayor rigidez para cualquiera de los parametros helicoidales
medidos. No obstante, el andlisis de las propiedades helicoidales muestra de nuevo
como la flexibilidad del ADN esta principalmente modulada por sus propiedades

poliméricas intrinsecas y no por la secuencia de bases.

Finalmente, del anélisis de todas nuestras trayectorias puede extraerse la conclusion de
que los términos flexibilidad o rigidez deben expresarse a menudo de una forma mas
precisa. Una determinada secuencia de ADN puede ser altamente flexible en cuanto a su
capacidad de enrollamiento (twisting), pero presentar una gran rigidez en lo referente al

estiramiento (stretching) o al plegamiento (bending). Asimismo, una gran
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deformabilidad en el espacio de coordenadas helicoidales locales, puede manifestarse
como una flexibilidad mucho mas reducida al considerar el movimiento general del

daplex en el espacio cartesiano.

5.2.2. Propiedades tautoméricas de la isoguanina

Se ha realizado un estudio sistematico del escenario tautomérico de la isoguanina (isoG)
en diferentes entornos quimicos. El efecto de estas preferencias en la formacion de
apareamientos estables con diferentes bases canonicas ha sido descrito, clarificando el

origen de la elevada capacidad mutagénica de este derivado de oxidacion de la adenina.
5.2.2.1. Estabilidades relativas en fase gas

Inicialmente, se han descrito las preferencias tautoméricas intrinsecas de la isoG en fase
gas mediante calculos QM. Segun indican las estimaciones QM de mayor precision, las
formas mas estables en fase gas son las amino-enol (AE), siendo la forma cis (AE,)
ligeramente (0.3 kecal'mol™) mas estable que la forma trans (AE;) (para las estructuras
quimicas véase la figura 2 del correspondiente articulo —capitulo IV-). Las formas
amino-oxo (AOl1 y AO3) estan desestabilizadas en vacio por ~7 kcal'mol™” y los
tautomeros imino-oxo ¢ imino-enol quedan muy desfavorecidos. Estas preferencias
encontradas en fase gas concuerdan notablemente con la evidencia experimental

anterior (Sepiol et al. 1976; Seela et al. 1995).
5.2.2.2. Efecto del solvente

La enorme variabilidad de momentos dipolares (entre 2 y 14.2 D) y pautas de
reconocimiento por puente de hidrogeno que presentan los diferentes tautomeros de la
isoG hacen prever la gran influencia que ejercera el solvente en la modulacién de sus
estabilidades relativas. Los célculos de solvatacion en cuatro entornos quimicos de
diferente polaridad (agua, cloroformo, tetracloruro de carbono y octanol), empleando
dos metodologias alternativas (calculos SCRF-MST y MD/TI), muestran como, de
forma creciente a medida que aumenta la polaridad del solvente, se produce una

estabilizacion de aquellos tautomeros que presentan una mayor separacion de cargas
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respecto a los que presentan momentos dipolares reducidos. Las energias libres de
tautomerizacion en diferentes solventes muestran ahora una variabilidad mucho menor
(el rango de 60 kcal-mol” en fase gas se ha reducido a 24 kcal-mol™) y el escenario de
preferencias tautoméricas queda notablemente transformado. Las predicciones para un
entorno acuoso muestran las formas AO1 y AO3 como las mas favorables, con una
diferencia muy baja (~1 kcal'mol™) respecto a los tautomeros AE. Segun estas
estimaciones, la isoG en fase acuosa puede encontrarse con una probabilidad aceptable
en uno de cuatro estados tautoméricos posibles (AO1, AO3, AE,, AE.), prediccion que
concuerda con las observaciones experimentales previas (Sepiol et al. 1976; Pitsch et al.
1995; Seela et al. 1995) y con estudios teoricos previos empleando un modelo de

solvente muy simplificado (Roberts et al. 1997).

5.2.2.3. Formacion de apareamientos isoG T e isoG C en fase gas

Tras analizar el efecto de entornos de solvataciéon homogéneos sobre las estabilidades
tautoméricas relativas, se ha examinado la interaccion por puente de hidrogeno con una
base complementaria en fase gas. Se ha evaluado la interaccion con timina y guanina,
por el interés que estos apareamientos tienen en el planteamiento de la parte final del
trabajo. Del gran conjunto de posibilidades (nétese que isoG puede presentar todas las
posibles pautas de puente de hidrogeno en su cara Watson-Crick) Unicamente se han
considerado aquellos apareamientos que involucran tautdmeros no excesivamente

inestables en fase gas.

Pares isoG T

De los seis dimeros estudiados, tres presentan una geometria wobble y tres adoptan una
disposicion candnica Watson-Crick (WC). Todos ellos presentan dos interacciones de
puente de hidrogeno salvo el par AE.-T, que consigue formar tres. La planaridad del par
de bases, necesaria para su incorporacion al ADN, se mantiene en todos los casos,
excepto en el par AO3-T, donde existe una ligera desviacion del plano provocada por la

interaccion desfavorable entre dos grupos carbonilos.
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A partir de las diferentes estimaciones teodricas de la energia de interaccion, podemos
concluir los siguientes puntos: i) no existe una diferencia clara de energia entre los pares
de bases por el hecho de presentar una geometria wobble o WC, ii) la interaccidon entre
150G y T, en funciéon del tipo de tautdémero implicado, presenta una estabilizacion

energética (9-18 kcal-mol™) comparable a la de un par A-T (12-14 keal-mol™).

Si consideramos la estabilidad intrinseca de cada tautomero por separado, podemos
ordenar los diferentes pares isoG'T segiin su estabilidad en fase gas: AE. T (-16.8
keal'mol™ ) >> AE;T (-11.5 kecal'mol™ ) > AO1T (-9.7 kcal'mol™ ) >> AO3'T (-4.8
keal'mol™ ) >> L[013-T (-1.7 keal'mol™ ) > I.O13-T (-1 kecal-mol™ ).

Pares isoG -C

En esta ocasion se han considerado relevantes unicamente cinco dimeros. En ellos, a
pesar de que el patrén esperado de interacciones por puente de hidrégeno se conserva
(cuatro tautémeros forman dos interacciones con C y unicamente uno -1E.l- puede
unirse mediante tres puentes de hidrogeno), la planaridad s6lo se conserva en dos casos

(IcO13-C y 1E]-C).

Los cuatro apareamientos que presentan una doble interaccion de puente de hidrogeno
conllevan una estabilizacion (-11 a -15 kcal-mol™) ligeramente menor que los mejores
pares is0G-T y muy inferior (~15 kcal'‘mol”’ menor) con respecto a la interaccién
canodnica G-C. Existe, no obstante, un tautomero (1E.l;) capaz de formar tres puentes de
hidrégeno con isoG, adoptando una geometria WC perfecta. La estabilizacion asociada
a esta interaccion es muy elevada e incluso superior a la de los pares G-C, pero implica
una forma tautomérica minoritaria. Asi, incluyendo la estabilidad intrinseca de cada
tautomero en su forma aislada, el orden de los diferentes pares isoG-C segiin su
estabilidad en fase gas seria el siguiente: AE.-C (-12.8 kcal'mol™ ) = 1E.I, ‘T (-12.2
keal'mol™ ) >> AO1-C (-6.7 keal'mol™ ) > [O13-T (-4.1 kecal'mol™ ) >> [.O13-T (2.1

keal'mol™).

Estos datos sugieren que isoG, frente a C en fase gas, debe existir como una mezcla de

dos tautomeros (AE. y 1E.L). Puede observarse, por tanto, como la presencia de una
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base complementaria, con un patréon especifico de grupos dadores/aceptores de puente
de hidrogeno, puede desviar la naturaleza quimica de la isoG hacia formas tautoméricas

que serian inexistentes segun sus preferencia intrinsecas.

5.2.2.4. Formacion de apareamientos isoG T e isoG C en el ADN

A fin de completar la descripcion de la variabilidad tautomérica de isoG, se ha
estudiado el efecto asociado a la inclusion de esta nucleobase en un entorno quimico
anisotropico como el ADN, entendiendo que una caracterizacion detallada en este
sistema biologico resulta crucial para la compresion de los mecanismos quimicos
responsables de su mutagenicidad. Asi, se han analizado cuatro posibles apareamientos
150G T y cinco i1s0G-C introducidos cada uno en la posicion central de un daplex 11-
mer. Como estructura inicial se tomoé en todos los casos la provinente de los estudios de

cristalografia de rayos X obtenida por Robinson y colaboradores (Robinson et al. 1998).

El anélisis de las diferentes trayectorias de MD para cada tautomero muestra que en
ningun caso se detectan anomalias remarcables en la estructura y flexibilidad globales
del ADN, lo que vuelve a constituir una prueba de que la variacién en la estructura
quimica de las bases, aun cuando esta implica la adopcion de geometrias de pairing
diferentes de las WC, no altera la dindmica esencial del ADN (ver apartado 5.2.1 en este
mismo capitulo). La conservacion de los patrones esperados de interaccion por puente
de hidrogeno indica, a su vez, que todos los apareamientos propuestos son tolerados por
la estructura del ADN, atin cuando su estabilidad exige la formacion de disposiciones

tipo wobble.

Pares isoG T en el ADN

La magnitud del efecto de solvatacion ejercido por el ADN es superior a la de solventes
homogéneos muy polares, como el agua, y la estabilizacion relativa de los diferentes
tautomeros no tiene porqué reproducir las mismas preferencias que se observaban en
este solvente. Segun las estimaciones MD/TI, las formas tautoméricas de isoG frente a
T en el ADN son estabilizadas en el siguiente orden: AO1 > [(O13 > [,O13 > AE.. De

cara a indagar en el origen de estas diferencias, se han examinado las energias de
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interaccion (puente de hidrégeno + stacking inter- e intracadena) entre cada una de las
nucleobases de la triada central del duplex. La mayor estabilizacion por puente de
hidrégeno corresponde al duplex que alberga el par AE.'T, siendo el formado por el par
[.O13-T el que presenta la mayor establizacion por stacking. Tomadas en su conjunto,
las energias de interaccion entre las bases de la triada central otorgan unas preferencias
(AE; > [LO13 > AO1 > [;013) que no reproducen lo observado a partir de calculos
MD/TI. Esta divergencia sugiere que la modulacion ejercida por otros factores, como la
entropia, interacciébn con el solvente u otro tipo de interacciones con el ADN,
complementan el efecto estabilizador del entorno de secuencia, pudiendo modificar las

preferencias tautoméricas de la isoG.

Contrastando los datos de energia libre relativos obtenidos por MD/TI con las
estabilidades intrinsecas de cada tautomero en fase gas, podemos obtener las AAG
asociadas a los equilibrios tautoméricos de isoG en este entorno. La observacion de
estos valores indica que la isoG en ADN, frente a T, puede encontrarse con igual
probabilidad en dos tautomeros (AE. y AO1), siendo la poblaciéon de las formas imino
claramente negligible. Sorprendentemente, los datos obtenidos ofrecen una justificacion
cuantitativa a la deteccion experimental de dos geometrias diferentes (wobble —que
corresponderia al par AO1-T-, y WC —presumiblemente formada por el par AE.-T-) en
la estructura cristal reportada por Robinson y colaboradores (Robinson et al. 1998),
donde se aludia a la posibilidad de que isoG se presentase en la naturaleza en forma de
dos tautémeros. La diferencia de estabilidad asignada por nuestros calculos a ambos
pares isoG-T es muy pequefia, por lo que variaciones en el entorno de secuencia, efectos
del solvente o asociacion con otras moléculas, pueden modificar las poblaciones
relativas de ambas especies. Es posible especular, ademds, que la incorporacion
enzimatica de isoG frente a T en ADN, que exige un apareamiento WC, se realice
mediante la forma AE., que al ser mdas parecida a un par canonico AT no

desencadenaria los mecanismos de reparacién anexos a la ADN polimerasa.

Pares isoG -C en el ADN

Se han considerado cinco posibles pares isoG-C. Analogamente al caso anterior, se ha

determinado mediante calculos MD/TI la magnitud diferencial de la “solvatacion”
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provocada por el ADN, encontrandose que estabiliza las diferentes formas tautoméricas

segun el siguiente orden: 1E.I;> AO1 > AE, > 1,013 > [,O13.

El andlisis de la energias entre las nucleobases de la triada central indica que los
duplexes que contienen la forma AO1 son los mas favorecidos en base al stacking,
mientras que los puentes de hidrogeno favorecen la forma 1E_l;,, aunque con diferencias
respecto a los sistemas que contienen AO1 menores que la calculada en fase gas.
Curiosamente, en el caso de isoG-C, las preferencias obtenidas mediante el analisis
energético del segmento central del duplex coinciden cualitativamente con las

estimaciones de estabilidad global provinentes de calculos MD/TI.

Las AAG de tautomerizacion obtenidas contrastando datos cudnticos de estabilidad
intrinseca de tautomeria con datos MD/TI del efecto del ADN muestran que el
tautomero AE, es la forma en la que habitualmente se encuentra la isoG en un duplex de
ADN frente a C. Conscientes del grado de incertidumbre asociado a la metodologia
empleada, no podemos descartar que, en ciertas secuencias o determinados entornos

quimicos, la forma AO1 (desestabilizada por ~2 kcal-mol™) pueda ser detectada.

Existe cierta controversia en la literatura experimental acerca de la poblacion de los
diferentes tautomeros de isoG en estas condiciones. Basdndose en experimentos de
melting y en algunas consideraciones tedricas, un estudio propone que los tautdémeros
mas estables serian las formas [}O13 y 1E.; (Roberts et al. 1997). Observando la
incorporacion de esta nucleobase por ADN polimerasas, Kamiya y colaboradores
(Kamiya et al. 2000) postulan la existencia de dos formas tautoméricas predominantes
(AO1 y AE,), unidas a la C mediante geometrias tipo wobble. En ausencia de datos
estructurales de alta resoluciéon para estos sistemas, nuestras predicciones teoricas

refuerzan esta ultima hipotesis, otorgando una mayor importancia al tautomero AE,.

Finalmente, queremos fijar la atencion en el hecho de que la geometria de los pares
AEc-C y AO1-C es en ambos casos del tipo wobble. Nuestros calculos sugieren que los
duplexes de ADN que incluyen estos pares son sistemas estables. No obstante, segun la
evidencia experimental, la incorporacién de nucleobases mediante ADN polimerasas
precisa la formacion de pares con geometria WC (Washington et al. 2003). Creemos

que esta podria ser una razon de peso para explicar la dificultad de las ADN polimerasas
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en la construccion de duplexes con pares isoG-C detectada experimentalmente (Switzer

et al. 1989; Switzer et al. 1993; Roberts et al. 1997; Kamiya et al. 2000).

En resumen, el presente estudio constituye una muestra de como los efectos de entorno
pueden alterar considerablemente el nimero y la naturaleza de las formas quimicas que
determinan las pautas de reactividad de la isoguanina. La descripcion de su escenario
tautomérico en diferentes entornos quimicos permite conocer la base de fenomenos
como la presencia de varias geometrias de pairing en un duplex de ADN o las diferentes

preferencias de insercion de estos derivados mutados por parte de la maquinaria celular.

5.2.3. Estudio de las propiedades tautoméricas de benzoderivados:

elementos constituyentes de ADNs artificiales

El objetivo fundamental de este trabajo consiste en describir las preferencias
tautoméricas de los benzoderivados de las bases candnicas del ADN en fase gas, asi
como la modulacion que sobre ellas ejerce el efecto del solvente. Para ello se han
realizado estimaciones de la energia relativa entre diferentes tautomeros mediante
calculos DFT, empleando el método continuo MST/SCRF y una aproximacion clasica

(MC/FEP) en la evaluacion de la influencia del solvente.
5.2.3.1. Tautomeria de benzoadenina (BA) y benzotimina (BT)

El conjunto de especies tautoméricas investigadas consta de cuatro formas amino y ocho
imino (para BA), y de una forma canonica dioxo, cuatro formas dienol y cuatro formas
enol-oxo (en el caso de BT). La variabilidad conformacional de los tautémeros imino y
enol (formas cis/trans) ha sido considerada en todos los casos. La metodologia
empleada reproduce con buena precision las preferencias tautoméricas de los analogos
canodnicos calculadas en estudios previos (Ha and Gunthard 1993; Hanus et al. 2004), lo

que da confianza en los resultados obtenidos para los benzoderivados.

- 149 -



5 Discusion de los resultados

El estudio de las diferentes formas de la BA en fase gas muestra como la insercion de
un benceno entre los anillos de la adenina (A) modifica notablemente las preferencias
tautoméricas de la misma. Mientras en la A el tautdbmero A9 es mucho mas estable que
el A7 (~7 kcal'mol™), esta diferencia queda muy disminuida (~2 kcal-mol™) en el caso
de BA. Junto a este dato, puede observarse como la forma A3, que en A presenta una
estabilidad casi idéntica a A7, queda profundamente desestabilizada (~17 kcal-mol™) en
BA. Una explicacién muy intuitiva a este comportamiento viene de considerar que la
introduccion de un benceno en la estructura de la nucleobase aumenta la distancia entre
las posiciones 6 y 7, asi como entre los &tomos N3 y N9 de la A. En el caso de la forma
A7, las interacciones entre los grupos de estas posiciones son desfavorables, por lo que
su distanciamiento resulta en un efecto global estabilizador. El fendmeno contrario
ocurre para el tautomero A3. Esta explicacion resulta ttil también en el caso de los
tautdmeros imino, ayudando a entender por qué la marcada preferencia que presenta la

A por la forma 119, desaparece en el benzoderivado.

Al introducir estos sistemas en disolucion acuosa se observa que la forma A9 es, en
ambos casos, la peor solvatada, pero este efecto de solvatacion no es capaz de hacer que
esta especie sea la dominante tanto para A como para BA (las AAG de tautomeria,
obtenidas por combinacion de los valores de solvatacion y las estabilidades intrinsecas

en fase gas, son de 3.3 kcal/mol y 1.5 kcal/mol, respectivamente).

Las preferencias tautoméricas de timina (T) y BT resultan, sin embargo, muy similares.
En ambos casos el tautdbmero mas estable en fase gas es la forma canonica dioxo
(0013), distanciada notablemente (~11 kcal'mol™) de una de las formas enol-oxo
(E.O3). Existe unicamente una pequeia diferencia entre ambos compuestos, pues la

desestabilizacion de la formas dienol es algo superior (~6 kcal'mol™) en el caso de BT.

La estabilizacién provocada por la hidratacion de T y BT es mas importante para casi
cualquier tautomero que para la forma canonica OO13. No obstante, la magnitud de esta
estabilizacion es pequefia (~6 kcal'mol™ en los casos mas extremos), no llegando a
alterar las preferencias tautoméricas intrinsecas. Por lo tanto, podemos concluir que la
adicion de un grupo benceno a la timina no modifica el escenario tautomérico de esta

nucleobase ni en fase gas ni en disolucién acuosa.
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5.2.3.2. Tautomeria de benzoguanina (BG) y benzocitosina (BC)

El conjunto de formas analizadas incluye, en el caso de guanina (G) y BG, cinco
tautomeros amino-oxo (AQO) y tres amino-enol (AE). De la citosina (C) y BC se han
explorado la forma canoénica amino-oxo (OA), dos formas amino-enol (AE) y dos
formas oxo-imino (OI). En todos los casos en los que resulta posible se han considerado
las variantes conformacionales cis/trans. De nuevo, se han obtenido resultados para los
analogos canonicos que reproducen muy satisfactoriamente los datos provinentes de
calculos de alto nivel sobre tautomeria de guanina (Hanus et al. 2003) y citosina

(Trygubenko et al. 2002).

La principal modificacién que introduce la formacion del benzoderivado respecto a las
preferencias tautoméricas de la G es la separacion entre las estabilidades de las formas
AO y AE. Mientras que en el compuesto canonico las formas mayoritarias (AO19 y
AO17) difieren unicamente en alrededor de 1 kcal-mol” respecto a las formas AE, tras
la introduccion del anillo de benceno esta diferencia queda aumentada (~4 kcal-mol™).
Al igual que en el caso de BA, el efecto de la modificacion introducida es la separacion
de grupos quimicos que antes estaban interaccionando. Esta accién hace variar la
estabilidad de los diferentes tautomeros en funcion de la naturaleza

(favorable/desfavorable) de las interacciones implicadas.

En solucion acuosa se observan cambios importantes en las estabilidades relativas de
los tautdmeros. Esta diferencia es mas marcada para BG, mientras que las formas mas
estables para G en agua contintian siendo la AO19 y la AO17. El repertorio de formas
accesibles se extiende a cuatro especies (AO19, AO17, AO37 y AO39) con

estabilidades similares (en un rango de ~1 kcal-mol™) en el caso de BG.

Nuestros calculos, en consonancia con la evidencia experimental (Szczesniak et al.
1988; Nowak et al. 1989), indican que en fase gas C existe como un conjunto de tres
tautomeros en equilibrio (OA1, EcA, EtA). A diferencia de lo que ocurria en el caso de
BT, la adicién de un grupo benceno a C si que afecta muy marcadamente las
preferencias intrinsecas de esta molécula. En el caso de BC, las formas OI son las

preferidas en fase gas, con una diferencia cercana a 2 kcal-mol™ respecto a la forma
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canonica OAIl. Curiosamente, las formas AE, tan importantes en C, quedan

desestabilizadas en este analogo por més de 3 kcal-mol™.

Contrariamente a lo que ocurria en el caso de G y BG, el efecto de la hidratacion es
bastante similar para C y BC. La consecuencia principal es la desestabilizacion de las
especies AE y OI respecto a la forma canonica AO1, que consigue que ésta sea la
especie mas estable en fase acuosa, con una diferencia de ~4 kcal'mol™ (en BC) y ~6

kecal-mol™ (en C) respecto al siguiente tautémero en orden de estabilidad.

5.2.3.3. Reactividad de los benzoderivados

Tras descubrir las preferencias tautoméricas intrinsecas de los benzoderivados, nos
parece interesante definir hasta qué grado la capacidad de reconocimiento molecular de

estos compuestos es diferente de la de sus analogos naturales.

En primer lugar, se ha explorado su habilidad para el reconocimiento por puente de
hidrégeno. La evaluacion de las energias de interaccion de los pares BA-BT o BG-BC
interaccionando segin una geometria WC reporta valores muy similares a los
encontrados para los pares canonicos AT y G-C. De forma complementaria, el analisis
de los mapas de interaccion molecular (MIP maps) indica una elevada similaridad en los
perfiles de reactividad, especialmente notoria en las caras WC, entre cada
benzoderivado y su analogo natural. Tomados en conjunto, estos datos refuerzan la idea
de que resulta muy probable la formacion de apareamientos selectivos tipo WC BA-BT
y BG-BC, coincidiendo con la evidencia experimental (Liu et al. 2003; Gao et al. 2004).
Por el contrario, cabe esperar diferencias dramaticas en los reconocimientos tipo
Hoogsteen o reverse Hoogsteen por la separacion entre los grupos formadores de puente

de hidrégeno que introduce la presencia del benceno.

Finalmente, para examinar como afecta esta modificacién quimica a las interacciones de
stacking, se ha monitorizado la dependencia de esta energia con el dngulo de torsion
entre dos nucleobases paralelas separadas a una distancia de 3.4 A. No se observan
diferencias entre los benzoderivados y sus andlogos naturales en cuanto a la componente
electrostatica del stacking. Respecto a la componente de van der Waals, sin embargo, se

observa una variacion a favor de los benzoderivados, que puede llegar a ser de gran
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magnitud (~9 kcal'mol™) en los puntos de mayor solapamiento estructural, que no
tienen porqué corresponder a una disposicion permitida por el ADN. Esta diferencia
energética, que se mantendra en solucidn teniendo en cuenta la mayor hidrofobicidad de
los benzoderivados, justifica la mayor estabilidad observada para estos analogos en
estudios experimentales (aumento de ~10°C en las temperaturas de fusion de los
duplexes formados por pares BA-BT respecto a duplexes constituidos por pares A-T)

(Liu et al. 2003).

En resumen, la insercion de un anillo bencénico en las bases naturales, pese a modificar
notablemente sus preferencias tautoméricas en fase gas, mantiene la tendencia a que los
tautomeros candnicos sean los mas estables en disolucion acuosa, permitiendo la
formacion de interacciones WC anélogas a las encontradas en el ADN. La estabilizacion
observada experimentalmente en los diplexes que contienen estos derivados puede ser
atribuida a las interacciones de stacking y a un notable incremento en el carécter
hidrofobico de las bases. El conocimiento de la flexibilidad de moléculas de ADN que
incluyan estos analogos, la frecuencia de aparicion de fendomenos de breathing o una
mejor comprension de la reactividad de los surcos, son algunas de las muchas
caracteristicas que pueden ser aun profundizadas de cara a optimizar el uso

biotecnoldgico de estas nuevas nucleobases.
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1.

El meso-octametilcalix-[4]-pirrol (CP) es un receptor enormemente selectivo por
el anion fluoruro (F') en fase gas y en solventes aproticos. Esta preferencia
disminuye muy marcadamente y puede llegar a desaparecer en entornos de
solvatacion préticos o en presencia del cosoluto cationico hidratado que suele
emplearse en las medidas experimentales de afinidad de unién. El mismo
comportamiento se observa en el receptor resultante de fluorar las 8 posiciones
S-pirrdlicas del CP (receptor 8F), considerando que la afinidad de este
macrociclo por F~ es superior a la de CP. Los calculos teéricos muestran como la
medida experimental de la energia libre de union receptor-ligando estd en la
practica contaminada por especies que no se tienen en cuenta en la descripcion

del proceso, como el cosoluto, y que tienen un papel clave en el mismo.

La cuantificacion de la frecuencia de transiciones conformacionales del receptor
CP ha revelado 1) que su flexibilidad es mayor de lo que podia pensarse en base
a estudios QM previos, ii) que la poblaciéon conformacional esta fuertemente
condicionada por las caracteristicas del solvente y la naturaleza de los
sustituyentes quimicos en posicion f, y iii) que la conformaciéon cone
(conformacion de maxima afinidad por el anidn), pese a no ser mayoritaria, es
mas frecuente de lo que podria derivarse a partir de su energia en fase gas.
También hemos constatado como el receptor CP puede unir ligandos anidnicos
mediante dos mecanismos: i) que el anién se una a un numero limitado de
receptores preorganizados en conformacion cone, y ii) que el anion se una a una
conformacion mas frecuente pero de menor afinidad, promoviendo una

inmediata transicion a la conformacion cone.

La simulacion del movimiento de un biopolimero (como el ADN) mediante MD
puede aportar una gran cantidad de informacién, pero para obtenerla es
necesario filtrar las sefiales del ruido de fondo. Los desarrollos que en este
sentido se han realizado indican que el ADN es un sistema altamente flexible,
pero paraddjicamente con unas pautas de deformacion que no son excesivamente
complejas, pudiendo ser descritas mediante un reducido numero de variables.
Asi, la longitud de la cadena, la secuencia y las alteraciones quimicas de las
nucleobases no afectan considerablemente a las pautas basicas de flexibilidad

del ADN, que viene marcada por su estructura polimérica. También se ha
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comprobado cémo los términos flexibilidad o rigidez, aplicados a la dinamica
del ADN, pueden ser demasiado genéricos. Una determinada molécula de ADN
puede presentar una constante de fuerza muy baja asociada al plegamiento
(bending), y paralelamente resultar muy rigida en estiramiento (stretching) o
enrollamiento (twisting). Por otro lado, una gran deformabilidad en el espacio de
coordenadas helicoidales locales puede no manifestarse excesivamente en el
espacio cartesiano. Una sobresimplificacion de los conceptos flexibilidad/rigidez

puede dar lugar a errores severos en la descripcion de los procesos en estudio.

Los estudios en isoguanina muestran como la postulacion de poblaciones
tautoméricas WC para nucleobases no codificantes puede ser falaz. La
isoguanina tiene un espacio tautomérico complejo y muy modulado por el
entorno. Especies minoritarias en fase gas son mayoritarias en disolucion. La
molécula puede incorporarse en un duplex de ADN frente a timina en dos
formas tautoméricas, la forma oxo AO1 (con una geometria de apareamiento
wobble) o enol AEc (con un apareamiento candénico WC). La diferencia de
energia libre asociada a la transformacion AO1 — AEc en este entorno quimico
es practicamente nula, lo que revela un equilibrio entre ambas situaciones.
Paralelamente, frente a citosina presenta una poblacion rica en el tautdémero enol
AEc, aunque la incertidumbre intrinseca a la metodologia empleada no nos
permite descartar que pueda detectarse la forma AO1. El conjunto de resultados
permite explicar datos aparentemente contradictorios existentes en la literatura

acerca de la naturaleza tautomérica de la isoguanina en el ADN.

La intercalacion de un anillo de benceno en las bases canodnicas conduce a
derivados quimicos que, pese a conservar algunas de las propiedades de sus
analogos naturales, presentan diferencias importantes en otros aspectos. El
patron de reactividad de la cara Watson-Crick, las energias de interaccion por
puente de hidrogeno y las preferencias tautoméricas en disolucion acuosa son los
principales rasgos que se mantienen invariables. Por el contrario, la reactividad
de la cara Hoogsteen, las preferencias tautoméricas de algunos derivados (BA,
BG y BC) en fase gas, la intensidad de las interacciones de stacking o la
hidrofobicidad varian muy remarcablemente por efecto de esta modificacion

quimica. Asumir que el unico efecto de la introduccion de un anillo de benceno
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en la nucleobase es extender la anchura de los dimeros y por lo tanto el diametro
del ADN puede conducir a errores en la interpretacion del comportamiento de

estos andlogos en duplexes de ADN modificados.
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