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Interacciones no covalentes con el ADN
Antonio Lorente y Maria José Fernandez

Resumen: La uniéon no covalente de moléculas pequeiias con el ADN puede producirse en los surcos, lo que puede suponer el
reconocimiento de determinadas secuencias, por insercion entre los pares de bases (intercalacion), o bien mediante la formacién de
hélices triples o cuadruples. La unién también se puede producir por interacciones electrostaticas con los grupos fosfato. La naturaleza
de las especies quimicas que interaccionan con el ADN varia desde cationes metalicos sencillos hasta un grado elevado de compleji-
dad como el de las entidades supramoleculares que resultan de un proceso de autoensamblaje entre ligandos organicos y cationes
metalicos. Estas interacciones pueden alterar la estructura y funciones (replicacion y/o transcripcion) de los acidos nucleicos lo que
constituye la base para el uso de estos compuestos en biologia molecular y como farmacos antitumorales.
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Abstract: Non-covalent binding of small molecules to DNA can take place in the grooves, which can involve sequence-specific recog-
nition, by insertion between the stacked base-pairs (intercalation) or through the formation of triplexes or quadruplexes structures. In
addition, electrostatic interactions with phosphate groups can also occur. DNA binders range from simple metals to supramolecular enti-
ties resulting from a self-assembly process between organic ligands and metallic cations. Interactions between DNA and synthetic small
molecules can alter the structure and functions (replication and/or transcription) of nucleic acids and constitute the basis for their use

as tools in molecular biology and as antitumor drugs.
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Introduccion

La informacion codificada en la secuencia de nucledtidos del
ADN se expresa por la accion de proteinas que se unen al
ADN de forma reversible y no covalente y el control de la
expresion de un gen determinado es el resultado de un balance
entre factores que activan o desactivan esa expresion. Se
conocen algunas enfermedades como, por ejemplo, el cancer
que son el resultado de alteraciones en la expresion génica. La
manipulacion de la expresion de esos genes ofrece un poten-
cial para controlar la enfermedad que en ocasiones puede ser
mucho mas eficaz que la actuacion sobre las proteinas codifi-
cadas por esos genes determinados. Las moléculas de tamaiio
relativamente pequefio pueden interaccionar con los acidos
nucleicos de diferentes maneras:[!1 union a los surcos (mayor
y/o menor), intercalacion entre los pares de bases, unién cova-
lente y unién por fuerzas electrostaticas. Como resultado de
estas interacciones se puede alterar tanto la estructura como la
actividad de los acidos nucleicos, y de hecho numerosos com-
puestos que se unen con el ADN han encontrado aplicacién
como farmacos antitumorales.[2]

Ademas, los compuestos con afinidad hacia los acidos
nucleicos presentan multiples aplicaciones como herramien-
tas quimicas en Biologia Molecular para el reconocimiento,
rotura, y marcaje de los mismos. La formacion de estructuras
triples del ADN puede inhibir la expresion de un gen lo que
puede ser de utilidad para el tratamiento de diferentes enfer-
medades. Debido a que las estructuras tricatenarias son menos
estables que las dicatenarias, resulta de gran importancia el
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desarrollo de moléculas pequefias que interaccionen con el
ADN triple y lo estabilicen. El ADN cuddruple es una estruc-
tura de orden superior de particular relevancia, ya que se pre-
senta en regiones del genoma de especial significado como
los telomeros y en los promotores de ciertos oncogenes. La
telomerasa es una ribonucleoproteina que mantiene la longi-
tud de los teldmeros y su actividad es muy significativa en el
85-90% de las células cancerosas impidiendo que éstas
alcancen la senescencia o experimenten apoptosis. Los com-
puestos que estabilizan las estructuras cuadruple-G inhiben la
accion de la telomerasa y pueden detener la proliferacion de
las células tumorales. De lo anterior se deduce el potencial
terapéutico de los compuestos que estabilizan la estructura del
ADN cuédruple de modo selectivo, con relacion al ADN
dicatenario, para evitar la toxicidad de estos compuestos en
células no cancerosas.

El desarrollo de compuestos que se unen al ADN de ma-
nera distinta a los modos clasicos de interaccion es importante
para evitar la resistencia adquirida a ciertos fairmacos y para
crear diferentes espectros de actividad. Con relacion a este
aspecto se han descrito recientemente compuestos que inte-
raccionan con estructuras de 3 6 4 cadenas de ADN que con-
fluyen en un punto (3- 6 4-way junctions o holliday junctions,
en adelante 3WJ 6 4WJ).

Interaccion electrostatica externa

La estabilidad de las conformaciones plegadas del ADN pre-
cisa de las interacciones con cationes metalicos como Na' y
Mg?2* y estas uniones poseen cinéticas de complejacion rapi-
das (ka = 108-10° M-l s1) pero son poco selectivas con
relacion a la secuencia. La interaccion de moléculas organicas
cationicas con el ADN estabiliza el polimero al evitar las
fuerzas repulsivas entre los fosfatos provocando ademas la
liberacion de contraiones lo que proporciona una contribucion
entropica a la energia libre de enlace. El compuesto trinuclear
de Pt(II) mostrado en la figura 1 no posee grupos reactivos Pt-
Cl y puede unirse al ADN solamente a través de enlaces de
hidrégeno con los oxigenos de los fosfatos y por fuerzas de
tipo electrostatico.
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Figura 1. Estructura del complejo de Pt(Il) que interacciona con el
ADN por enlaces de hidrogeno y por fuerzas electrostaticas.

Union al surco

Los surcos mayor y menor difieren en potencial electrostati-
co, en capacidad para establecer enlaces de hidrogeno, en
efectos estéricos y en hidrataciéon. Ademas, la estructura y la
conformacion del ADN depende de la secuencia. Las fuerzas
que intervienen en la unién a los surcos son:

e efectos hidrofobos

e interacciones de van der Waals

e interacciones electrostaticas

e enlaces de hidrogeno

Las aminas policationicas se unen externamente al ADN, de
hecho algunas, como la espermina, estan presentes en las
células eucaridticas y es probable que jueguen un papel ana-
logo a las histonas neutralizando las cargas negativas del
esqueleto del ADN y facilitando su empaquetamiento.

H
|
HoN \/\/N TN N/\/\ NH
N 2
Figura 2. Estructura de la tetraamina espermina.

Hay diferentes estudios que muestran una interaccion pre-
ferente de la espermina en el surco mayor. Marquet y
Houssier3! estudiaron por espectroscopia UV y por dicroismo
eléctrico la interaccion de la espermina con poli(dG-dC) y
poli(dA-dT) encontrando que con el primero predomina la
union de la espermina con el N7 y el O6 de la guanina, mien-
tras que con poli(dA-dT) es mas importante la interaccion
electrostatica con los fosfatos. Estudios de difraccion de
Rayos-X han mostrado que la espermina se une al ADN-B
d(CGCGAATTCGCG), en el surco mayor interaccionando
con los fosfatos de hebras opuestas y con una guanina dentro
del surco.[] Por otra parte, Feuerstein y col. estudiaron por
métodos de mecéanical’] y dinamical®l molecular la interac-
cion de la espermina con oligonucle6tidos-B de secuencias
alternantes (purina-pirimidina), encontrando que es en el
surco mayor donde se produce la unién més estable.

Por otra parte, la union de las proteinas se produce prefe-
rentemente en el surco mayor, que es donde hay mas posibili-
dades de establecer enlaces de hidrogeno con grupos como el
imidazol de la histidina, el amino de la lisina, el hidroxilo de
la serina, el carboxamido de asparragina y glutamina y el car-
boxilato del glutamato sin que se produzcan interacciones
especificas. Las proteinas pueden establecer también interac-
ciones eficientes a través de los residuos catidnicos (de la
arginina, por ejemplo) que pueden formar enlaces de
hidrégeno con los oxigenos de los fosfatos o enlaces de
hidrégeno bifurcados con la guanina, por ejemplo. Se puede
conseguir cierto grado de especificidad modificando los resi-
duos de una proteina determinada o sintetizando péptidos que
combinan diferentes unidades cuya especificidad es conocida.

Muchas moléculas pequefias como, por ejemplo, sistemas
aromaticos unidos por enlaces sencillos, interaccionan prefe-

An. Quim. 2008, 104(4), 280-289 www.rseq.org

rentemente en el surco menor debido a la libertad torsional
que permite al ligando adaptar su conformacion a la curvatu-
ra y al tamafio del surco.

Los enlaces de hidrogeno con el C(2)=0 de la timina y el
N-3 de la adenina (Figura 3) son determinantes en las inte-
racciones en el surco menor. En los pares G-C, el grupo amino
de la guanina dificulta estas interacciones lo que inhibe la
penetracion de moléculas pequenas en el surco menor.

SURCO MAYOR SURCO MAYOR

[CPL
N H-N 3
i s %
Azicar O H-n'2 N,  Azicar
c H e
SURCO MENOR SURCO MENOR

Figura 3. Representacion de los pares de bases A-T y G-C y su orien-
tacion en los surcos.

Las moléculas que se unen al surco pueden abarcar muchos
pares de bases y por lo tanto pueden presentar una alta selec-
tividad de reconocimiento con relacion a la secuencia, a dife-
rencia de la mayoria de los intercalantes.[7:8]
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Figura 4. Estructuras de la netropsina y de la distamicina, ligandos
especificos del surco menor.

La netropsina y la distamicina A (Figura 4) son ejemplos de
lexitropsinas, ligandos especificos del surco menor constitui-
dos por unidades aromaticas unidas por enlaces peptidicos, y
se sitlian en el surco menor abarcando 4 y 6 pares de bases A-
T contiguas. Ademas de las fuerzas hidroéfobas y los enlaces
de hidrogeno, en la netropsina y la distamicina A se producen
interacciones entre las cargas positivas terminales y el N-3 de
la adenina.

En las lexitropsinas se puede reemplazar uno o mas de los
anillos pirrolicos por anillos de imidazol que puede actuar
como aceptor de enlaces de hidrogeno y asi establecer una
interaccion con el grupo amino de la guanina, (Figura 5) lo
que facilita la interaccion de la lexitropsina con los pares de
bases G-C.

En la década de los noventa, el grupo de Peter Dervan
describio la sintesis de una poliamida con un anillo de imida-
zol seguido de dos unidades de pirrol (ImPiPi) y encontré que
esta poliamida se une como dimero antiparalelo, a una
secuencia de cinco pares de bases del tipo 5'-XGXCX donde
X puede ser A o T. Ya que los anillos empleados no discrimi-
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Figura 5. Interacciones de la lexitropsina ImPiPi en el surco menor. La
doble flecha representa interacciones de van der Waals.

nan entre los pares de bases A-T y T-A se introdujo un tercer
heterociclo, el N-metil-3-hidroxipirrol (Hp) en el que el grupo
hidroxilo establece un enlace de hidrogeno selectivo con el
carbonilo de la timina. Asi pues, tenemos pares de heteroci-
clos que muestran selectividad hacia determinados pares de
bases, lo que permite una interaccion especifica en el surco:

Imidazol / Pirrol reconoce G-C
Pirrol / Imidazol reconoce C-G
Hidroxipirrol / Pirrol reconoce T-A
Pirrol / Hidroxipirrol reconoce A-T

Siguiendo estas reglas se pueden disefar ligandos capaces
de reconocer una determinada secuencia de ADN.

5'- A G T A C T

(m—E—E—E)
- @)

Figura 6. Representacion de la interaccion de una poliamida en forma
de horquilla con una secuencia de ADN 5-AGTACT.

G A -5

Los ligandos de poliamida en forma de horquilla (hairpin
polyamide ligands) presentan una alta afinidad por el ADN,
con una elevada especificidad que permite el control de la
funciéon génica, y son por ello agentes potenciales para el
tratamiento del cancer.[]

Con relacion a la competencia intercalacion versus union al
surco, es interesante considerar aquellos compuestos que se
pueden unir tanto al surco como comportarse como inter-
calantes. Por ejemplo, el 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
se une al surco menor del ADN en lugares ricos en secuencias
A-T y se une por intercalacion en lugares con abundancia de
secuencias G-C.[10]

@
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HoN N~ NH
N
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Figura 7. Estructura del DAPI que puede interaccionar con el ADN en
el surco menor o por intercalacion.
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También ocurre en algunos casos que a bajas concentra-
ciones un compuesto se une al ADN por un proceso de inter-
calacion y que a concentraciones mas elevadas la interaccion
se produce en el surco.

Intercalacion

Un intercalante es un compuesto aromatico con una superfi-
cie optima aproximada de 39 A2 que se puede insertar entre
los pares de bases de un acido nucleico. La superficie minima
corresponde a la del naftaleno y se puede aumentar la inte-
raccion si existen anillos bencénicos en las posiciones [ del
naftaleno que permiten la conjugacion con el sistema conden-
sado, ya que en dichas posiciones estan ausentes las interac-
ciones de tipo peri. Una caracteristica estructural comun de
todos los intercalantes es un sistema aromatico m-deficiente
de dos o mas anillos de seis eslabones que corresponde,
aproximadamente, a un par de bases nucleicas. La inter-
calacion se puede producir en ambos surcos y las fuerzas que
operan son:

e apilamiento (stacking)

e interacciones de transferencia de carga

e enlaces de hidrogeno e interacciones electrostaticas

Muchos intercalantes son catidonicos a pH 7 y la existencia
de cargas positivas en el sistema ciclico o en cadenas unidas
a €l favorece el proceso de intercalacion.

4 \ /
\ eSSt
7N® = = =
— CHy-CHg 2N ND NHz
\_/ H

Etidio Proflavina

Figura 8. Ejemplos de intercalantes cationicos.

Estos intercalantes cationicos interaccionan con el ADN en
un proceso en dos etapas: primeramente hay una interaccion
electrostatica con los centros de carga negativa y luego el
intercalante se desliza a lo largo de la hélice hasta que encuen-
tra un lugar abierto, provocado por el movimiento térmico de
los pares de bases, para que se produzca la intercalacion. Las
constantes de velocidad para la intercalacion son menores que
las correspondientes a la union al surco, y las constantes de
velocidad para la disociacion son del mismo orden que la de
los compuestos que interaccionan en el surco.

Una manera de introducir una carga positiva en un inter-
calante es incorporar un metal de transicion, dando lugar a un
metal-intercalante, que se puede emplear para producir la
rotura del ADN.

CHs

HoN
H R /\ _H
/N,,' \\\N

P \]
SR

Figura 9. Ejemplos de metal-intercalantes.

Mientras que las unidades plano-aromaticas se insertan en
el ADN, el metal y los restantes ligandos permanecen en uno
de los surcos, y en algunos casos se establecen enlaces de
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hidrogeno entre grupos funcionales del ligando y el carbonilo
o el N-3 de la guanina.

Muchos intercalantes poseen sustituyentes, como por ejem-
plo, carbohidratos (Figura 10) o grupos peptidicos, que jue-
gan un papel importante en a) la especificidad con relacion a
la secuencia, b) la estabilidad termodindmica y c) la orien-
tacion del ligando unido. Esto es debido a la formacion de
enlaces de hidrégeno y otras interacciones no covalentes en
los surcos.

O OH 0

/R
'OH

MeO O OH

Ho_/ 9/

NH,

—On-

Daunomicina: R=CHjg
Adriamicina: R=CH,OH

Figura 10. Ejemplos de intercalantes con aminoaziicares como sustituyentes.

Cuando un ligando se intercala en el ADN, las bases se
deben separar 3.4 A, para acomodar al ligando, lo que se co-
rresponde con el espesor de van der Waals de un anillo
aromatico. Esta separacion se produce solamente si hay una
rotacion en torno al esqueleto fosfodiester, lo que produce un
desenrollamiento alrededor del eje de la hélice. Esta modifi-
cacion estructural interfiere con la accion de las topoiso-
merasas (alterando el grado de superenrollamiento) y de las
polimerasas (inhibiendo la replicacion del ADN e impidiendo
la correccion de errores).

La intercalacion en multiples lugares de la hélice produce
un alargamiento de la misma que origina, a su vez, varia-
ciones en la viscosidad y en el coeficiente de sedimentacion
del ADN. El incremento de viscosidad asociado con un pro-
ceso de intercalacion constituye la base de las medidas vis-
cosimétricas como método experimental para poner de mani-
fiesto la existencia de intercalacion.

La intercalacion es termodinamicamente favorable porque
las interacciones pares de bases-intercalante son mas fuertes
que entre pares de bases. Hay que sumar ademas el efecto
hidrofobo del intercalante en el medio acuoso, es decir, el pro-
ceso de intercalacion esta favorecido por el aumento de
entropia que se produce cuando el intercalante pierde la capa
de hidratacion para alojarse en el lugar hidrofobo de inter-
calacion. El lugar donde se produce la intercalacion debe
experimentar un cambio conformacional que es entalpica-
mente desfavorable, compensado porque el desenrollamiento
y alargamiento de la hélice provoca un incremento de la dis-
tancia de los grupos fosfato y una reduccion de la densidad de
carga y por lo tanto, una liberacién de contraiones que oca-
siona un incremento de la entropia del sistema.

Aunque los intercalantes se unen preferentemente a pares
G-C y presentan cierta preferencia por los dinucledtidos 5'-
pirimidina-purina-3', no presentan generalmente selectividad
con relacion a la secuencia mientras que los agentes que se
unen al surco son mas selectivos porque interaccionan con
mayor numero de pares de bases.

En algunos casos uno de los sustituyentes del intercalante
se inserta entre los pares de bases (intercalantes de tipo
threading). En este tipo de intercalantes se presentan interac-
ciones de apilamiento e interacciones electrostaticas con los
fosfatos, y poseen velocidades de asociacion y disociacion
bajas ya que se debe producir la rotura temporal de enlaces de
hidrogeno. Medidas cinéticas (stopped-flow) permiten poner
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de manifiesto si el compuesto que interacciona con el ADN se
comporta como un intercalante clasico o de tipo threading.
Los sustituyentes del cromoforo intercalante se ubican en
ambos surcos, donde pueden establecer enlaces de hidrogeno
e interacciones hidrofobas. La nogalamicina y las porfirinas
catidnicas, por ejemplo, se comportan como intercalantes de
tipo threading (Figura 11). En el caso de la nogalamicina la
unidad de antraquinona se intercala, quedando el resto de
nogalosa en el surco menor y la unidad de aminoazucar con
carga positiva en el surco mayor. Para que se produzca la
intercalacion uno de los grupos debe insertarse previamente
entre los pares de bases.

H
_N

Porfirina cationica

Figura 11. Ejemplos de intercalantes tipo threading y estructura de rayos-
X del complejo nogalamicina-d(TGATCA), (PDB:182D, C. K. Smith, G

J. Davies, E. J. Dodson, M. H. Moore, Biochemistry, 1995, 34, 415).

Se conocen también intercalantes de orden superior como es
el caso de los bis-intercalantes que poseen dos unidades inter-
calantes unidas covalentemente por cadenas de naturaleza y
longitud diversas y poseen afinidades significativamente ma-
yores y cinéticas de disociacion mucho mas lentas que el corres-
pondiente mono-intercalante. Ademas, debido a que abarcan
un mayor namero de bases, pueden presentar una selectividad
de secuencia mayor. Si se cumple el principio de exclusion de
lugares vecinos, que establece que el segundo intercalante no
se puede alojar entre los pares de bases adyacentes a las ocu-
padas por la primera unidad, un bis-intercalante puede abarcar
seis pares de bases, del mismo orden que los lugares de
reconocimiento de muchas endonucleasas de restriccion. La
separacion ideal de los cromdforos en un bis-intercalante
potencial es de 10.5 A suponiendo que la interaccion se pro-
duce con exclusion de lugares vecinos. Si no se cumple este
principio de exclusion, la bis-intercalacion se puede producir
entre unidades separadas por, aproximadamente, 7.0 A.

La bis-antraciclina WP631 que se muestra en la figura 12,
contiene dos unidades de daunomicina y se comporta como
bis-intercalante con una K ¢ =2.7 10! M-1, un valor espera-

do para un bis-intercalante y proximo a los que presentan las
proteinas en su interaccion con el ADN.

El macrociclo derivado de acridina (SDM) (Figura 13) es
un potencial ciclobis-intercalante y posee una cadena flexible
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Figura 12. Vista del complejo formado por el bis-intercalante WP63 1
con d(ACGTACGT), determinada en disoluciéon mediante RMN.
(PDB:1AL9, H. Robinson, W. Priebe, J. B. Chaires, A. H. Wang,
Biochemistry, 1997, 36, 8663).
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Figura 13. Estructura del ciclo-bis-intercalante SDM.

de aproximadamente 16 A en la conformacién totalmente
extendida, que le permite bis-intercalarse en el ADN quedan-
do las dos cadenas alojadas en surcos opuestos.

El macrociclo BisA (Figura 14) que contiene dos unidades
de acridina unidas por cadenas de poliamina estabiliza estruc-
turas en horquilla (hairpin) conteniendo preferentemente
bucles (loops) de 3 y 5 adeninas. El BisA estabiliza también
undecameros bicatenarios con un lugar abasico, tal y como se
deduce por comparacion de la temperatura de desnatura-
lizacion media (Tm) de dicha estructura y la de la doble hebra
no modificada. El macrociclo se inserta en el lugar abasico
con una acridina reemplazando la base que falta y la otra
acridina intercalada entre los pares de bases adyacentes.[!1]

+
— S0
N
{ Ha H

Figura 14. Estructura del ciclobis-intercalante BisA.
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Interacciones de moléculas pequeiias con ADN de
orden superior

La gran mayoria del ADN del genoma humano es dicatenario
y en la conformacion B. Sin embargo, en los tltimos afos se
ha comprobado que el ADN puede adoptar otras estructuras
de orden superior que poseen una importancia bioldgica
notable. Entre ellas se encuentran el ADN de tres o cuatro
cadenas o las formas en las que una cadena del ADN adopta
una conformacion plegada triple o cuadruple.

Interaccion con el ADN triple

Un ADN triple se forma cuando un oligonucledtido mono-
catenario reconoce especificamente el surco mayor del ADN
dicatenario y se forman enlaces de hidrogeno entre los pares
de bases. La formacion de estructuras triples por unién a un
ADN dicatenario de un oligonucledtido con un niimero de
bases (16—17) que asegure una adecuada selectividad puede
inhibir la actividad de un gen determinado, lo que puede tener
aplicacion, por ejemplo, en el tratamiento del cancer y de
infecciones viricas. En estas estructuras, una tercera cadena
de oligonucledtido se une al ADN en el surco mayor estable-
ciendo contactos especificos con los sustituyentes de los pares
de bases y estas triples hélices se forman por apareamientos
de bases de tipo Hoogsteen:

CH3

O, K
T, e o\\(\
N "H\N,H‘

H., H NS ANgr
Aty

T-AT

c*GeC

Figura 15.Interacciones entre bases en la formacion de triples hélices.

Aunque las estructuras tricatenarias se forman con una
especificidad muy elevada, son menos estables que las corres-
pondientes dicatenarias. Una manera de favorecer su forma-
cién es emplear ligandos que se unan selectivamente al ADN
tricatenario y que desplacen asi el equilibrio hacia la forma-
cion del mismo. La mayoria de los ligandos que interaccionan
con el ADN tricatenario poseen, por lo menos, una carga posi-
tiva en el cromoforo lo que facilita la interaccion por la mayor
densidad de carga negativa de la triple hélice. Muchos de
estos ligandos poseen ademas un grupo amino que se protona
a pH fisiologico lo que proporciona interacciones electrostati-
cas favorables con el esqueleto azucar-fosfato.

El BePl, un benzo[e]piridoindol, fue el primer ligando
especifico del ADN tricatenario descrito en la bibliografia.[12]
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El BePI (Figura 16) se une al ADN tricatenario por inter-
calacion y este ligando aumenta la velocidad de formacion de
la triple hélice.

_(CHy)3 NH3 OCHaoC
\
H4CO N
N~
H43CO )
CH
BePI CORALINA
HN/\/\NHs
N Nor W/
LA @ Ay
L e
OCHg
BQQ DODC

Figura 16. Ejemplos de ligandos que interaccionan selectivamente
con ADN tricatenario.

El alcaloide coralina, con cuatro anillos aromaticos fusio-
nados y con un nitrégeno aromatico cuaternizado, se une a
estructuras triples en posiciones adyacentes a T-AT debido,
probablemente, a interacciones desfavorables con el triplete
cargado C*GC.

Por el tamafio de sus esqueletos de tipo m los compuestos
que se recogen en la figura 16 se pueden insertar en estruc-
turas de doble hebra con su eje mayor perpendicular a los
pares de bases. Esto supone que parte de su superficie hidro-
foba sobresalga de la doble hélice y quede expuesta al medio
acuoso. Por el contrario, en la intercalacion en una estructura
triple toda la superficie interaccionara con las bases, quedan-
do poco o nada de la misma en contacto con el medio acuoso.
La unién covalente del BQQ con la neomicina, que es un li-
gando que se une al surco, proporciona una union al ADN tri-
catenario mucho mas fuerte que la de ambos componentes por
separado.

Sistemas heterociclicos condensados menos extensos
pueden también interaccionar con el ADN triple. Asi por
ejemplo, Chaires y Renl!3] han comprobado, por dialisis de
equilibrio, que la 3,3'-dietiloxadicarbocianina (DODC) inte-
racciona con el ADN triple con una elevada selectividad con
relacion al ADN cuadruple y mayor que la mostrada por el
BePl y la coralina.

Un caso interesante se encuentra con las bis-ami-
doantraquinonas, que muestran selectividad en funcion de la
posicion de sustitucion. Los derivados 1,4-disustituidos se
unen preferentemente a estructuras dobles mientras que los
2,6-disustituidos son selectivos para el ADN triple.[14]

0 H
OO
~ A

H o

Figura 17. 2,6-Bis-amidoantraquinona que se intercala selectiva-
mente en ADN tricatenario.

Los aminoglicosidos son antibidticos que estabilizan el
ADN tricatenario y entre ellos la neomicina (Figura 18) es de
los que mas estabilizan la estructura triple poli(dA)-2poli(dT)
por union a los surcos.[15:16] Ademds, la neomicina promueve
la formacion de estructuras triples hibridas ADN/ARN que
suelen ser estables a fuerzas i6nicas elevadas.[10]
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Figura 18. Estructura del aminoglicésido neomicina.

Muchos compuestos disenados para intercalarse o bien para
unirse a los surcos del ADN dicatenario pueden también
unirse a estructuras triples del ADN. El compuesto DAPI
(Figura 7), que dependiendo de la secuencia se une al surco o
se intercala en estructuras dobles, estabiliza por un proceso de
intercalacion la estructura triple poli(rA)-2poli(dT) que no se
forma si no es en presencia del ligando.l!7] El berenilo (Figura
19) presenta un comportamiento analogo y se une a estruc-
turas triples poli(dA)-2poli(dT) y poli(rA)-2poli (rU) a altas
relaciones ligando/ADN presentando mayor afinidad por el
ADN triple que por el ARN triple.[18:19]

YO O NH, BERENILO
NHQ
N\ ~N
Cheon AT T
(0] (0]
NG, ON
R (6] (6] R

Figura 19. Estructura de 1,3-diariltriazenos que estabilizan selectiva-
mente ADN triple.

Los 1,3-diariltriazenos poseen una superficie concava sin
interferencias estéricas para que pueda entrar en el surco
estrecho de la triple hélice. El ligando posee anillos bencéni-
cos que pueden establecer contactos de van der Waals con las
paredes del surco y ademas tiene grupos que pueden actuar
como aceptores de enlaces de hidrogeno e interaccionar con
los grupos dadores de las bases. Las medidas de temperatura
de desnaturalizaciéon media ponen de manifiesto que los 1,3-
diariltriazenos estabilizan el ADN triple en mayor extension
que el doble por union al surco.

Interaccion de moléculas pequeiias con el ADN
cuadruple

Las guaninas se pueden autoasociar formando tetrameros
planos y ciclicos (cuarteto-G o tétrada-G) con enlaces de
hidrogeno tipo Hoogsteen. La estabilidad del ADN cuadruple
depende del tipo y concentracion del contraion presente en la
disolucion (Figura 20). La mayoria de estas estructuras son
estables en disoluciones entre 100 y 200 mM de Nat o K.* Se
cree que estos cationes monovalentes se coordinan a los
oxigenos de los ocho grupos carbonilo pertenecientes a dos
cuartetos-G consecutivos.

Cuando dos o mds guaninas se sitllan en posiciones con-
tiguas en la secuencia de un acido nucleico, el ADN se puede
plegar para formar estructuras cuadruples (quadruplex o
tetraplex). Estas estructuras cuadruples se pueden formar con
dos hebras que estan dobladas sobre si mismas o bien por una
hebra que se dobla tres veces sobre si misma (cuadruple
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Figura 20. Asociacion por enlaces de hidrogeno de cuatro guaninas
con la estabilizacion adicional por interaccion con el cation metalico.

o

e
|
Y

Figura 21. Topologia adoptada por un oligonucledtido de telomero
humano que contiene repetida la unidad TTAGGG, que se dobla tres
veces sobre si misma en presencia de iones Na™.

intramolecular), o por la asociacion de cuatro hebras (cuadru-
ple intermolecular) (Figura 21).

Los teldmeros son estructuras nucleo-proteicas situadas en
los extremos de los cromosomas eucaridticos con secuencias
altamente repetitivas y enriquecidas en guaninas. La secuencia
de bases de los telomeros d(T,_3(T/A)G;_4) se repite hasta un
numero de miles de pares de bases y la cadena rica en guani-
nas se alarga mas alla de la region dicatenaria para formar una
hebra sencilla de unos cientos de nucleétidos de largo.

En la mayoria de células cancerosas (85-90% de los casos)
los telémeros se alargan por la accion de la telomerasa con-
firiendo inmortalidad a estas células. La estructura de hebra
simple es la mas adecuada para la actividad 6ptima de la
telomerasa mientras que si los telomeros presentan la confor-
macion plegada cuadruple, se inhibe la acciéon de la
misma.[20] Por otra parte, la naturaleza del catién predomi-
nante en el medio determina la topologia de plegamiento de
las estructuras cuadruples y las diferentes formas de
plegamiento se encuentran en equilibrio. Las caracteristicas
que debe poseer un compuesto que pueda estabilizar una
estructura cuadruple-G son: a) un sistema 7 deslocalizado con
un tamafo adecuado para estabilizar el cuarteto-G por inte-
racciones de apilamiento; b) una carga positiva que se pueda
situar en el centro del cuarteto-G que pueda sustituir al Na* o
K* que normalmente ocupan este lugar aumentando asi la
estabilizacion; ¢) sustituyentes con carga positiva que puedan
interaccionar en los surcos y en los bucles (loops) y con los
aniones fosfato del esqueleto.

Por ello, el disefio de moléculas pequeias que estabilicen la
estructura cuadruple no es una tarea sencilla pero, a pesar de
ello, se han descrito compuestos que estabilizan la estructura
cuadruple-G presentando una inhibicion de la telomerasa con
unos valores de ICs, en el rango micromolar. Por ejemplo, el
macrociclo BisA (Figura 14) es un inhibidor potente de la
telomerasa porque estabiliza la estructura G-4.121]

286 — © 2008 Real Sociedad Esparola de Quimica

La estructura de la porfirina TMPyP4 (tetra-(N-metil-4-
piridil)porfirina), posee una disposicion coplanar de los ani-
llos aromaticos y unas dimensiones similares al lugar de inter-
calacion del cuarteto-G. Aunque no se conoce con certeza el
modo de interaccion, se produce en primer lugar, probable-
mente, un apilamiento externo en el extremo del ADN cua-
druple seguido de un proceso de intercalacion. El compuesto
TMPyP4 estabiliza el ADN cuadruple (espectroscopia UV,
dicroismo circular, RMN) e inhibe la accion de la telomerasa.
Varios oncogenes poseen regiones ricas en guanina que
pueden formar estructuras cuadruples. La estabilizacion de
estas estructuras con la porfirina TMPyP4 inhibe la transcrip-
cion del gen c-Myc.[22]

Por otra parte, se ha descrito la sintesis[23] de un complejo de
porfirina-Mn(III) que se une con una gran selectividad a estruc-
turas cuadruple-G y que inhibe la accion de la telomerasa.

El compuesto dicatiéonico denominado PIPER (Figura 22)
es un derivado del perileno que se une especificamente al
ADN cuédruple con una selectividad de 10 a 1, con relacion
al ADN dicatenario, a pH 7. E1 PIPER presenta una inhibicion
de la actividad de la telomerasa ya que favorece el plegamien-
to del teldémero y los estudios de RMN muestran que se une al
ADN por apilamiento externo en el extremo formandose un
complejo 2:1 en el que el ligando se sita entre dos unidades
de ADN cuadruple.[24]

o

OO
v O~ 0

Figura 22. Estructura de un derivado del perileno que se une especi-
ficamente al ADN cuadruple.

Hay un gran numero de compuestos aromaticos m-defi-
cientes con cadenas cargadas positivamente que estabilizan
estructuras cuadruples e inhiben la accion de las telomerasas.
El compuesto denominado BRACO-19 (Figura 23) posee una
constante de asociacion con el ADN cuadruple treinta veces
superior que con el ADN dicatenario y su capacidad para
inhibir la telomerasa es diez veces mayor que la acridina di-
sustituida mas potente.[25]

El derivado de 1,10-fenantrolina de la figura 23 estabiliza las
estructuras cuadruples del ADN con una gran selectividad en

. N(CH3),
H. X ‘
N

o N o

BRACO-19

_ o 7 N\
O//YN\ Nﬁ)J gé O
L s H3CéNL/> @N@ﬂ“
TELOMESTATINA

Figura 23. Ligandos representativos que interaccionan con una alta
selectividad con ADN cuadruple.
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relacion con el ADN dicatenario y se comporta de un modo simi-
lar al producto natural telomestatina en las mismas condiciones.[20]

Se ha descrito también que macrociclos como el trimero
con unidades de quinolina mostrado en la figura 24, estabiliza
los cuartetos-G en mayor extension que la telomestatina sin
que se produzca una estabilizacion apreciable de la forma
dicatenaria.[27]

\/O\/\/NHS

HNJ

H N\/\/o

O _~_NHg
Figura 24. Macrociclo con unidades de quinolina que estabiliza cuartetos-G.

Las cadenas cationicas confieren solubilidad en agua al
compuesto macrociclico y pueden favorecer la interaccion
con el ADN por fuerzas electrostaticas o por formacion de
enlaces de hidrogeno.

El derivado de antraceno mostrado en la figura 25 induce el
plegamiento del ADN para formar estructuras cuadruple-G
paralelas. El anillo de antraceno se intercala entre los cuarte-
tos-G y la cadena de triamina, protonada a pH fisiologico, se
inserta en la estructura supliendo la funcion de los cationes
metalicos.[28]

H
N/\/N\/\NH2
H

Figura 25. Derivado de antraceno con una cadena de poliamina en
posicion 9.

En relacion con lo anterior y teniendo en cuenta que la por-
firina de la figura 26 favorece la estructura cuadruple-G
antiparalela, la adicion de este ligando desplaza el equilibrio
hacia esa estructura tal y como se esquematiza en la figura 27.

N/CH3

&

CH3

Figura 26. Tetraazaporfirina condensada con anillos de piridinio que
estabiliza la estructura cuadruple-G antiparalela.

O = grupos amonio del derivado de antraceno (1) o = derivadn de tetraazaporirina (2)

s —

; O

Conformacion paralela ADN monocatenario Conformacion antiparalela

Figura 27. Representacion del equilibrio conformacional del ADN
cuadruple-G. Reproducido de Angew. Chem. Int. Ed., 2007, 46, 5405.
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Interacciones con estructuras de cadenas que con-
fluyen en un punto

La falta de especificidad de algunos farmacos que interaccio-
nan con el ADN se podria resolver cambiando selectividad de
secuencia por selectividad con relacion a una estructura sin-
gular del ADN, como es el caso de las estructuras ramificadas
(3- 6 4-way junctions, 3W1J 6 4WJ) que se esquematizan en la
figura 26.

Estas estructuras ramificadas (DNA-junctions) suponen el
entrecruzamiento de varias cadenas de ADN de doble hebra
que convergen en un punto.

G
@ G C

G 3 x| A %lvvv\
T A G C.A TG C
A =

€6 T

& \ T gvvv‘
' : 13
s

Figura 28. Representacion de como un ADN complementario puede
formar un ADN de doble hebra, o estructuras de 3 6 4 dobles hebras que
confluyen en un punto 3-way junction (3WIJ) 6 4-way junction (4W1J).

a0 Q

La bis-acridina representada en la figura 29 se comporta
como un bis-intercalante tipo threading con ADN circular,
produciéndose la interaccion de las cadenas catidnicas con el
0-6 y el N-7 de la guanina. Sin embargo la estructura cristali-
na del complejo de la bis-acridina con d(CGTACG), en pre-
sencia de Co(I) muestra que ambos cromoéforos se unen a

estructuras 4WJ.[29]
I OEE
H H

A NH ) | { HN
f N/ ’\(‘CH 521 NN X(%
\_/

Figura 29. Bis-acridina que interacciona con estructuras 4WJ.

Se ha descrito la sintesis[39] de un agregado supramolecular
(Figura 30) constituido por tres cadenas de piridilimina que se
ensamblan en presencia de Fe(Il) y que interacciona con el
ADN en el surco mayor.[31]

Figura 30. Formacion de un agregado supramolecular constituido por
tres cadenas de piridilimina que se ensamblan en presencia de Fe(II).
Reproducido de Angew. Chem. Int. Ed., 2006, 45, 2503.

Esta especie supramolecular tetracationica de forma cilin-
drica posee superficies hidrofobas debido a la presencia de
doce anillos aromaticos y es similar, en forma y tamaio, a las
proteinas que reconocen el ADN e interaccionan con el
mismo en el surco mayor abarcando cinco o mas pares de
bases ¢ inducen un enrollamiento del ADN. Su estructura
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cilindrica (Figura 30) encaja perfectamente en la cavidad
hidréfoba trigonal existente en el lugar de union de tres hebras
(Figura 31), produciéndose interacciones de apilamiento entre
los anillos aromaticos de una cadena del agregado supramo-
lecular y pares de bases A-T del lugar de union. Ademas, el
hidrégeno de la imina forma enlaces de hidrégeno con el N-3
de la adenina.[32]

Figura 31. Estructura del complejo cilindrico de Fe(II) en la cavidad
hidrofoba trigonal existente en el lugar de union de tres dobles
hebras. Reproducido de http://www.chem2.bham.ac.uk/labs/hannon
/3wayjonction.htm.

Hacia el futuro

La interaccion de moléculas pequefias con el ADN puede uti-
lizarse con el proposito de modificar la regulacion de la
expresion génica, por lo que es prioritario el desarrollo de
intercalantes o de compuestos que interaccionan en los surcos
de manera especifica, preferentemente con una selectividad
de secuencia de al menos 16—17 pares de bases. La posibili-
dad de regular la expresion génica y la de desarrollar farma-
cos especificos, estd estrechamente relacionada con el
reconocimiento de secuencias determinadas del ADN o bien
con el reconocimiento de una estructura inusual del mismo.
En un futuro préximo los esfuerzos se dirigiran preferente-
mente hacia el reconocimiento de los surcos y de las superfi-
cies aromaticas de estructuras triples o cuadruples de ADN o
de estructuras ramificadas de tres o cuatro cadenas de ADN
que confluyen en un punto (3WJ 6 4WJ).
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