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Técnicas empleadas para el estudio de la interaccién entre agentes
antitumorales y el DNA

M. A. Garcia, B. de Pascual-Teresa

Resumen

Los procesos oncoldgicos se caracterizan por un aumento incontrolado de la proliferacion celular y
en ellos estd implicada la molécula de DNA. El DNA es la diana biolégica con la que interaccionan
muchos de los farmacos antitumorales y diversos compuestos potencialmente antineoplésicos. Tras
muchos afios de trabajo, los investigadores han sido capaces de disefar y sintetizar numerosos com-
puestos que se unen al DNA por diferentes mecanismos y entre ellos se encuentran muchos de los
agentes antitumorales conocidos. Diversas técnicas nos permiten hoy en dia establecer los tipos de
interacciones que tienen lugar entre los ligandos y el DNA, algunas de ellas son ya clasicas y ofras,
sin embargo, son de reciente desarrollo. Una combinacién racional de métodos puede ayudar a de-
terminar el mecanismo molecular de la unién, a establecer relaciones estructura-actividad y, lo que
es mds importante, a disefiar de forma racional nuevos agentes.
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Summary

Oncological processes are characterized by an uncontrolled cell replication always associated to
DNA implication. DNA molecule is the biological target for the action of many antitumor drugs and
potential antineoplastic compounds. As a result of many years of work, researchers have been able
to design and synthesize a great number of compounds binding to DNA through different
mechanisms, among which many known antitumor agents are found. Several techniques allow us
nowadays to establish the type of interactions between DNA and its ligands, some classical and some
recently developed. A reasoned combination of methods can help to differentiate the molecular
mechanisms of the binding processes, to establish the structure-activity relationships, and, what is
more important, to develop reasoned designs for the discovery of new agents.

Key words: DNA. Ligands. Antitumor agents. Ligand-DNA interactions.

Introduccién

Existen moléculas pequefias capaces de inferaccio-
nar con la molécula de DNA y lo hacen a través de di-
versos mecanismos. El conocimiento de cémo lo hacen
y la especificidad que presentan, constituye uno de los
objetivos principales para el posterior disefio de agen-
tes mds afines y mas selectivos. Los esfuerzos dedica-
dos a este fin, desde las representaciones de Scatchard
en la década de los setenta hasta las modernas herra-
mientas informdticas aplicadas en la actualidad, han
permitido de alguna manera medir estas interacciones
entre los diferentes compuestos, a los que en este tra-
bajo nos referimos como ligandos, independientemen-
te de su modo de unién y la molécula de DNA.

Una clasificacion muy basica consiste en distinguir
inferacciones reversibles e interacciones irreversibles.
Se entiende como interaccién reversible aquella en la
que el ligando se une al DNA en unas condiciones de-
terminadas, que si cambian, pueden hacer que el i-
gando deje de unirse. Estas interacciones son conoci-
das también como interacciones no enlazantes y son
propias de los farmacos que poseen como diana la
molécula de DNA.

Dentro de las interacciones reversibles se pueden
encontrar varios subtipos como son:

* Agentes intercalantes: ligandos que se disponen
apilados entre los pares de bases, sus interacciones
con las bases nitrogenadas son de tipo electrostético o
de van der Waals y en ocasiones mediante la forma-
cién de enlaces de hidrégeno'.

* Agentes que se unen a un surco: la disposicién en
doble hélice de las cadenas de DNA hace que se for-
men unas hendiduras a lo largo del exterior de la héli-
ce donde residen los grupos fosfato de los nucleétidos
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que son conocidas segin su amplitud. Asi, se habla de
surco mayor y de surco menor. Estos surcos, debido a
su diferente estructura, muestran preferencio por deter-
minados ligandos?.

* Rompedores de hebra: Este tipo de agentes inte-
raccionan con el DNA de forma que, una parte de su
estructura es capaz de unirse reversiblemente al DNA,
mientras que otra forma radicales libres que rompen la
doble hélice imposibilitando su replicaciéon’ 4.

Las interacciones irreversibles, son también conoci-
das como interacciones enlazantes. En ellas se forma
un enlace que une ambas moléculas el cual no se pue-
de deshacer. Este tipo de interacciones son propias de
los gases de guerra y algunos antitumorales como el
Cisplatino®.

Los distintos tipos de interaccién ligando-DNA se
pueden caracterizar mediante diversas técnicas experi-
mentales y teéricas que se describen a continuacién.

Técnicas experimentales

Los ensayos de unién (binding) permiten monitorizar
la interaccién del ligando con la molécula de DNA pa-
ra asi determinar su constante de asociacién. Estos en-
sayos aprovechan generalmente cambios en las pro-
piedades espectroscopicas o fisicas del ligando o del
DNA.

Centrifugacién en gradiente de densidad:¢ Al unirse
un ligando a la molécula de DNA, ésta aumenta su
masa y su densidad, por lo que se puede diferenciar
su velocidad de sedimentacion respecto a la misma
molécula de DNA sin ligando unido, mediante una
centrifugacién en gradiente de densidad en disolucion
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acuosa. Mediante el empleo de la ecuacién de Sved-
berg, se mide la velocidad de sedimentacién o coefi-
ciente de sedimentacion de los complejos DNA-ligan-
do frente a DNA aislado como control:

M=k ®
D
donde s es el coeficiente de sedimentacién, D es el coe-
ficiente de difusion, M es la masa molecular y el térmi-
no k incluye el volumen empleado, la densidad del
agua y la constante de los gases.

La centrifugacion en gradiente de densidad, consti-
tuye un método rapido y eficaz para determinar la
existencia de interaccién entre un ligando y la molécu-
la de DNA. Sin embargo, no permite determinar el ti-
po de unioén.

Viscosimetria:” Si a la molécula de DNA se le une un
ligando, el conjunto aumenta su viscosidad con respecto
al DNA libre. Esta diferencia de viscosidad es la que ha-
ce que esta técnica permita determinar si un compuesto
se une o no al DNA, ya que detecta cambios estructura-
les y variaciones en el tamafio de la molécula. Dado que,
en la unién por intercalacién el principal efecto es un
alargamiento del DNA por desenrollamiento de la doble
hélice, permite también diferenciar entre la unién por in-
tercalacién y la unién a surco, en la que no se produce
un alargamiento de la cadena tan pronunciado.

Los cambios que se producen en la viscosidad de
una disolucién que contiene DNA al afiadir un ligan-
do, se detectan mediante la utilizacién de un viscosi-
metro y midiendo el cambio en el tiempo de elucién de
dicha disolucién. Asi, manteniendo la concentracién
de DNA constante, podemos obtener la viscosidad re-
lativa n de la siguiente ecuacién:

n={(t-1o)/1t

donde t el tiempo de elucién de la disolucién ligando-
DNAy t es el tiempo de elucion de DNA libre.

Para el célculo de la longitud aparente del fragmen-
to de DNA (L/Ly) se necesita conocer la fraccién molar
ligando/par de bases de DNA (r) y los coeficientes de
friccién (fp), fp)o) segin va variando ré 9.

De la representacién de L/Lo frente a r se obtiene la
pendiente m que indica si el ligando intercala o no, y
en caso positivo, si se trata de un monointercalante o
bisintercalante'013.

La viscosimetria es por tanto una técnica sencilla y ré-
pida para defectar interacciones ligando-DNA, que ade-
mds proporciona informacién relativa al modo de unién.

Espectrofotometria UV/Visible:'* Un compuesto, al
unirse al DNA, modifica su espectro de absorcién, ya
que sufre modificaciones en su estructura electrénica.

En el espectro de absorcién se producen desplaza-
mientos en los méximos con respecto al ligando libre.
Este puede ser por desp|czqmiento a |ongituo|es de on-
da mayores, efecto batocrémico, junto con una dismi-
nucién de los coeficientes de extincién molar, efecto hi-
pocrémico. Estos cambios espectrales permiten cono-
cer aspectos como la estequiometria del complejo li-
gando-DNA y el tamafio del sitio de unién.

En un equilibrio quimico en el que sélo una especie
absorbe, aplicando la ley de Lambert-Beer, se puede
determinar la constante de equilibrio midiendo la ab-
sorbancia como una funcién de la concentracién, eso
si, la relacién entre la absorbancia o fluorescencia y la
concentracién debe ser lineal en los rangos de concen-
tracién utilizados en el ensayo.

Se pueden conocer el nomero de sitios de unién
realizando estudios de equilibrio de unién y utilizando
métodos de tritiacion. Esto consiste en que una disolu-
cién del ligando de concentracion conocida es transfe-
rida a una cubeta con temperatura controlada y el
cambio progresivo de absorbancia y fluorescencia se
recoge después de la adicién de una serie de alicuotas
de DNA. La adicién de la disolucion de DNA a la di-

_solucién del ligando da lugar a un cambio en la ab-
sorbancia y en la fluorescencia que depende del com-
portamiento éptico del compuesto analizado.

La medida de la absorbancia (A) a cualquier longi-
tud de ondda, es un sumatorio entre la absorbancia de-
bida a la forma libre y a la forma unida, como se pue-
de ver en la siguiente ecuacién:

A=A,+Au=8,'C/+£u~CU

donde C es la concentracién de ligando conocida (.
b+ Cunido), Y € s el coeficiente de extincién molar de
cada especie. El andlisis de la unién requiere la deter-
minacién de Gy por fanto, la cantidad r de ligando
unido por unidad de DNA. La determinacién de C, re-
quiere una extrapolacién a altas concentraciones de
DNA afiadido, para asegurarnos que toda el ligando
esté unido, pero con la precaucién de que el exceso de
DNA no cause un incremento de absorbancia més allé
del punto de saturacioén.

Se han desarrollado muchos métodos para determi-
nar los valores de ry Gy el tratamiento empleado de-
pende del modelo de unién usado. Por ejemplo, para
un modelo de unién sencillo (dos estados), los datos
pueden ser ajustados a una ecuacién de Scatchard'®
donde se representa r/C;frente a r:

r/C,=Kin-r)

donde Ki es la constante de equilibrio intrinseca y n re-
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presenta el nimero de sitios de union en el DNA (nor-
malmente nucleétidos o par de bases) ocupados por el
ligando unido. Una relacién lineal es dificil de obtener
para los écidos nucleicos por lo que es mas frecuente
utilizar el modelo de McGhee, Von Hippel'¢ y
Crothers'” para tener en cuenta la ocupacién en milti-
ples sitios y el principio de exclusién'® 17,

Una forma més compleja de la ecuacion de McG-
hee-Von Hippel introduce el factor de cooperatividad
w, que mide la interaccién de las moléculas ya uni-
das.

La eleccién de un modelo u ofro depende del siste-
ma ligando-DNA. Lo que se suele hacer es un primer
infento para ver si se ajusta con el modelo de Scat-
chard que es el mas sencillo, si los resultados no son
los éptimos, se utiliza el modelo de McGhee-Von Hip-
pel o su extensién teniendo en cuenta la cooperativi-
dad (w).

Uno de los métodos empleados para la dilucidacion
de la estequiometria de la unién es el método de va-
riacién continua sugerido por Job?® en 1980 y desa-
rrollado posteriormente por Likussar y Boltz?!, asi co-
mo por Cantor y Schimmel??. Este método consiste en
realizar medidas épticas de disoluciones donde las
concentraciones del DNA y del ligando, se van varian-
do, pero la suma de las concentraciones de ambos
permanece constante. El cambio de absorbancia o
fluorescencia se representa frente a la fraccion molar
del ligando y se observa una inflexién que nos va a
proporcionar informacién relativa a la estequiometria
del proceso. En la mayoria de los casos, los resultados
se ajustan al modelo de McGhee-von Hippel'! 2.

Por tanto, la utilizacién de espectrometria UV/Visi-
ble permite conocer aspectos como la estequiometria
del complejo ligando-DNA y el tamafio del sitio de
unién. La extensién de estas técnicas permite ademas
definir la especificidad por una determinada secuencia
y la constante de asociacién. Sin embargo, no dan in-
formacion sobre el tipo de unién.

El método de tritiacién reversa de sales permite ha-
cer una estimacion de la carga del ligando. Este méto-
do se basa en el principio de que las interacciones en-
tre &cidos nucleicos y ligandos cargados son sensibles
a los efectos electrostaticos producidos por los catio-
nes, asi, el valor de Ki generalmente desciende a me-
dida que aumenta la concentracién de sal (NaCl) co-
mo resultado de la liberacion estequiométrica de con-
traiones por la unién del ligando cargado, de forma
que:

dlogkK; /6|og[Na+] =-2y

donde Z es la carga positiva formal en el ligando y
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es la proporcién de contraiones asociados con cada
fosfato del DNA, normalmente 0,88 para un B-DNA.
Asi, el valor de la medida de Ki a diferentes concen-
traciones de NaCl nos proporciona informacion direc-
ta sobre la carga Z del ligando, o el estado de proto-
nacién al pH utilizado para los experimentos. El andli-
sis por minimos cuadrados de los datos resultantes del
andlisis nos da el valor de -Zy y una estimacién de la
carga de la molécula.

Dicroismo circular:® De los métodos disponibles pa-
ra el andlisis de interacciones ligando-DNA en disolu-
cién, el dicroismo circular es uno de los mas sencillos,
no requiere mucho material y proporciona informacién
que no puede ser obtenida por otros métodos. El prin-
cipio en el que se basa el dicroismo circular es el si-
guiente: se utilizan pulsos de campo eléctrico para ali-
near las moléculas de DNA en la direccion del vector
del campo eléctrico, éste alineamiento molecular se
analiza mediante la medida de la absorbancia de la
luz polarizada. Cuando se unen moléculas al DNA, si
esta unién provoca cambios en la conformacion del
DNA, su espectro sufrird variaciones en mayor o me-
nor medida.

La direccién y la magnitud del cambio de absorban-
cia inducido por los pulsos de campo indican la orien-
tacion del croméforo con respecto al eje principal del
DNA,; las constantes de tiempo del proceso de rotacion
molecular proporcionan informacién sobre la dimen-
sion hidrodinédmica del complejo. Esta técnica permite
también conocer los parémetros eléctricos del comple-
jo.

Si se realiza un experimento a una longitud de on-
da para la deteccion en la cual sélo absorbe el ligan-
do, no el DNA 'y tras incubar ambos juntos, no se pro-
duce absorbancia, se puede concluir que el ligando se
une al DNA vy si se repite el experimento a distintas
concentraciones se puede utilizar para determinar la
constante de unién. La ausencia de absorbancia se de-
be a que el ligando unido al DNA se debe orientar
preferentemente en direccion perpendicular al eje del
DNA.

El dicroismo circular se utiliza preferentemente en la
caracterizacién de agentes intercalantes aunque re-
quiere bien un croméforo asimétrico o un croméforo
simétrico en un ambiente asimétrico como es la molé-
cula de DNA.

Electroforesis capilar: Cuando un ligando se une
al DNA se altera su movilidad, pudiendo ser detectada
la interaccién. Utilizando un conjunto de fragmentos
de DNA de tamafio homogéneo, se pueden ver dife-
rencias en la migracién entre el DNA libre y el DNA
con ligando unido. Por este motivo, se puede utilizar
esta técnica para el andlisis de la interaccion DNA-




Oncologia, 2004; 27 (2):69-79

compuesto infercalante ya que ademds es una técnica
de alto poder de resolucién en la que se utilizan unas
cantidades muy pequenas de muestra. Aunque esta
técnica es capaz de detectar interacciones de ligandos
con el DNA, no permite identificar el tipo de interac-
cién que se produce.

Los métodos calorimétricos permiten analizar el per-
fil termodinémico de la interaccién y su dependencia
respecto a la secuencia de unién.

En principio, se puede calcular mediante este tipo
de técnicas tanto la AG (afinidad) como el cambio de
entalpia AH del proceso. No obstante, hay muchos si-
tios en el DNA para la interaccién y asignar valores
de AH para cada uno depende del modelo matemético
utilizado en el andlisis.

Lo que se puede obtener en la mayoria de los casos
es la AH de transferencia del ligando en un entorno
acuoso hacia un sitio de unién de alta afinidad en un
DNA desocupado. Mediante el empleo de calorimetros
mas sofisticados se pueden hacer andlisis a concentra-
ciones utilizadas en estudios de UV-Visible. Las medi-
das calorimétricas en combinacién con el andlisis de la
correspondiente isoterma de unién proporcionan tanto
los cambios de entalpia como los de entropia (AG =
AH - TAS) de la unién del ligando al DNA.

La principal limitacién que presentan estas técnicas
para la medida de la afinidad resulta cuando el ligan-
do se agrega a la concentracién empleada en la medi-
da, el calor observado es la suma de al menos estos
dos términos:

AHgp, = AHynion + (fraccion de agregacion) AH g

En muchos casos AH,.s, es exotérmica (negativa) y
AHyeqgq, €s decir, el cambio de entalpia para la pro-
duccién de agregado a partir de monémeros, normal-
mente es endotérmica. Los problemas asociados a éste
fenémeno se pueden evitar realizando las medidas a
concentraciones a las cuales la fraccién del ligando en
el estado de monémero sea cercana a uno. Un andlisis
completo del calor observado cuando ocurre la agre-
gacion, requiere una constante de equilibrio para el
proceso de agregacién.

La técnica calorimétrica més utilizada es la técnica
de desnaturalizacién térmica:?* el DNA de doble héli-
ce se desnaturaliza a elevadas temperaturas, esto sig-
nifica que sus dos hebras se separan por rotura de los
enlaces de hidrégeno que las unen. A la temperatura
que ocurre el fenémeno de desnaturalizacién se le lla-
ma temperatura de fusién (Tm). El proceso de determi-
nacién de la Tm se realiza subiendo la temperatura
gradualmente desde 20° C hasta 80° C, midiendo la
absorbancia de forma permanente a 260 nm. El valor

de la absorbancia registrado va aumentando con la
temperatura hasta alcanzar un méaximo, que corres-
ponde con el estado en que las dos hebras se han se-
parado completamente. Cuando se une un compuesto
al DNA, esta unién puede estabilizar las dos hebras
frente al aumento de la temperatura, elevando asi la
Tm de dicho segmento, o por el contrario favorecer la
ruptura de los enlaces de hidrégeno, disminuyendo su
Tm (Fig. 1).
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Fig. 1. Representacion de la curva de transicién térmica para
el DNA doble hélice libre (-), DNA en presencia de un li-
gando que desestabiliza la doble hélice (1) y DNA en
presencia de un ligando que estabiliza la doble hélice (A).

Para determinar si un compuesto se une al DNA se
incuba con diferentes concentraciones del mismo y se
hacen las medidas del DNA sélo y en presencia del
compuesto. Si se ha formado un complejo entre el
DNA y el compuesto, se produciré un desplazamiento
del méximo de la curva de desnaturalizacién del
DNA.

La adicién de ligandos a las disoluciones de acidos
nucleicos también puede cambiar la forma de las cur-
vas de transicién. Para polimeros de écidos nucleicos
homogeéneos, la curva de transicion es afilada en pre-
sencia o ausencia de ligando debido a la homogenei-
dad de su composicién. En sistemas més heterogéne-
os, la adicién de los ligandos causa un incremento en
el rango de la transicién y una transicion bifésica en
algunos casos. Este cambio en las transiciones se ex-
plica por la mayor fuerza de enlace de un ligando a
determinadas secuencias o estructuras que por lo tanto
quedan més estabilizadas que otras regiones.

Los agentes que se unen al DNA mediante un pro-
ceso de infercalacién, se unen con mayor preferencia
a los acidos nucleicos de doble hélice que a los de hé-
lice sencilla, porque los primeros tienen caracteristicas
estructurales uniformes con energias libres favorables
para la formacién de los complejos. Las bases apila-
das proporcionan un ambiente adecuado para la in-
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tercalacién de un ligando, lo cual estabiliza la doble
hélice e incrementa la Tm. Los intercalantes clésicos
como el bromuro de etidio, aumentan la Tm tanto del
DNA como del ARN de doble hélice. Generalmente los
intercalantes no tienen una especificidad de secuencia
marcada por lo que los valores de ATm para secuen-
cias ricas en GC y secuencias ricas en AT, son prdcti-
camente los mismos.

Los agentes que se unen al surco mayor o menor re-
conocen la geometria especifica de estas zonas carga-
das negativamente debido a los grupos fosfato a lo
largo de toda la hélice. Los ligandos clasicos que se
unen al surco menor como distamicina, pentamidina,
netropsina y compuestos relacionados, estan cargados
positivamente y se unen en el surco a zonas ricas en
adenina y timina, por lo tanto, estabilizan esas se-
cuencias con el consecuente aumento de la Tm.

Sin embargo, los DNA de hélice sencilla, no tienen
surco especifico. La distamicina por ejemplo, que se
une a surco de DNA doble hélice, no puede unirse con
una alta afinidad al DNA de hélice sencilla.

Existen ligandos que se unen de forma dual al
DNA, es decir, se unen fuertemente al surco menor en
secuencias poliA-T, proporcionando valores muy altos
de ATm, a la vez que se unen por intercalacién a se-
cuencias G-C, registréndose menores valores de ATm
que en secuencias ricas en A-T. Como ejemplos de es-
fe tipo de agentes se encuentran el berenilo, furamidi-
na y DAPI.

La constante de asociacién de interaccion entre un
ligando y un écido nucleico de doble hélice se puede
calcular a partir de los resultados de Tm, utilizando la
siguiente ecuacion:

1 1 _ R
Tm° Tm AH°

[NA-In(1+ kh- &)~ Nss -In(1+ kss - a)]

donde Tm°y Tm son las temperaturas de fusién o mel-
ting en ausencia y presencia de ligando, respectiva-
mente. AH® es el incremento de entalpia asociado a la
fusion de la doble hélice cuando esté sin ligando, K y
K., son las constantes de unién del ligando a la doble
hélice y a la cadena sencilla; N, y N son el nimero
de sitios de unién; R es la constante de los gases. La
actividad a esté relacionada con la cantidad de ligan-
do libre a la temperatura Tm. Hay que destacar que
las constantes de equilibrio de unién estan calculadas
para la temperatura Tm y la extrapolacién de esos va-
lores a otras temperaturas como pueden ser 25° 6 37°
C requiere el conocimiento de la entalpia de formacién
del complejo y el uso de la ecuacién de van’t Hoff.

La ecuacién descrita tiene cinco incégnitas: N, K,
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N, K y a. En muchos casos, el producto K;;-a es muy
inferior a 1 y el segundo término de la ecuacién desa-
parece y se reduce a:
1 -izi[/\/h.mmkh.a)]
Tm° Tm AH°

N, se suele determinar con un experimento de tritia-
cién en condiciones que favorezcan la unién del ligan-
do a la doble hélice, como por ejemplo una concentra-
cién pequefia de sal. En estas condiciones, Tm se re-
presenta frente al porcentaje de écido nucleico unido
al ligando. Cuando los sitios de unién del ligando em-
piezan a saturarse, el efecto de seguir aumentando la
relacién ligando unido a écido nucleico hace que dis-
minuya la Tm. El cambio en los valores de Tm hace
que se llegue a una meseta y N, es la relacién ligan-
do-écido nucleico que corresponde al punto de cam-
bio. Para el célculo de K, si la temperatura de fusion
se determina en condiciones de saturacién pero sin ex-
ceso de ligando, entonces, para los ligandos con altos
valores de K, (K,> 10¢), la actividad a puede ser apro-
ximada a la mitad del total de la concentracién de |i-
gando. Con N, y AH? determinados independiente-
mente, la ecuacién anterior puede usarse para calcu-
lar Kj. Debe recordarse que Kj, es la constante de aso-
ciacién a la temperatura Tm y no se han considerado
uniones a las especies de cadena sencilla. Aunque es
posible determinar K, y N, en una representacién de
Tm frente a concentracién de ligando mediante el em-
pleo de una rutina de ajuste a una curva, la determi-
nacién independiente de N, generalmente nos propor-
ciona unos resultados mas ajustados.

Las técnicas de desnaturalizacién térmica proporcio-
nan informacién detallada sobre la entalpia del proce-
50, la constante de asociacién y el nimero de sitios de
unién. El procedimiento experimental resulta relativa-
mente sencillo, siendo méas complejo el tratamiento de
los datos.

La utilizacién de las técnicas de footprinting?2® su-
puso un salto cuantitativo en el estudio de las interac-
ciones ligando-DNA.

Mediante estas técnicas se comprueba si el ligando
se une especificamente a una secuencia de bases de-
terminada. Esta técnica es simple, répida y razonable-
mente econémica. Se basa en la capacidad de algu-
nas enzimas como la desoxirribonucleasa | (DNAsa )
o reactivos sintéticos, ej. metidio-propil-EDTA (MDE)
de hidrolizar el DNA con baja especificidad de se-
cuencia. El ligando protege sus sitios de unién de la hi-
drélisis por DNAsa | o MDE, permitiendo asi la identi-
ficacién de las secuencias a las que se une. Se utiliza
para ello un fragmento de DNA de 100-200 pb de se-

cuencia conocida marcado en uno de los extremos de
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Fig. 2. Representacién esquemdtica de un experimento de
footprinting. El DNA esta marcado en el extremo 3° (*) al
final de la hebra derecha.

la cadena, se produce la digestion del DNA donde
queda protegida la zona a la que estd unido el ligan-
do. Tras este proceso, se separa el producto de la
reaccién en un gel de poliacrilamida y se revela; la
posicion del ligando puede verse como un hueco vacié
en la secuencia de nucleétidos (Fig. 2).

La técnica de footprinting utilizando DNAsa | ha si-
do utilizada satisfactoriamente para identificar o con-
firmar los sitios de unién de diversos ligandos como
pueden ser la actinomicina?-3, mitramicina®', antibié-
ticos quinoxalinicos?3?, daunomicina®*34, nogalamici-
na%® y agentes que se unen al surco menor?® 2% 36,

La puesta a punto de las técnicas de RMN y de es-
pectroscopia de masas para adecuarlos al estudio de
macromoléculas les ha valido a los doctores John
Fenn, Koichi Tanaka y al profesor Kurt Witrich el pre-
mio Nobel de quimica del afio 2002. Se puede obte-
ner informacién mas detallada del proceso de forma-
cién de complejos DNA-ligando por técnicas como la
difraccién de rayos X y métodos espectroscépicos co-
mo la RMN 'H y RMN 3C.

Espectrometria de masas: La espectrometria de
masas es una técnica que data de los comienzos del
siglo XX. Esta técnica se desarrollé con vistas a de-

terminar el peso molecular de los compuestos quimi-
cos. En la actualidad es una técnica de gran exacti-
tud, sensibilidad y rapidez que permite llevar a cabo
determinaciones en mezclas quimicas complejas, sin
embargo la espectroscopia de masas no resulté apli-
cable por muchos afios a las macromoléculas biolé-
gicas por no ser de facil aplicacién a estas los pro-
cesos tradicionales de vaporizacion. El Prof. Fenn
contribuyé al desarrollo de la espectrometria de ma-
sas para macromoléculas modificando adecuada-
mente la técnica de electrospray para volatilizar sin
inducir alteraciones en las macromoléculas. La es-
pectrometria de masas de ionizacién por electros-
pray (ESI-MS) se estd aplicando en la actualidad pa-
ra la caracterizacién de biomoléculas, en particular
para proteinas® 3. Posteriormente se ha revelado
como una técnica de considerable interés para la
deteccién de asociaciones no covalentes entre bio-
moléculas®. ESI-MS es una técnica a tener en cuenta
en la caracterizacién estructural de los complejos |i-
gando-DNA, que ofrece ventajas potenciales como
sensibilidad y rapidez en el anélisis en comparacién
con otros métodos estructurales como RMN o difrac-
cién de rayos X.

Los métodos de RMN nos proporcionan informacién
sobre el grado y el tipo de interaccién entre el ligando
y el DNA, mediante la comparacién de los espectros
de resonancia de los oligonucleétidos libres, los ligan-
dos libres y los complejos formados por cada oligonu-
cledtido y el ligando.

Aunque los métodos cristalogréficos son los que
aportan una mayor cantidad de estructuras resueltas,°
la resonancia magnética nuclear permite una determi-
nacién estructural en disolucién. (En la actualidad, en-
tre el 15y el 20% de las estructuras tridimensionales
conocidas han sido determinadas por resonancia
magnética nuclear). La RMN se basa en el hecho de
que ciertos nicleos atémicos cuando se orientan me-
diante un campo magnético absorben radiacién a fre-
cuencias caracteristicas. Este hecho es aprovechado en
el caso del 'H que proporciona diferentes lineas en el
espectro dependiendo de su entorno, como resultado
es posible observar sefiales para adtomos individuales
en macromoléculas de 30 kDa de masa (unos 20 pb
para acidos nucleicos). Asi podemos conocer la estruc-
tura molecular, la conformacién y la posicién dinémi-
ca de los écidos nucleicos. El primer paso para cual-
quier estudio de RMN es la asignacién de las sefiales
a cada dtomo y este suele ser el paso limitante de toda
la operacién. La sustitucién selectiva de protones por
deuterio puede acelerar este proceso, ya que evitaria-
mos solapamiento de sefiales. Es muy importante el es-
tudio de las conectividades espaciales mediante estu-
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dios NOESY (Nuclear Overhauser Spectroscopy) y
ROESY (Rotating-frame Overhauser Spectroscopy) ya
que la mayor parte de la informacién sobre la estruc-
tura en disolucién viene del anélisis de las distancias
infernucleares NOESY.

La RMN se puede aplicar al estudio de dobles y tri-
ples hélices tanto de DNA como de RNA, complejos
entre ligandos y DNA y entre proteinas y DNA.

Los métodos de difraccién de rayos X permiten de-
terminar la estructura tridimensional de macromolécu-
las biolégicas con resolucién atémica. La cristalografia
de DNA sigue un tratamiento similar a la cristalografia
de proteinas*!, donde se distinguen los siguientes pa-
50s:

® Formacién del cristal: Para ello se llega a una di-
solucién sobresaturada?? donde se empiezan a formar
agregados que actian como nicleos de cristalizacién.
El DNA se condensa en presencia de poliaminas, ca-
tiones inorgénicos trivalentes, alcoholes y cationes di-
valentes.®* Para encontrar las condiciones favorables
para la formacién del cristal se han de tener en cuenta
una multitud de parédmetros*: tipos de iones metélicos
y poliamidas empleadas, tipo y concentracién de los
ligandos de DNA, alcohol y tampén utilizado, pH,
temperatura y agentes precipitantes.

e Obtencién de datos por difraccién de rayos X: El
objetivo final de un experimento de difraccién de ra-
yos X es determinar la densidad electrénica, p (x, y, 2)
para cada dtomo de la macromolécula de acuerdo
con la siguiente ecuacién:

(x,v,2)=(1/ V)th,|F(hk/)|exp[—2n/'(hx +Kky +12)+ iochk,]

¢ donde V es el volumen de la celda unidad,
I F(hkl)| es el factor estructural de amplitud, hkl es el
indice de Miller, xyz las coordenadas espaciales reales
y Opy la fase relativa de la reflexion hkl. En un experi-
mento de difraccién de rayos X se mide la intensidad I
(hkl)] de muchos miles de reflexiones, utilizando una
cémara CCD o una pantalla detectora. Las infensida-
des se convierten en factores de amplitud estructural
[IF(hkl) 1] mediante I(hkl) = | F(hkl)|2.

® Uno de los objetivos de todos los experimentos de
difraccion es obtener los datos a la mayor resolucién
posible, para ello se debe utilizar la menor intensidad
posible, lo cual requiere un tiempo de recogida de da-
tos mayor, unos detectores sensibles, etc. En la actuali-
dad es imposible obtener pocos datos a alta resolucién
simultdneamente con reflexiones debidas al apilamien-
to. Una de las posibles estrategias es obtener los datos
de intensidad para el apilamiento independientemente
de los datos obtenidos a gran resolucién del mismo
cristal. Las intensidades de apilamiento se obtienen
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con exposiciones cortas y bajo amperaje sobre un
énodo rotatorio.

* Determinacién de la fase mediante reemplaza-
miento molecular, reemplazamiento de moltiples iso-
morfos (MIR) o difraccién anémala de mltiples longi-
tudes de onda (MAD). La utilizacién de la técnica de
desplazamiento molecular implica la determinacion de
la orientacién del eje de la hélice mediante un andlisis
de Patterson combinado con informacién sobre la si-
metria, para simplificar la resolucién de la estructura.
La determinacién mediante MIR y MAD requiere la
sustitucion con dtomos pesados. Los derivados pueden
ser generados mediante la formacién de un nuevo cris-
tal de DNA modificado. Las bases Citosina y Uracilo
pueden ser sustituidas con bromo o yodo en la posi-
cion C54547,

* Refinamiento.

La difraccién de rayos X es la técnica empleada en
aproximadamente el 85% de las estructuras resueltas y
depositadas en el Protein Data Bank“®. Es una técnica
que en algunos casos es capaz de elucidar estructuras
con una resolucién menor a 2 A siendo la mayoria de
ellas inferior a 3 A. Sin embargo, la formacién de cris-
tales constituye el paso limitante para la utilizacién de
esta técnica.

Métodos teéricos

La aplicacién de los métodos tedricos al estudio de
la interaccién de estos compuestos con el DNA, se co-
noce como modelado molecular, que si bien ha alcan-
zado en la actualidad su méxima expresion y utilidad
con la aplicacién de sistemas informaticos#5!, comen-
zaron en los afios cincuenta con James Watson y
Francis Crick que postularon un modelo de estructura
para el DNA%2, Los resultados que podemos obtener
con estos métodos van desde energias de interaccién
ligando-DNA, modo de interaccién, cambios confor-
macionales sufridos por el ligando o el DNA, forma-
cién o destruccion de enlaces de hidrogeno, etc.

El conjunto de estas técnicas permite conocer diver-
sas variables de la interaccién entre los ligandos y el
DNA, como puede ser el modo de interaccién (interca-
lacién, unién a surco...), la especificidad de secuencia,
la estequiometria del complejo, la afinidad de unién,
etc.53-57

Entre los métodos teéricos utilizados hoy en dia pa-
ra el estudio de interacciones farmaco-receptor se in-
cluyen las minimizaciones de energia (ME), las simula-
ciones de dindmica molecular (DM), las simulaciones
de Monte Carlo (MC), y las perturbaciones de la ener-
gia libre (PEL)®8. Todas estas técnicas ofrecen en ltima
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Fig. 3. Modelo teérico del modo de unién de un intercalante
a la molécula de DNA.

instancia la posibilidad de comprender la interaccion
entre los acidos nucleicos y moléculas organicas en
términos de fuerzas moleculares. Para ello dependen
de la fiabilidad de la representaciéon analitica de la hi-
persuperficie energética de las moléculas, que viene
dada por la suma de una serie de funciones simples
que expresan tanto la energia requerida para distor-
sionar las coordenadas internas mas alléd de unos va-
lores de equilibrio, como las interacciones entre ato-
mos no enlazados (Fig. 3).

El modelado molecular continta su evolucién apli-
cando una gran variedad de métodos computaciona-
les al problema de identificar las complejas relaciones
existentes entre estructuras moleculares y actividades
biolégicas en términos de interacciones entre Gtomos.
Aunque el modelado molecular se utiliza en muchas
ocasiones como método predictivo, el fin Gltimo de es-
tas técnicas es utilizar los conocimientos adquiridos
tanto de forma experimental como teérica para dise-
Aar compuestos con un determinado perfil de activi-

dad.
Técnicas de implantacién futura
La microscopia de escaneado atémico promete re-

volucionar el estudio de las interacciones ligando-re-
ceptor en general y de ligandos-DNA en particular, en

un corto espacio de tiempo. A pesar de que todavia
esta en fase de desarrollo, ha producido imagenes ex-
celentes de DNA sencillo, tanto libre como unido a un
ligando. Esta técnica presenta la ventaja de poder tra-
bajar con muestras en vacio, en disolucién, en el mis-
mo aire ambiental, a temperaturas altas o criogéni-
cas®.

Conclusiones

La determinacién de la estructura en doble hélice del
DNA se considera uno de los hitos cientificos del siglo
XX. Cincuenta afios después, la doble hélice ha cobra-
do un protagonismo inesperado, entre otras muchas ra-
zones por ser la diana farmacolégica de muchos far-
macos antitumorales y por lo tanto constituye un candi-
dato ideal para el disefio racional de farmacos.

Resulta por lo tanto imprescindible disponer de téc-
nicas que permitan evaluar la interaccién entre los i-
gandos y la doble hélice de DNA. En el presente ar-
ticulo de revisién, se resumen las técnicas més habitua-
les utilizadas para determinar tanto el tipo de interac-
cién como la selectividad y las constates de afinidad.
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