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ABREVIATURAS Y GLOSARIO

Casiopeina | gli = nitrato de acuo-4,7 difenil-1,10-fenantrolina-¢-glicinato
de cobre (ll).

Casiopeina | val = nitrato de acuo-4,7 difenil-1,10-fenantrolina-¢-valinato
de cabre (lI).

Casiopeina | leu = nitrato de acuo-4,7,difenil-1,10-fenantrolina-¢-leucinato
de cobre (lI).

Casiopeina l ile = nitrato de acuo-4,7,difenil-1,10-fenantrolina-¢-isoleucinato
de cobre (I1).

Casiopeina | ser = nitrato de acuo-4,7,difenil-1,10-fenantrolina-¢-serinato
de cobre (I1).

Casiopelina Il gli = nitrato de acuo-4,7, dimetil-1,10-fenantrolina-¢-glicinato
de cabre (li).

Casiopeina Il val = nitrato de acuo-4,7 dimetil-1,10-fenantrolina-¢-valinato
de cobre (II).

Casiopeina Il leu = nitrato de acuo-4,7,dimetil-1,10-fenantrolina-¢-leucinato
de caobre (II).

Casiopeina Il ile = nitrato de acuo-4,7,dimetil-1,10-fenantrolina-¢-isoleucinato
de cobre (ll).

Casiopeina Il ser = nitrato de acuo-4,7,dimetii-1,10-fenantrolina~-serinato

de cobre (il).

| Casiopeina Il his = nitrato de acuo-4,7 dimetil-1,10-fenantrolina-¢-histidinato

de cobre (Il).
p.b = pares de bases.
k.b = kilo bases.
acridina = 2,3,5,6-Dibenzopiridina.
ADN = acido desoxiribonucléico.



DC = dicroismo circular.
Tm = temperatura de fusion.
cis-DDP = cis-diaminodicloro platino (li).

EtBr = bromuro de etidio (bromuro de 2,7-diamin, 10-etil-9-feniifenantridinio).

fen = 1,10-fenantrolina.

a.a = aminodcido.

gli = glicina.

val = valina.

leu = leucina.

ile = isoleucina.

ser =serina.

his = histidina.

A = adenina.

T =timina.

G = guanina.

C = citosina.

dmp = 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina.

bep = 2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolina.
terpy = 2,2'-6',2"-terpiridina. |

hepes = acido 2-(hidroxietil)piperazina-N’-2-etansulfonico.
MES = écido 2-(N-morfolina)etansulfénico. ‘
bipy = 2,2"-bipiridil.
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RESUMEN

Debido a la necesidad de crear nuevos farmacos que combatan al cancer y
que sean menos tdxicos y caros se han disenado, sintetizado, caracterizado y
evaluado en nuestro grupo de investigacion nuevos compuestos inorganicos de
cobre (1), los cuales se han registrado con el nombre de casiopeinas. Hoy en dia
se cuenta con aproximadamente 90 compuestos, de los cuales 22 han sido
patentados, y 6 han sido evaluados demostrando tener actividad antineoplésica in

VivO.

Se han llevado a cabo estudios sobre la evaluacion de la actividad
antineoplasica in vitro, y los resultados muestran que las casiopeinas poseen un
efecto citostatico muy similar al del cisplatino y a la mitomicina. Se ha evaluado la
toxicidad de algunas de las casiopeinas en murinos para diferentes vias de
administracion por via intravenosa y ya se conoce la dosis letal en perros de

algunas de ellas.

Dentro de la familia de las casiopeinas se escagieron a la casiopeina | y 1,
ya que ademas de haber mostrado resultados muy similares en los estudios in
vitra de lineas tumorales humanas de cancer cervicouterino, su estructura también

es parecida.

Con base en algunos de los antecedentes de este proyecto se decidié
llevar a cabo el estudio de la interaccion de algunas de las casiopeinas
directamente con el ADN, con objeto de comprobar si es que existe dicha
interaccion, como es que se lleva a cabo dicha interaccion y cuales son algunos
de los factores que la modifican.



Dentro de las técnicas empleadas para estudiar macromoléculas se
encuentran la electroforesis y la espectroscopia electronica, entre otras, y se
decidid llevar a cabo dichos estudios en este trabajo ya que son métodos
sencillos y proporcionan informacién clara.



1.- ANTECEDENTES

1.1 MODELOS DE INTERACCION DEL ADN

El estudio de la actividad de farmacos y hormonas con el ADN se lleva a
cabo mediante el analisis de la interaccion que se presenta entre estas
moléculas.

Dentro del estudio de la interaccion del ADN con moléculas pequeias se
han propuesto fundamentalmente 3 modelos diferentes: la intercalacion, el
enlace externo a los surcos de ia hélice del ADN y el modelo de exclusion del
vecino, los cuales se explican a continuacion:

1.1.1 MODELO DE INTERCALACION

Es una forma de interaccién que se da entre compuestos que poseen una
parte planar con un area de superficie minima de 28A° (esto se obtiene con
ligantes cuyo tamafio lo conformah entre 3y 4 anillos)' y los pares de bases qus
se encuentran en e ADN.

En el proceso de intercalacion se observan principalmente interacciones
electrostaticas, de van der Waals y fuerzas hidrofdbicas entre la molécula
intercalada y el ADN,



“intercalada

Figura 1.1 Modelo de Intercalacién del ADN.

En 1961, Lerman, L.S.2 estudia la interaccion del ADN con las Acridinas,
Y propone por primera vez que la intercalacion es el método por el cual se lleva
a cabo dicha Interaccion. Con los resultados que obtiene de efectuar
mediciones de viscosidad y de acuerdo a los valores del coeficiente de
sedimentacion, que dependen de la masa de |a molécula por unidad de longitud,
concluye que ningun otro esquema alternativo es compatible con los resultados
observados.

Pindur, U., reporta en 1993 que en la intercalacién, las estructuras
primaria y secundaria del ADN permanecen intactas’ y es la estructura terciaria
la que se modifica parcialmente, agrandéandose la cadena. Despues de la
intercalacitn, la distancia de separacién entre dos pares de bases se
incrementa de 3.4 A ° a aproximadamente 8 A° (ver figura 1.1). Las constantes
de asociacion determinadas experimentalmente para un proceso de
intercalacion que se reportan en este trabajo van de 105- 1010 M1,

10
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Las técnicas utilizadas para estudiar la intercalacion son :

viscosimetria (aumento),

mediciones espectrofotométricas en la region del UV (efecto
batocrédmico),

velocidad de sedimentacién (disminucion en |as constantes de
sedimentacion),

electroforesis (cambios en la movilidad electroforética),

métodos de espectroscopia molecular (andlisis por rayosX, RMN
1D, 2D, y 3D).

Dentro de los efectos més importantes que se observan debido a la

reaccion de intercalacién, se encuentran los siguientes®

inhibicion de enzimas dependientes del ADN, un ejemplo tipico es
la ADN polimerasa, RNA polimerasa y nucleasas, dando como
resultado la inhibicién de la replicacion, etc., ya que se presenta
una competencia por los sitios del ADN,

mutagenicidad, es la adicién o sustraccién de pares de bases en el
ADN.

dafio en el ADN, se ha observado que muchos agentes
intercalantes producen rupturas en la cadena del ADN, aunque se
desconozba el mecanismo.

Al analizar la reaccién de intercalacién se distinguen al menos 2

~ diferentes etapas’, la primera en la que se lleva a cabo la intercalacién y la
segunda en la que la farmaco intercalado afecta la forma topoldgica del ADN. A
continuacion se detalla cada etapa:

"



Etapa 1:

Se lleva a cabo la intercalacién. Posee constantes de asociacion =104-
106 M+ y estd caracterizada por tener un numero limite maximo de sitios
disponibles en el ADN, por ejemplo, para el EtBr, que no posee cadenas
laterales:

Figura 1.2 Bromuro de etidio (bromuro de 10-etil-2,7-diamino,9-fenilfenantridinlo).

el limite en sitios (definido mediante un analisis de Scatchard) es uno por cada
2-2.5 pares de bases.

Etapa 2:

En la ségunda etapa se gbserva una modificacion en la estructura
topoldgica del ADN una vez que se encuentra intercalado el compuesto. Esto
es debido a la capacidad del compuesto intercalante para "desenrollar" el ADN,
Ib cual le permite regresar formas superenrolladas a formas cerradas circulares.
Esta situacién es mas favorable para este tipo de ADN que para el lineal, y esto
es debido a que el farmaco intercalante\ ayuda a relajar Ias formas
superenrolladas negativas. Después de que el ADN estd completamente
relajado, la aﬁnida’d decrece ya que ahora el enlac@ résulta en la formacjon de
la forma superenrollada positiva. Por lo tanto se predice una mayor afinidad de -
los farmacos en baja concentracion por la forma superenrollada que -por la
lineal.

12



A continuacién se presentan los diferentes estados topolégicos del ADN:

CRIAHAD

DHA sugerenrolidda aegativamente

I

m"’m‘\\
7 Y
4 )
¢
y /

\?“T/
AR

ONA superentalisda positivamants

Figura 1.3 Formas estructurales mas comunes del ADN.

Para 1973 ya se reconocia la importancia del proceso de intercalacion,
es decir, la insercién de un anillo aromatico plano entre los pares de bases dél
ADN, y en el trabajo de Gabbay, E.J." se estudia la influencia del factor estérico
del sustituyente en e} compuesto intercalante. Reportan estudios de viscosidad,
DC, T, y didlisis de varios péptidos, en donde, no solo se observa una
dependencia de los resultados encontrados con el sitio de intercalacion, sino
también con las estrutturas primarias involucradas. Adicionalmente reporta su
trabajo realizado con una serie de cationes sustituidos dela N-metilfenantrclina:

13



Figura 1.4 N-metilfenantrolina.

utilizando como R a grupos H, CH, y CgHs, dentro de los que se encuentran la
4,7-dimetil-N-metilfenantrolina y la 4,7-difenil-N-metilfenantrolina, siendo éste el
Gnico ejemplo de catién no planar que se maneja. Con ello se intenta conocer
la estructura tridimensional de los diferentes. sitios intercalantes del ADN. A
excepcion de la 4,7-difenil-N-metilfenantrolina los demés cationes planares se
intercalan entre las bases del ADN. Esto se explica debido a la presencia de los
sustifuyentes fenilo volumingsos que se encuentran fuera del plano del anillo de
la N-metilfenantrolina y presentan impedimento estérico para poderse infercalar.

En conclusion, e! impedimento estérico que presente el sustituyente
puede influir en ia estabilidad del ADN, lo cual se observa con un aumento o
disminucion en la temperatura de desnaturalizacion.

1.1.2 ENLACE EXTERNO A LOS SURCOS DE LA HELICE DEL ADN

Este mecanismo de enlace se da en moléculas que presentan una parte

planar aromética que se puede intercalar y una no aromética (cadena lateral) la
cual puede enlazarse a und de los surcos del ADN, en donde se presentan
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Cabe recordar® que Watson y Crick notaron que una base purinica (A y
G) siempre esta emparejada con una base pirimidinica (C y T) mediante puentes
de hidrégeno, pero que las combinaciones que se presentan de manera natural
son A-T y G-C, demostrando que sélo estos dos emparejamientos poseen la
complementariedad necesaria tipo "Ilave-cetradura" para permitir la formacion
eficiente de puentes de hidrégeno. ’

1.1.3 MODELO DE EXCLUSION DEL VECINO

En este modelo también se lleva a cabo la intercalacién de un compuesto
en la doble cadena del ADN , sin embargo se observa que la ocupacion de los
sitios disponibles a la intercalacion es de aproximadamente un 50% en la
saturacion, lo que implica que la presencia de un compuesto intercalante entre
dos pares de bases excluye al siguiente sitio disponible'.

1.2 METODOS PARA ESTUDIAR LAS INTERACQIONES EN EL ADN

Debido a que existen diversos métodos que se emplean para estudiar las
interacciones entre el ADN y cualquier otra molécula a continuacién se enlistan
los mas empleados y se describe brevemente en que consisten:

Viscosimetria,

Velocidad de sedimentacién.

Espectroscoplfa moiecular (RMN 1D, 2D, Raman, etc.).
Electroforesis.

LS N

Mediciones espectrofotométricas (UV-visible).

Los puntos 4 y 5 se detallaran més ya que estas técnicas se emplean en
el trabajo experimental.
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interacciones ligante-ligante cooperativas, simpiemente debidas a interacciones
electrostéticas®. | ]

Los compuestos que se enlazan a los surcos de la doble hélice han sido
menos estudiados y estdn menos caracterizados que los intercaladores® (ver
figura 1.5). Adicionalmente se ha estudiado la relacion existente entre los
compuestos intercalantes y secuencias gspecificas en los pares de bases en el
ADN. Algunos compuestos estudiados por Maller, W. y Gautier'®, F. han
demostrado presentar alta especificidad por las secuencias Adenina-Timina (A.
T.) lo cual les hace proponer |a hipétesis de que la interaccién especifica por
pares de bases (p.b.) AT debé ser basicamente diferente de la reaccion de
intercalacion simple que presentan muchos compuestos.

Bk Rnne
$utzn mayor

Figura 1.5 Surcos de la hélice de! ADN.

Aunque ei nimero de compuestos tanto para la categoria de intercalacion
con sacuengias Guanina-Citosina (G-C), como para fos enlazantes externos en
secuencias AT es muy grande y nos permite replantear la hipétesis anterior,
existen ejemplos reportados en la literatura en donde se sugiere que la
especificidad AT y la intercalacién son compatibles®, dé hecha, en 1985,
Wilson, W.D. et aF publican el primer ejemplo de un intercalador que presenta
gran afinidad por secdgancias AT, Esta afinidad encontrada de las secuencias
GC y AT hacia un método de interaccién especifico se ha observado de
manera experimental y no existe aln una teoria para explicar dicho
‘comportamiento.
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1. Viscosimetria:

La viscosidad de una macromolécula enrollada depende tanto de su
longitud como del espacio libre promedio entre cada vuelta de la macrocadena
enrollada. Conociendo el aumento o la disminucion en la viscosidad se puede
proponer que le ocurre a la cadena,

2. Velocidad de sedimentacion:

E! valor del coeficiente de sedimentacion de una molécula larga que no
esta fuertemente enrollada depende de la longitud de la cadena, y se espera
que sea directamente proporcional a la masa por unidad de longitud. Cambios
an el valor de sedimentacion con respecto al valor de sedimentacién del ADN
sin reaccionar indican la naturaleza de la interaccién.

3. Espectroscopia moiecular:

En contraste con la informacion disponible de los grandes cambios que
sufre la estructura del ADN, como puede ser la electroforesis, las técnicas
espectroscdpicas en disoluclon estan més limitadas en su capacidad para
discernir los aspectos conformgcidnales en gl sitio de intercalacion, sin
embargo, son muy. importantes para confirmar algunas de las caracteristicas
generales obtenidas a partir de estructuras cristalinas, pudiendo extender los
conocimientos a otros farmacos similares.

Mediante los experimentos de RMN se puede obtener informacion
especifica a cerca de la interaccion base-farmaco en el sitio de intercalacion,
por ejemplo, en mezclas de farmacos con oligo- y polinucledtidos. La
comparacion de los desplazamientos quimicos en las resonancias de protén de
los farmacos permite eliminar varios posibles tipos de interaccion.
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El uso de técnicas espectroscopicas de alta resolucion, tales como la
RMN nos permite examinar a detalle algunos aspectos del enlace del ADN con

pequerias moléculas.

4, Electroforesis:

Es un método estandar que se emplea para separar, identificar y purificar
fragmentos de ADN'', de manera simple y rapida. Ademas permite separar
fragmentos del ADN que no pueden ser separados de manera adecuada
mediante otros procedimientos. Es el método que se utiliza para determinar la
distribucién de los topoisémeros en una muestra', (los isémeros que poseen la
misma forma estructural). La movilidad de cada topoisémero esta en funcién del
nimero de enlaces que contiene, del numero correspondiente de
superenrollamientds y de la compactacién resultante de cada una de sus
formas. Ademas'!, dichos fragmentos pueden ser localizados en el gel
mediante la tincién de la molécula del ADN con bromuro de etidio, que es un
intercalante fluorescente utilizado en muy pequefias concentraciones, mediante
una ldmpara de ultravioleta.

La electroforesis en gel puede aplicarse en geles de poliacrilamida, de
agarosa o medijante pulsos. Los geles de poliacrilamida son de gran efectividad
para separar fragmentos muy pequefios de ADN. Su poder de resolucidn (5-
500 p.b.) es excelente. Sin. embargo, presentan la desventaja de ser muy
dificiles de preparar y manejar. Los geles de agarosa en cambio poseen un
menor poder de resolucion (200 p.b.-50 k.b.) pero son faciles de preparar. Los
geles de agarosa genéralmente se corren en una configuracion horizontal y con
un campo eléctrico de fuerza y direccion constantes.

Los ffagmentos de ADN mas grandes (10,000 k.b.) normalmente se

separan mediante electroforesis de pulsos, donde se cambia periGdicamente la
direccién del fijo eléctrico’' .
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5. Espectroscopia electrénica:

El estudio™ de la asociacidn de moléculas pequefas o iones con una
macromolécula involucra la determinacion de la concentracion en el equilibrio
del ligante libre y de la cantidad de ligante enlazado por unidad de
macromolécula, y esta reaccion puede ser estudiada mediante la

espectroscopia electrénica.

Las transiciones electronicas mas frecuentes que se observan en un

complejo ML donde M es un metal y L un ligante son'

« de electrones de no-enlace del ligante L,

» de electrones de no enlace del cation M, o
« de electrones de enlace entre My L.

e d—d

y en especial para estudiar las interacciones entre un complejo y el ADN el
método espectrofotométrico es de gran utilidad empleando el cambio en el
espectro de absorcion del figante que es enlazado a los 4cidos nucléicos. Es
por eso que en aste trabajo se realiza un estudio espectrofotométrico para
poder encontrar la relacion que existe entre el ADN y los compuestos de
casiopeina y a partir de los datos extraidos de los espectros electrénicos poder
determinar la constante de asociacion y el numero de sitios disponibles en el
ADN para dicha interaccion.

Empleando la espectroscopia electrénica, como una herramienta para
determinar las interacciones entre el ADN y moléculas peguefias, George
Scatchard” (1949) desarrolla un modelo probabilistico que consiste en

determinar el nimero de moléculas pequefias U que interactiian con una
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proteina o con cualquier macromolécula, en donde se supone que la
probabilidad inicial de reaccidén es la misma para cualquier U punto de la

molécula que se considera de manera independiente al resto de los puntos, es
decir, como si actuaran como moléculas independientes. Debido a que el enlace
de una molécula a un sitio especifico del ADN se explica mediante la ley de

accion de masas, para una concentracion c:

dande v = numero de moléculas pequerias
It = nimero de sitios ds reaccion de la macromolécula.
k = constante de asociacién

I' = concentracidn de moléculas pequefias'
v = porcentaje de moléculas pequerias asociadas

(n-v)
al multiplicar por p la ecuacion anterior toma la forma

= k(n-v) (Ec.2)

q|<'

.y - , . . ‘
Al graficar — contra v se obtiene una linea recta si & es constante'®. La
¢

intercepcion en el eje de las y's es kn, la constante de asociacién, y la
intercepcion con el eje de las x’s es n, el ndmero total de grUpos enlazados.

'{ a espectroscopfa electrénica solo puede cubrir un Intervalo limitado de valores de v debido a
que se deben trabajar concentraciones donde se cumpla la ley de Beer'
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La curvatura puede indicar diferentes constantes infrinsecas o cualquier
desviacién del modelo de considerar probabilidades independientes, es decir,
que en realidad, los grupos enlazados modifican la interaccién de los

subsecuentes grupos que se van a enlazar.

* Kiotz, M.”, en 1971 se refiere a que tanto los aspectos cinéticos como el
equilibrio de las interacciones entre una macromolécula y varias moléculas

pequefias se expresan de la siguiente forma:

_ nkA
Y (Fe-9)

donde r es el nimero de moles de moléculas pequefias unidas por moles
totales de proteina, 1 es el numero de sitios enlazantes en la molécula de
proteina, K es la constante intrinseca de enlace (constante de asociacion), y 4
es la concentracion molar de las moléculas pequefias no enlazadas, que se
aplica a moléculas con un solo sitio de reaccion o molécuias con una sola clase
de sitios con la misma constante de enlace intrinseca.

Para la evaluacion de los parametros de esta ecuacién se utilizan
transformaciones lineales conocidas, incluyendo la de Scatchard" (ec. 6):

11 1 1

PRy e
A 1 1

S =
¥ 1
——/—I—= kn ~ kr (Ec. 6)

y las graficas que las representan son:
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m= 1/ nk m=1/n
, €i/n A1 1k
y | /
T 1/A /I\ A r
-k -1/k

Figura 1.6 Representacidn gréfica de las 3 transformaciones lineales comunmente usadas para
la ecuaclén de enlace de un solo sitio o clase de silio en una macromolécula.

las cuales deben dar una linea recta. Si esto no sucede, deben existir una o
mas clases de sitios independientes. En este trabajo se reporta el tratamiento

matematico, las ecuaciones y |la forma de las graficas que resultan para mas de
un sitio diferente de reaccion.

En 1974 surge una revolucion del manejo de los datos experimentales
obtenidos al hacer reaccionar una macromolécula con moléculas pequerias con
el trabajo. publicado por McGhee, J.D. y von Hippel"”, P.H, en donde se hace
una CIasifigaciéh de las protelnas que interactiian con el ADN: las que se
enlazan de manera "especifica" y las "no especificas". El comportamiento de

las protefnas especificas se explica de manera adecuada mediante I ley de
accién de masas.

Las protelnas no especificas se’“p‘ueden enlazar ya sea a una cadena
sencilla 0 a una doble del ADN de manera indistinta, y presentan las siguientes
propiedades:
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+ se enlazan a cualquier secuencia del ADN con afinidades mas o

menos comparables.

+ el enlace puede ser cooperativo 0 no cooperativo con respecto a la
concentracion de la proteina.

« en el complejo enlazado, cada proteina cubre mas de una base (o
pares de.bases) a lo largo de la molécula del ADN.

En este contexto, las proteinas no especificas requieren
fundamentalmente un diferente tipo de analisis tedrico que el que requiere la
proteina especifica, y en el trabajo de McGhee, J.D. y von Hippel, P.H. se
desarrolla dicho analisis'”.

El primer paso en el andlisis de un problema de enlace es el de
determinar la cantidad de complejo enlazado (SL) en funcién de la
concentracion del ligante libre(l) y del sustrato(S), ya que se considera el

siguiente equilibrio de enlace:

K

S+L <— SL (ec.7)

para el cual al aplicar la ley de accién de masas se obtiene:

_[ Ligante enlazado] ” SL Py

[Ligante libre] L (6c8)

Al graficar los datos de acuerdo a las gréaficas de Scatchard” o de
acuerdo a la gréfica equivalente de P‘(Iotz, M. se explican las desviaciones de
la linealidad debido a la presencia de mas de una clase de sitios enlazantes, a
la interaccion ligante-ligante, 0 a ambas. Esta aproximacidn es vélida si el
ligante se enlaza a una sola unidad de la red, es decir, a una sola base o p.b,
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sin embargo, cuando un ligante enlazado cubre 2 o mas residuos de la red, lo
cual es muy comun en los sistemas bioldgicos, el sistema se complica y por lo
tanto ya no puede ser tratado por una simple relacion de Scatchard, debido a
que los sitios de enlace potenciales se sobreponen, por tanto, a cualquier grado
de enlace, el numero de sitios de enlace libres para ligantes depende no sdlo
del numero de ligantes alrededor del enlace, si no de la distribucion de los
ligantes enlazados en la red. El resultado es una grafica curveada de
Scatchard, pero aquf esta curvatura se puede atribuir solamente como
consecuencia de la sobreposicion, y no a la cooperatividad de los ligantes

enlazados,

En este trabajo'® publicado por Klotz, M, se han derivado ecuaciones que
describen tanto al enlace cooperativo como al no cooperativo para cualquier
tamanio de ligante, tanto en una red homogénea como en una heterogénea. Los
datos experimentales son analizados mediante la técnica de minimos
cuadrados, y se obtiene la ecuacion de enlace homéloga a la de Scatchard:

V | I - nv "o |
L= K (1- '
L =m0y e

en donde:

.« Vv es la densidad de enlace (en unidades de moles de I;gante
enlazado por moles de los lugares totales de la red).
» 1 es el numero de sitios de enlace libres de la red.
« K eslaconstante de asociacién intrinseca.
» L esla concentracion de ligante libre (en unidades de ‘moles de
ligante por litro).

De la ecuacion (9) se deduce que:
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si n =1, el dltimo factor se elimina y la ecuacién se reduce a la de
Scatchard (linea recta).

si n 22, el Gitimo factor es menor que la unidad, y es funcién, tanto
de n como de v, por tanto, las gréficas de Scatchard no seran
lineales y siempre caeran por debajo de la grafica clasica (ver

Figura 1.7).

. 'y . ¥V L s
la intercepcion del eje — es K (la constante de asociacién

.

4

intrinseca), y no LS como en el tratamiento clasico de Scatchard.
N

la intercepcién del eje v es l.
n

1.0

ol L

0.5 —

Flgura 1.7 Gréfica de Scatchard para un enlace no cooperativo de ligantes cuyo tamafio varia
den=1an=20 paraK=1M1.

1.3 INTERACCIONES, CU-ACIDOS NUCLEICOS

Las reacciones entre las bases purinicas, pirimidinicas, nucleésidos,
nucledtidos y polinucledtidos con iones metalicos han sido un tema muy
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estudiado. En el pasado, estos ligantes se dividieron en dos grupos: aquéllos
que contenian grupos fosfatos y los que no.

De la misma manera, se clasificaron los iones metélicos en 3 categorias:
aquéllos que interactuaban exclusivamente con una porcion de base, los que
interactuaban tanto con una base como con un fosfato y los que interactuc.an
exclusivamente con un fosfato™.

En el caso de los metales de transicion se habla de grados de enlace
tanto para las bases como para los fosfatos. Estudios de RMN de proton'®
muestran que el Cu?* se enlaza con los fosfatos y que a mayores
concentraciones de cobre o al elevar la temperatura se enlaza a las bases. En
especial el cobre puede interactuar con las bases purinicas (adenina y guanina)
en los siguientes sitios con alta densidad electranica: CgN, y Ny-Ng'®.

NN

"N

gN/

Figura 1.8 interaccion de las bases purinlcas con el cobre,

donde X = NH, para la adenina y O para la guaninay Y = H para la adenina y
NH, para la guanina.

La afinidad del cobre por las bases pirimidinicas parece ser mucho
menor, aunque faltan muchos estudios por realizar al respecto.
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1.4 COMPUESTOS DE COORDINACION

1.4.1 CISPLATING

Se conocen 44 farmacos comerciales que combaten el cancer, de los
cuales s6lo 2 poseen un metal de transicion, el platino. He aquf la importancia
de encontrar nuevos farmacos de esta naturaleza, pero que a la vez sean

mengps téxicos y menos caros que el platino.

En 1965 Rosenberg reporté el efecto citostatico de un compuesto
inorganico sintético, el cisplatino”, que marca la pauta para la sintesis de una
nueva serie de compuestos. La sintesis de dicho compuesto se hizo a finales
dei sigio pasado. En 1971 se probd clinicamente y en 1976 fue aceptado por la
FDA (Food and Drugs Administration, siglas en Inglés)'®. Se cree que el ADN
es la céjula huésped responsable de la actividad antitumoral del cis-
diaminodicloroplatino (ll), cis-DDP. Existen un gran ndmero de estudios que
intentan explicar los diferentes efectos biolégicos de este compuesto de platind
con el ADN y de la estabilidad in vitro®

H,N

H, N — Pt — ClI

Cl

Figura 1.9 Estructura del cisplatino cis-{Pt(NH3),Cl3].

E! mecanismo de accién del cisplatino ha sido un tema de gran
controversia, sin embargo, Lippard, S.J.10 propone un mecanismo cinético
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disociativo influenciado por el disolvente que se explica de la siguiente forma: la
alta concentracion de iones cloruro en plasma puede suprimir la reactividad de
el farmaco, disminuyendo su toxicidad. Posteriormente se lleva a cabo una
difusion a través de la membrana celular y el farmaco es activado mediante la
pérdida de iones cloruro (en el citoplasma, la concentracidn de iones cloruro es
~4 mM) para formar [Pt(NH;),(OH,)(OH)]* y los productos de hidrdlisis
correspondientes. Ahora el compuesto acuo se une a la cadena del ADN mas
facilmente ya que el agua es buen grupo saliente. El enlace de platino
aparentemente mata células normales y tumorales, y de una manera mas
marcada a éstas ultimas por ataque a la célula en su etapa de reproduccion. La
razén de este comportamiento puede ser porque las células tumorales se
reproducen de una manera mucho més rapida que las normales.

1.4.2 OTROS COMPUESTOS DE PLATINO

Para comprender el papel que juegan los metales en los sistemas
biolégicos, los compuestos de platino!? ofrecen ventajas:
« son moderadamente solubles en agua,
« cinéticamente inertes a la sustitucién, y
+ a diferencia de algunos otros metales de la tercera serie de
transicion, no forman 6xidos hidratados insolubles a pH neutro.

El platino es un metal que posee gran densidad electrénica, y capacidad
de formar enlaces con polinucledtidos, y se reportan los resultados obtenidos de
estudios de fluorescencia que indican que compuestos de platino con ligantes
planares aromaticos, como el [(terpy)PtCI]*, llevan a cabo la intercalacién?®,

En un trabajo realizado por Howe-Grant, M. y Lippard, S.J. en 19792 se
estudian varios factores involucrados en el enlace de compuestos
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intercaladores de platino con el ADN, dentro de los cuales se encuentran la
importancia de la estructura del intercalador, la composicion de las bases de!
ADN Yy las interacciones de carga electrostaticas, y esto es posible mediante la
variacion de la naturaleza del ligante del complejo de platino, del ADN y de la
fuerza idnica del disolvente del medio.

1.4.3 COMPUESTOS CON FENANTROLINA

Se ha observado mediante sjemplos de fenantrolinas sustituidas, que los
grupos electrodonadorss, como es el caso de los grupos metilo, modifican el
valor de la longitud de onda de compuestos de coordinacion con diferentes
metales, desplazandola a valores mas grandes™.

Bjerrum demostré en una serie de complejos de coordinacion que en los
compuestos sustituidos, comparandolos con sus respectivos compuestos no
sustituidos, la estabilidad esté directamente relacionada con la basicidad del
ligante. Los compuestos con metilfenantrolinas se espera que sean mas
estables que las fenantrolinas respectivas', ya que un sustituyente metilo
enlazado en una base aromatica como lo es la fenantrolina o la piridina
incrementa la basicidad del nitrégeno.

Dentro del estudio de los compuestos que poseen fenantrolinas se
cuenta con el trabajo de Barton, J.K.%, que en 1982 reporta que compuestos
tetraédricos de Zn(ll) con fen se intercalan al ADN mediante un estudio
electroforético en donde al aumentar las concentraciones de el farmaco se
observa que la cadena duplex del ADN se desdobla mas, dando pauta a un
superenroliamiento positivo, y a un polimero mas compacto que posee una
mayor movilidad. |
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Dos afos mas tarde, Barton, J.K. reporta el estudio de compuestos
octaédricos de Ru(l)® y de Co(lllY con fen, y propone nuevamente
intercalacién, mediante un decremento y pequefio desplazamiento en la banda
de absorcién debida a la transferencia de carga metal-ligante en el espectro
electrénico en la region del visible (efecto hipocrémico), lo cual es un
comportamiento caracteristico de la intercalacion®,

Sigman, D.8* # y otros® ¥ % ® reportan la actividad como nucleasa
oxidativa del complejo de cobre Cu(fen),*(l), el cual es tetraédrico, sin embargo,
se hace notar que si se emplea la fen sustituida en la posicién 2, 0 2y 9, ya sea
por metilos o fenilos la actividad se bloquea, al igual que en el caso de la
sustilucién en las posiciones 4 y 7 de la fen por fenilos (batofenantrolina), por lo

cual sugiere la presencia de una geometria diferente en este tipo de
compuestos.

5 6
4 7
4@ O)e
2 N 9

7~

/ +

C
~
~
XS \

Figura1.10 Complejo Cu(fen),*.

Dentro de la misma area de i,nvestigacién,‘ Tamilarasan, R. reporta en
1989% que los compuestos Cu(dmp),* y Cu(fen),*, interactian en el surco

~menor, y no intercalandose. El compuesto Cu(bep),' en cambio paréce actuar

de manera diferente debido a la rigidez de la estructura, tal vez mediante la
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intercalacion en el surco mayor del ADN, lo cual corrobora en sus estudios
publicados un afio mas tarde™.

Thederahn, T.B.¥ en 1989 hace un estudio cinético de la actividad
nucleasa de compuestos de cobre con fen sustituida en diferentes posiciones y
concluye que:

« un compuesto con sustitucién 5 en la 1,10-fenantrolina puede ser
facilmente acomodado en el surco menor del ADN, ya que estos
sustituyentes estan expuestos a un ambiente acuoso, y por tanto;
interfieren poco en el enlace.

+ en contraste, el proceso de intercalacion, preferido por
compuestos con geometria plana, sera sujeto a interferéncias
estéricas por sustituyentes voluminosos en esta posicién 5.

+ laestabilidad de los complejos ADN-1,10-fenantrolina-cobre puede
ser influenciada sustancialmente por sustituyentes en las
posiciones 3-, 4-, 7-, y 8-ya que estan en contacto con la superficie
del surco menor. ‘

o la sustitucion por grupos metilo en las posiciones 3- y 8-
desestabiliza los complejos intermediarios, mientras que en las
posiciones 4- y 7- la desestabilizacion es tolerable.

+ sin embargo, sustituyentes mas grandes como los fenilos en las
posiciones 4- y 7- produce un complejo que es marcadamente mas
especifico que la fen.

+ la coordinacidn del complejo 4,7-difenil-fen-cobre al surco menor
es desfavorable, y tal vez procede a través del surco mayor.
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1.4.4 SISTEMAS L-M-L":

-

Los compuestos ternarios L-M-L" en donde uno de los ligantes es la fen,
y el otro ligante es un aminoacido han sido objeto de estudio en cuanto a las
relaciones entre el ADN y los aminoécidos en sistemas biolégicos™. Se puede
recordar brevemente que las posibles interacciones entre un a.a y el ADN
pueden ser:

« puente de hidrégeno entre el a.a y las bases del acido nucléico,

» interacciones polares entre grupos amonio cargados positivamente
de los aa y grupos fosfato cargados negativamente de los
nucledtidos,

» fijacidn de anillos aromaticos entre las bases purinicas y
pirimidinicas,

* interacciones hidrofébicas.

» también se ha observado que pueden ocurrir 2 interacciones a la
vez dando lugar a la cooperatividad.

Las interacgiones polares de 10s sistemas L-L' se modifican mediante la
presencia de un ion metalico formandose los compuestos ternarios antes
mencionados, por ejemplo se observo que existia interaccién hidrofébica entre
un sistema con anillo aromatico y un grupo isopropilo, tal es el caso del
complejo‘ de la fen con la leu, en donde dicha interaccion se vid incrementada
con la presencia de un metal™.

Fischer, B. E.*, hace un estudio mas detallado sobre las interacciones
hidrofébicas que se generan entre dos grupos alifaticos o entre un alifatico y un
aromatico. Selecclond un grupo de aminoacidos con diferentes cadenas
alifaticas, ya sea lineales como lo son la alanina, el &cido a-aminobutirico, o con
cadena ramificada como la valina, leucina e isoleucina, y ligantes aromaticos
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como la bipy o la fen. Los metales fueron el Cu? y Zn2*. Se observa que la
estabilidad que presentan este tipo de compuestos ternarios es mucho mayor
que las especies de los sistemas binarios, y parece ser que esto es debido a
interacciones hidrofébicas intramoleculares entre ia cadena de los aminoacidos
y los anillos aromaticos de Ia fen, ya que dicha cadena es lo suficientemente

grande para alcanzar al anillo aromatico.

Se propone un equilibrio intramolecular en solucién de los siguientes
isomeros entre la forma "abierta”, es decir, en donde no existen interacciones
hidrofébicas, y la "cerrada" donde sl existen:

(N\M/()) K
N/ \[‘\_jLLL :

Figura 1.11 Equliibrio intramolecular en solucién del sistema L-M-L".

en donde K es la constante del equilibrio intramolecular.

K = [M(Ar)(a.a) a;eﬁo]
T ar F
[M(Ar)(a.a) cerrado] (B 10)

y Ar es el anillo aromatico, a.a es el aminodcido y M es el metal. En este
articulo, Fischer*® reporta el valor de esta constante para un gran numero de
sistemas ternarios.
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1.4.5 CASIOPEINAS

Dentro de los métodos mas comunes para combatir el cancer se
encuentra la quimioterapia, y dentro de la quimioterapia se sabg que el
cisplatino y el carboplatino (el cual, aunque es menos toxico que el cisplatino es
mas caro) son los unicos compuestos inorganicos que funcionan como
anticancerigenos, ademas de ser los Unicos ampliamente estudiados hasta el
momento y estar aprobados por la FDA. Es por eso que muchas de las
comparaciones de los resultados obtenidos experimentalmente con la familia de
las Casiopeinas se comparan con los del cisplatino. A pesar de la actividad
antineoplasica demostrada del cisplatino, existen muchos tumores que son
refractaris a dicho farmaco, ademas de que presenta una alta toxicidad. Este
hecho ha estimulado el disefio, la sintesis y la evaluacién de muchos nuevos
agentes en la blsqueda de compuestos activos con una menor toxicidad.

Con este prop6sito se ha desarrollado en nuestro grupo de investigacion
el diseflo, la sintesis y la caracterizacion de nuevos compuestos de

coordinacién®®

con potencial antineoplésico. Estos nuevos compuestos
desarrollados son alrededor de 90; se han evaluado 6 compuestos que han
demostrado actividad antineoplasica in vivo, y se han patentado 22 compuestos.
Estos compuestos son a base de cobre |l y se les ha llamado Casiopeinas, cuya
férmula general es [Cu(A)(B)]X. Para la familia de la Casiopeina I’ A = 4,7-'
difenil-1,10-fenantrolina, B = aminoacido y X = NO," (ver figura 1.12); lo que
varfa es la naturaleza del aminodcido. Para la familia de la Casiopeina Il A =
4,7-dimetil-1,10-fenantrolina, B = aminoacido y X = NO;".
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Figura 1.12 Estructura de Rayos X dela Casiopeina | con gli.

A continuacion se presenta la figura que representa los diferentes
aspectos que constituyen las partés fundamentales del proyecto de desarrollo

de nuevos farmacos antineopldsicos:
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Disefio

J

Sintesis y caracterizacion (1)

Determinacion de propiedades fisicoquimicas (2)

Evaluacién de actividad antineoplasica:
in vitro  (3) in vivo (4)

Estudios fafmacolégicos y toxicologicos (5)

Estudios pre-clinicos (6)

\”
Clinica veterinaria (7) y

humana (8)

/

———-,--———)l Modelaje y mecanismo de accién (9)

Relacién estructura-actividad (10

Figura 1.13 ‘Desarrollo de nuevos farmacos.

Las etapas (2) a (7) se encuentran en grados de avance diferentss, la
etapa (8) se encuentra en proceso de planificacion, la etapa 10 se iniciara
cuando se haya avanzado mas en los puntos 7, 8y 9,

La etapa (3) se ha realizado en colaboracién con el Instituto Nacional de
Cancerologfa. Se han evaluado tres Casiopelnas, la |, la Il y la lll sobre cultivo
de tejidos de tumores cérvico-uterinos usando como farmacas control, el
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cisplatino y la mitomicina. Los resultados muestran que el efecto citostatico de
las Casiopeinas es muy similar a los de los farmacos control.

La etapa (4) se ha llevado a cabo de acuerdo a los protocolos de
cernimiento de nuevos productos del National Cancer Institute sobre modelos
murinos, con las lineas tumorales Ly, Byg, ¥ Sigo- LOS fArmacos control fueron
cisplatino y 5-furacilo. Los resultados muestran que para la primer linea tumoral
‘Ia casiopeina Il} es la mas efectiva, mientras que las Casiopeinas | y |l

mostraron mayor efectividad para la tltima linea tumoral.

Se ha evaluado la toxicidad (LD50) en ratas y ratones dentro de la etapa
(5) para las tres casiopeinas, y también se conoce la dosis letal en perros para
diferentes vias de administracion de la casiopeina |. En esta misma etapa se ha
llevado a cabo un estudio farmacocinético de las 3 casiopeinas en raton y rata.

En el punto (7) se ha llevado a cabo el tratamierto de tumores
espontaneos en perros y tumores espontaneos y transladados en gatos.

Como parte de la etapa (9) se ha obtenido la capacidad mutagénica de la
Casiopeina | con el método de andlisis de la drosophila melanogaster, en donde
se muestra que la casiopeina act/aa via ataque al ADN ya que se encuentran
cambios somaticos en las moscas adultas después de la ingestion de
casiopelna durante el estado larvario.
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2.- HIPOTESIS

Se observara mediante el estudio de algunos compuestos de la familia de
las casiopeinas | y Il con el ADN, algun tipo de interaccion entre los compuestos
de coordinacion y el ADN.

Por ofra parte, ya que existen compuestos planos que se intercalan al
ADN debido a su geometria y con base en la revisidn bibliografica hecha sobre
el tema se sugiere que la intercalacion es el método mediante el cual
interactlan las casiopeinas con el ADN.

Se espera observar alguna diferencia en cuanto a la manera de
interaccion de las casiopeinas | y Il al cambiar el tamafio y la naturaleza quimica
de los sustituyentes con respecto a la estructura terciaria de la molécula del
ADN., ‘
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3.- OBJETIVOS

Los principales objetivos de este trabajo son:

o Evaluar el método experimental adecuado que permita obtener resultados

confiables y una facil manipulacion del ADN.

« Analizar la posible interaccion de las casiopeinas con el ADN,

Evaluar si existe dicha interaccion.

y Si existe;

que factores intervienen en el proceso.
proponer un mecanismo de interaccion.

clasificar a las casiopeinas de acuerdo a su manera de

interaccion.

proponer nuevas ideas en cuanto al trabajo subsecuente dentro
del proyecto de anticancerigenos en las diferentes etapas con
las cuales se encuentra directamente relacionado este trabajo
(ver esquema pp 36).
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4.- PARTE EXPERIMENTAL

4.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LAS CASIOPEINAS I Y Ii

Se sintetizaron y caracterizaron los siguientes compuestos de acuerdo a
la metodologia ya publicada™:

Casiopeina I: Casiopeina Il
gli gli
val val
leu leu
ile ile
ser ser
his

y se obtuvo el espectro en el IR para cada uno de ellos.

4.2 OBTENCION DEL ADN

Se llevd a cabo una maxipreparacion para la obtencion del plasmido
empleado, el cual se escogié de manera arbitraria. Los plasmidos’® son
pequeﬁas moléculas circulares de ADN que se consideran casi como
minicromosomas que se replican auténomamente dentro de la célula. Dicho
plasmido se purifico mediante el método de gradientés de CsCl, obteniéndose
asi la forma superenrollada del ADN®.
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Después de su abtencion los plasmidos se cuantificaron
espectroscopicamente suponiendo que 1 unidad de Absorbancia a 260 nm

equivale a 50 pg/mi"'.

Se obtuvieron y emplearon dos clases diferentes de plasmidos: el
pE2Kpn y el pGCY. El primero posee 4,400 p.b. y el segundo 4,377 p.b. Los
plasmidos se usaron de manera indistinta en la parte experimental ya que
ambos originan el mismo numero de bandas y posicion en los geles de agarosa.

Se utilizd la enzima de restriccion Bam HI para obtener asi la forma lineal

del ADN a partir de ia forma superenrollada. La forma lineal posee el mismo
numero de p.b. que su ADN predecesor.

4.3 ELECTROFORESIS EN GEL

Es un método estandar que se lleva a cabo debido a la migracion de
particulas cargadas a través de un campo eléctrico fijo, la cual depende tanto de
la carga como del tamafio de la partlcula que se emplea para separar, identificar
y purificar fragmentos de ADN'' de manera simple, rapida, ademés de ser capaz
de separar fragmentos del ADN que no pueden ser separados de manera
adecuada mediante otros prob,edimie'ntos. Es por esto que se decidio Qtilizar
esta técnica para comprobar si existe 0 no interaccion entre el ADN y las
Casiopeinas.

4.3.1 PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA
El buffer de TBE 1X (Tris, 4cido bérico, EDTA), el colorante azul de

bromafenol y ia $olucion de bromuro de etidio se prepararon de acuerdo a lo
descrito en la literatura®'.
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La concentracion de todos los geles de agarosa fue de 0.8%, y la forma

de preparacion fue la siguiente:

Se disolvieron 0.64 g de agarosa grado electroforético en 80 mi de TBE
1X en un matraz erlenmeyer. Se calentd el matraz hasta la disolucion completa
de |a agarosa, se dejd enfriar a temperatura ambiente hasta que el matraz se
pudiera tocar con la mano, se le adicionaron 5 pl de bromuro de etidio con
concentracién 10 mg/ml, se agité con la mano (utilizando guantes) y se virti6 el
gel en fa camara electroforética previamente limpia y acondicionada con los
peines electroforéticos. Se esper6 a que el gel solidificara (turbio), se retiraron
los peines y se cubrio el gel con buffer de TBE1X.

Por otra parte, se preparé una solucién patron 1 E-3 M de Casiopeina
para todos los experimentos, ya seal o ll. De esta solucion patron se hicieron 3
diluciones mas para tener asi 4 concentraciones diferentes de cada compussto:

1E-3
8 E-4
5 E-4
1E-4

Las soluciones Qe Casiopeina |, tanto para el ADN lineal' como el
superenrollado, se prepararon en etanol al 5 %, ya que los compuestos son
insolubles en agua y solubles en etanol. Todos los compuestos de Casiopeina
Il se disolvieron en agua.

, Se llevé a cabo un estudio electroforético con todos los compuestos de
las dos familias de Casiopeina, en las mismas condiciones experimentales, con

* salvo para la leu  fle can el ADN Hineal en donde se empled DMSO.
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ADN superenrollado de aproximadamente 4 k.b. y con ADN lineal de

aproximadamente 4 k.b.
Se utilizaron diferentes tiempos de incubacion (ver figura 4.1, pagina 45):
sin incubar.

10 minutos.
15 minutos.

B W N~

30 minutos.
y la temperatura de incubacion siempre fue de 37 °C.

El gel se dividid en 2 partes: la superior y la inferior, cada una con 10
carriles, por tanto se pudieron asignar 4 grupos de 5 carriles cada uno, 2 grupos
superiores, el 1y 2 (sin incubar y 10 min respectivamente) y 2 inferiores, el 3 y
4 (15 y 30 min respectivamente). Cada grupo se ennumer6 del 1 al 5.

Las concentraciones que se emplearon para cada grupo en todas las
Casiopeinas fueron:
a=1E3
b=8E-4
c=5E4
d=1E+4

Cada grupo de carriles se preparo asi:
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Carril 1
Carril 2
Carril 3
Carril 4
Carril 5

DNA 1l + disolvente 19 ul + 3 pl azul de bromofenol

DNA 1l + a 8 pl + disolvente 11 ul + 3 pl azul de bromofenol
DNA 1l + b 8 ul + disolvente 11 pl + 3 i azul de bromofenol
DNA 1l +c 8 i + disolvente 11 pl + 3 ul azul de bromofenol
DNA 1ul +d 8 ul + disalvente 11 pl + 3 ul azul de bromofeno!

El contenido de cada carril se prepard previamente en un tubo ependorf

estéril, y el volimen final entonces fué de 23 pl donde el contenido de los 5

carriles antes mencionado se prepar6 en serie 4 veces:

«+ El 1er grupo fueron las muestras sin incubar.

o El 20 grupo fueron las muestras con 10 min de incubacion.

o El 3er grupo fueron las muestras con 15 min de incubacion.
+ El 40 grupo tuvo 30 min de incubacion.

El tiempo de corrida de cada gel fue de aproximadamente 2 h 30 min con
una corriente constante de 50 Volts. Los acidos nucléicos se visualizaron
utilizando una lampara de UV, obteniéndose |a fotografia correspondiente.

A continuacion se presenta a manera de ejemplo un gel en donde se
muestra la distribucion y contenido del gel:
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AN Superenroliydo
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Parte inf.
del gel

conc. —> @
3er grupo 4o grupo

Figura 4.1 Distribucion y ejemplificacion de un gel de agarosa.

4.4 ESPECTROSCOPIA ELECTRONICA

Los compuestos que se estudiaron mediante esta técnica fueron:

Casiopeina ll gli
Casiopeina |l val
Casiopeina |l ser

Se prepar6 una solucién partron del buffer MES 5x10% M, la cual se
neutralizéd con acido nitrico hasta alcanzar un pH = 6.8. Se tomé 1 ml de esta
soluciéon y se llevé a un volumen final de 250 ml para alcanzar una
concentracion final de MES 2x10™* M. Con esta agua destilada y pH fijo en 6.8
se hicieron las subsecuentes disoluciones y diluciones necesarias.

45



Todo el material se limpié perfectamente con &cido nitrico diluido y se
enjuagd abundantemente, primero con agua de la liave, posteriormente con
agua destilada, y finalmente con agua con buffer MES para tener el material de
trabajo perfectamente limpio. Esto se realizo al principio de cada experimento.

Se prepararon 10 m! de Casiopeina |l (ya sea gli, val o ser) 1X10° M en
agua con buffer. De esta solucién se prepararon 25 mi de Casiopeina 2X10° M.
Con esta solucién se prepararon las diferentes diluciones con las que se
trabajo.

Se tomo6 un volumen de 1 ml con una pipeta volumétrica con la mayor
exactitud posible de la disoluciéon de Casiopeina y se verti6 en un matraz
aforado de 10 ml, después se tomaron 2 ml de la misma disolucion 2X10° M de
Casiopeina y se vertieron en otro matraz aforado de 10 ml, asi sucesivamente
para3, 4,5 6,7,8y9ml

Una vez que se obtuvieron estos 9 matraces se prosigui6 a completar a
un volumen final de 10 ml para cada uno de los matraces, es decir, al matraz
que contenia 1 ml de sol. de Casiopeina Il se le adicionaronQ ml de agua con
buffer MES, al matraz con 2 ml se le adicionaron 8 m| de agua, etc.

Nuevamente se emplearon pipetas volumetricas para adicionar el agua
restante en cada matraz para completar-un volumen final de 10 ml.  Se prefirid
seguir este camino al de aforar cada matraz hasta completar el aforo, ya que se
observo en los espectros electrdnicos que aforando se obtenian erroreé graves
en las concentraciones finales obtenidas, y ya que las concentraciones que se
estan trabajando son tan pequefias se decidi6 completar los volumenes con
pipetas volumetricas, obteniéndose asi buenos resultados. Se agitaron y
mezclaron perfectamente los 9 matraces con un vortex. De cada uno de los 9
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matraces se tom6 1 ml y se depositd en un tubo ependorf. Esta operacion se
hizo por duplicado, obteniendo asi 2 tuoos ependorf con la solucion de cada
matraz, obteniendo asi 9 pares. El ml| de disoluciéon se midié con pipetas
estériles graduadas de plastico desechables, evitando asi posibles
contaminaciones. La medicién se llevé a cabo con extremo cuidado para
obtener asi dicha cantidad en cada uno de los tubos ependorf.

Al tener asi 2 tubos ependorf con 1 mi de la sol. del Matraz 1, a uno de
los tubos se le adicionaron 10 ul de agua con buffer. Se agitd con un vortex. Al
otro tubo ependorf se le adicionaron 10 ! de una solucion de ADN 0.5 g/
suspendido en HEPES. A ambos tubos ependorf se les adiciond la cantidad de
10 pl para que la concentracion fuera la misma. Se agitd el tubo. A los
siguientes tubos se les traté de la misma forma.

Para medir el espectro del ADN solo en cada sesion; se adicionaron 10 pl
de ADN a un tubo ependorf que contenia 10 ml de agua con buffer. Se mezcld
bien.

Ya obtenidos los 19 tubos ependorf (9 con Casiopeina, 9 con Casiopeina
+ ADN y uno con ADN solo) se midi6 el espectro en la regién del UV-visible de
190 a 400 nm a una temperatura constante de 25 °C obtenida con un bafo de
agua conectado a la celda del aparato. Se cubrié el aparato con una cartulina

negra para evitar el paso de la luz del dia a la celda y evitar asi problemas de
difraccion.

Una vez medidos los 19 espectros se incubaron los 19 tubos por una
hora en un bario de agua a 37 °C. Al final de la incubacion se volvieron a medir
los espectros de los mismos 19 tubos.
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Se emplearon jeringas y agujas nuevas, estériles para verter las muestras
de las soluciones con las que se trabajd en la celda de cuarzo, es decir, una
para la Casiopeina, una para la mezcla de la Casiopeina + ADN, otra para el
agua con buffer, ofra para el blanco que fue agua con buffer + HEPES, etc.

Se empled una celda especial de cuarzo con capacidad de 1 ml. Para
limpiar la celda entre una medicién y otra, primero se enjuagd con agua
destilada con buffer dos veces, y finalmente se enjuago con una pequefia

alicuota de la solucién a medir, siempre trabajando de la concentracion menor a
la mayor.

Este experimento se realizd por segunda vez, exactamente de la misma
manera que la descrita anteriormente.
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5.- RESULTADOS y DISCUSION

5.1 ANALISIS DE LA INTERACCION DE LAS CASIOPEINAS CON EL ADN
MEDIANTE LA ELECTROFORESIS EN GEL DE AGARQSA

Primero se analizd la interaccion de cada casiopeina con el ADN
superenrollado y posteriormente con el ADN lineal, pero antes se presentaré un

ejemplo de gel con ADN superenrollado y lineal.

Se presenta la siguiente figura para facilitar el entendimiento de la
distribucidn de los carriles en los geles de los diferentes experimentos. El primer
esquema es con ADN superenrollado y el segundo es con ADN lineal. La

explicacién mas detallada de los geles se observa en la fig. 4.1 pag.45:

AUN Superenrallada AUN Lines!
ler grupo 20 grupo ler grupo 20 grupo
carrilNo. =1 2 3 4 65 123 4 5 1234 12345

— 1 1elyjada

— 1 suprirnn e DT R MY

Hada

carriles — R

Parte inf,
del gel

Figura 5.1 Interpretacion general de las bandas que presentan las dos formas topolégicas del
ADN empleadas en este trabajo en un gel de agarosa
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Se corrieron las electroforesis en gel para los siguientes compuestos:

Cas | gli
Cas | val

1.
2.
3. Caslleu
4. Caslile
5. Cas | ser

5.1.1 COMPUESTOS DE CASIOPEINA | CON ADN SUPERENROLLADO

A continuacion se presentan y analizan los resultados observados:
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Figura 5.6 Electrofore§'|rs en Gel para
Caslser 2

Debido a que la posicidn de las bandas en los geles de los compuestos
de Casiopeina i con gli, val, leu e ile con el ADN son muy similares se deduce
que la manera de interaccion es parecida; por tanto a continuacion se describe
y discute el comportamiento de las bandas observadas aplicable a los cuatro
casos anteriores (el compuesto con Casiopeina-ser se discute aparte ya que el
comportamiento es distinto):

1. Los compuestos del grupo de la Cas |, independientemente del
aminoacido que contengan, casi no modifican la forma e

intensidad de las bandas observadas en el gel.

2. Se observa una ligera disminucién en la intensidad de la banda
correspondiente a la forma superenrollada del ADN (ver figura

5.1), es decir, la que recorre mayor distancia con el paso del

‘5 Tiempo de corrida = dh. Corriepte Cte = 50V,



tiempo en el gel, debido a que es la estructura mas compacta para
este plasmido, y por tanto presenta menor impedimento para
desplazarse con la corriente del campo aplicada.  Esta
disminucion en la intensidad puede deberse a que se haya
degradado parte del ADN debido a la interaccion con el farmaco o
que simplemente se forme un nuevo aducto en donde el bromuro
de etidio sea desplazado por el compuesto de coordinacion y por
tanto ya no fluorezca con la luz UV.

La banda correspondiente a |a forma superenrollada del ADN es la
que mas se modifica, debido a que se retarda su movilidad. Esto
se acentlia a medida que aumenta tanto la concentracion de la
Casiopeina como el tiempo de incubacion entre el farmaco y el
ADN; esto es debido a que se forma un complejo con mayor peso
molecular al del ADN sin farmaco.y por lo tanto migra mas
despacio. Este efecto se atribuye sin duda a la presencia de la
Casiopelna ya que conforme la concentracion de Casiopeina
disminuye la banda adquiere la misma movilidad que la del ADN
sin farmaco.

Se observa un cambio en una de las dos bandas que corresponde
a las formas relajadas del ADN, ya que se presenta menos gruesa
y menos intensa, y este'efecto se observa con mayor claridad a
medida que se incuba con mayor tiempo la muestra, y que la
concentracion usada es mayor. En esta forma estructural dal
ADN, aunque los nucleétidos se encuentran mas alejados entre si
por estar mas relajada la molécula se alcanza a observar la
interaccién del farmaco, nuevamente, formando un aducto en
donde el EtBr no esta igualmente intercalado al ADN como al
principio.
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5. Laforma lineal del ADN practicamente no se madifica.

Ya que el compuesto Cas | ser se comporta de manera diferente a los
anteriores se analiza por separado:

1. Inclusive en el grupo 1 (ver parte exp. pag. 43) donde no se incubo

el ADN ni la Casiopeina se observan cambios y desapariciones

tenues en las bandas asignadas a las formas relajada y

superenrollada.

2. Alos 10 minutos de incubacién (gpo. 2, pag. 43), se observa mas
notoriamente disminucion en tamafio e intensidad de la banda de
la forma superenrollada.

3. Con 15 min de incubacién (gpo. 3) se tiene el tiempo necesario
para que la Casiopeina interactte con todas las formas presentes
del ADN, inclusive con la lineal, observandose un barrido en la
banda, al igual que para la forma relajada (ver fig. 5.1, pag 49).
Para las concentraciones mayores, se observa la desaparicion de
la banda relajada, y a una concentracion un poco menor se
observa nuevamente el barrido. Parece ser que la interacoidn
menos fuerte es la que se observa con el barrido de'la banda, lo
cual se explica mediante el rompimiento de la cadena del ADN, y
posteriormente, cuando la interaccion es mas fuerte (mayor
concentracion o tiempo de incubacién) desaparece la banda por
completo, tal vez rompiendo por completo al ADN o bien formando
un nuevo complejo que ya no fluorece en el UV.

4, Enlaforma superenrollada (fig. 5.1), desde los 15 min se observa

la desaparicion completa de esta forma de ADN al interaccionar
con la Casiopeina, en cualquier concentracion usada.

54



5.1.2 COMPUESTOS DIE CASIOPEINA 1 CON ADN LINEAL

Los compuestos que se estudiaron son los siguientes:

1. Caslgl

o

Cas | val
Caslleu

Caslile

o > W

Cas | ser

En todos los geles unicamenle se observa una banda debido a que solo

esta presente la forma lineal del ADN (ver fig. 5.1).

A continuacion se muestran y analizan los resultados:

Figura 5.7 Electroforesis en Gel para Cas | Figura 5.8 Electroforesis en Gel para
gli 7 con ADN lineal Cas | val"8 con ADN lineal

:7 Tiempo de corrida = 2.5h. Corriente Cle. = 0 V.
Tiempo de corrida = 2.5h. Corriente Cte. =50 V.



Figura 5.9 Electroforesis en Gel para Cas | Figura 5,10 Electroforesis en Gel para
leu'? con ADN lineal Cas lile*10 con ADN lineal

Figura 5,11 Electroforesis en Gel para
cas I ser' 1! con ADN lineal.

:9 Tiempa de corrida = 2.6h. Cortiente Cle. = 50 V
Tiempo de corrida = 2.5h. Conienta Cte. = 50 V.
Tiempo de corrida = 2.5h. Cortiente Cte. =50V,
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El comportamiento que se observa para casi todos los geles de estos

compuestos de Casiopeina | es el mismo:

1. La interaccion aumenta al aumentar la concentracion de la Casiopeina y el
tiempo de incubacion.

2. Se observa una clara interaccién de los compuestos de Casiopeina | con el
ADN lineal, ain sin requerirse de la incubacion para ser observada en la
mayoria de los casos, ya que se observa un barrido de las bandas en las
tres concentraciones més altas, lo cual se puede explicar mediante el corte o
la degradacién de la cadena del ADN por la Casiopeina. La concentracion
mas baja que se utilizé no fue suficiente para poder observar aigin cambio.

3. También se observa un retardo en la movilidad de Ia banda, es decir, una
curyatura entre los 5 carriles qué constituyen cada grupo (ver figura 5.1), ya
que la banda que corresponde a la concentracion mas alta de la Casiopeina
avanza menos en el gel que la banda del carril en donde rio hay Casiopeina,
asi, conforme la concentracion de Casiopeina va disminuyendo, la
interaccion va siendo menor y la movilidad de la banda se va asemejando 2
la de la banda sin Casiopeina, por eso se observa una curvatura. Este
fenomeno se explica debido a que el compuesto de coordinacién
interacciona con el ADN formando un nuevo complejo que posee una
estructura mucho mas abierta y ademéas es mas gfande, por lo tanto tarda
mas tiempo en moverse.

4. A medida que aumenta el tiempo de incubacién, ademas del barrido de las
bandas se observa una disminucién en la intensidad de las mismas, ya que
la concentracion del ADN inicial libre ya no es la misma porque una parte ya
reacciond con la Casiopeina. ‘
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Debido a que tanto la Cas | leu como la Cas | ile son insolubles en agua y
parcialmente solubles en etanol al 5§ % (ver parte experimental pag. 42), y que
los geles de electroforesis en este disolvente no mostraron ninguna interaccion
apreciable, se decidi6 llevar a cabo la electroforesis de dichos compuestos en
DMSO para descartar |a posibilidad de que la falta de interaccion se debiera al
problema de la solubilidad. El compuesto Cas | ile, a pesar de estér disuelto en
otro disolvente presenta el mismo comportamiento descrito anteriormente que
para los demés compuestos. El compuesto con leu no presenta interaccién, y
esto puede deberse a problemas de solubilidad.
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5.1.3 COMPUESTOS DE CASIOPEINA I CON ADN SUPERENROLLADO

Los compuesios que se estudiaron son los siguientes:
1. Casllgli

2. Casllval

w

Cas |l leu
4. Casllile
as |l ser

C
6. Caslihis

y las electroforesis en gel de agarosa obtenidas se muestran a continuacion:

LT
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Figura 5.12 Electroforesis en Gel para Cas || Figura 5.13 Electroforesis en Gel paré
gli 12 con ADN superenrollado Cas Il val"13 con ADN superenrollado

12 Tiempo de corrida = 3.5h. Corriente Cle. = S0V,
Tiempo de corrida = 16h. Cornente Cle. = 10V,
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Figura 5.14 Electroforesis en Gel para Cas Il Figura 5.15 Electroforesis en Gel para
leu*14 con ADN superenrollado Cas I1ile™5 con ADN superenollado
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Figura 5.16 Electroforesis en Gel para Cas Il Figura 5.17_ Electroforesis en Gel para
sor' 18 con ADN superenroliado Cas Il his™ 17 con ADN superenrollado

1‘ Tt de coinda = 3 Corriente Cte = S0V
'1‘4” no de coinda = 3h Co le = 50V
H: Tienipo de cotnda = 166 =AY

" Tiempo de cornda = 160 Cunignle Cle. s 10w
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Aunque se observan diferentes grados de interaccion, en general, todos
los compuestos de esta familia de las Casiopeinas interaccionan fusrtemente
con el ADN superenrollado. A continuacién se presenta una discusion sobre los

fenémenos observados, la cual se aplica en general a todos los compuestos:

1. El grado de interaccién es proporcional a la concentracion del farmaco y al
tismpo de incubacion de las muestras.

2. Aun sin el tismpo de incubacion (gpo. 1, fig 5.1) se observa un ligero
barrido en las bandas, pero sobre todo, una disminucién en la intensidad
de la banda correspondiente a la forma superenrollada del ADN, y esta
disminucién es mucho mas marcada si se incuban las muestras a 37 °C,
hasta llegar a la completa desaparicion de la misma. Esto se explica
debido a que la interaccién de la Casiopeina es muy fuerte y forma un
nuevo complejo en el cual ya no esté intercalado el bromuro de etidio y por
lo tanto ya no fluorece. '

3. A medida que la interaccion se hace mas fuerte, por aumento ya sea de la
concentracién de Casiopeina o del tiempo de incubacion, comienza a
madificarse también una de las bandas pertenecientes a la forma relajada
del ADN, observandose una disminucién en la intensidad de dicha banday
una disminucion en la movilidad. En este estado topolégico del ADN los
nucledtidos se encuentran mas separados entre si que con respecto a la
forma superenrollada. Se.puede decir que el grado de intensidad es casi el
mismo para la forma superehro!l‘ada que para la forma relajada.

4. Los compuestos de Casiopeina Il son capaces de interaccionar aun con la

forma lineal de este tipo de ADN (fig. 5.1 gel izquierdo), la cual presenta
barrido de la banda en algunas ocasiones, disminucién en la intensidad 8
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inclusive en algunos casos la completa desaparicion. Se propone que las
causas que provocan estos fendmenos son las mismas que las descritas

anteriormente en casos similares.

Los compuestos de Cas Il con leu e ile, aunque presentan interaccion lo
hacen en menor proporcion, y esto puede deberse a la naturaleza quimica
de los aminodcidos, ya que son los mas voluminosos y que poseen una
cadena alifatica larga (en comparacion con la glicina y valina) y por tanto,
se vea impedida en cierta medida la interaccion y posible intercalacion de
estos compuestos en el ADN.
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5.1.4 COMPUESTOS DE CASIOPEINA Il CON ALN LINEAL

L.os compuestos que se estudiaron son:

Cas Il gli
Cas Il val
Cas I leu
Casllile
Cas Il ser
Cas Il his

I S S i e

A continuacion se presentan los resultados encontrados:

Figura 5.18 Electroforesis en Gel para Cas Il Figura 5.19 Electroforesis en Gel para
gli 8 con ADN lineal cas I val"19 con ADN lineal

:18 Tiempo de corrida = 16h, Corrlente Cle. = 10V.
Tiempo de corrida = 3h. Courlente Cte, = 50V.
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Figyra 5.20 Electroforesis en Gel para Cas Il Figura 53)1 Electroforesis en Gel para
leu™20 con ADN lineal Cas 1) ile'21 con ADN lineal
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Figyra 5.22 Electroforesis en Gel para Cas Il Figura 52? Electroforesis en Gel para
ser 22 con ADN lineal Cas I his™23 con ADN fineal
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Nuevamente se observa que el comportamiento de esta serie de
compuestos frente al ADN lineal es muy similar:

—

La interaccién es muy débil.

2, Se observa un ligero aumento en la interaccién que es proporcional a la
concentracion del complejo de coordinacion y al tiempo de incubacion,
aunque este aumento es muy pequenio.

3. Se observa un ligero barrido en la banda y retardo en la movilidad, debido
a la interaccién de la Casiopeina con el ADN, aunque nunca es de manera
intensa.

En las siguientes tablas se pueden resumir los resultados observados
para las dos series de Casiopeinas y los dos tipos de ADN:

:22 Tiempo de corrida = 3h, Corriente Cle. = 50V.
23 Tiempo de corrida = 2,5h. Corrfente Ce, = 5QV.
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ADN SUPERENROLLADO

Cambio obs. en
Compuesto | Grado de interaccion | Cambio de la Forma Formas | Forma
en general interaccién con | superenrollada | relajadas | lineal
la incubaclon
Caslgli L L L L N
Caslval L L L L N
Caslleu L M M L N
Caslile L F F L N
Caslser F F M.F F M
Casllgli F F M.F M L
Casllval M.F F M.F F L
Casllleu M F F M L
Casllile M M M L N
Casliser M.F F M.F M.F M.F
Caslihis F L M.F M.F L

Tabla 5.1 Resultados de electroforesis paralas dos familias de casiopeinas con el ADN

superenroliado.

ADN LINEAL
COMPUESTO Grado de interaccion en Gradg de la interaccion con
general la incubacién

Caslgli F F.
Caslval M M
Caslleu N L
Caslile M M
Caslser M.F M.F
Casllgli L L
Casllval M L
Casllleu L L
Casllile L L
Casliser L L
Casllhis N N

Tabla 6.2 Resultados de electroforesis para las dos famlllas de casiopeinas con el ADN lineal.

donde:

N : No existe interaccion.
L: Ligera.

M : Moderada.
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Se puede observar en general que los compuestos de Casiopeina |, para
todos los aminoécidos, interactuan ligeramente con el ADN superenrollado, es
decir, no se observan cambios muy fuertes en las bandas de los geles, a

excepcion de la ser en donde la interaccion es fuerts.

En contraste, la Casiopeina | con el ADN lineal musestra una interaccién

muy fuerte, para todos los aminoacidos.

Para los compuestos de la Casiopeina Il se puede generalizar un
comportamiento observado opuesto al de la Casiopeina |, es decir, si interactlia
fuertemente con-el ADN superenrollado y muy levemente con el ADN lineal, en
todos los casos.

Al parecer, la interaccion entre el complejo de coordinacion y la
estructura terciaria del ADN esta directamente relacionada con el sustituyente
de la diimina, ¥ en menor proporcién con la naturaleza cuimica del aminoacido
que se encuentra directamente unido al atomo de cobre de las Casiopeinas. Es
por estp que se observan tendencias generales al comparar la reactividad de la
familia de las Casiopeinas y la estructura terciaria de la molécula del ADN, y
solamente se observan diferencias en algunos casos particulares para una
misma familia en donde el comportamiento es diferente.

Se sabe que compuestos de cobre con geometria plana y sustituyentes
voluminosos como pueden ser las fenantrolinas, (como en la Casiopeina 1),
dificilmente interactlian con el surco menor del ADN ya que se presentan
muchos impedimentos estéricos, pero si es viable la interaccién mediante el
surco mayor. Debido a esta rigidez en la estructura que presentan estos
compuestos se ha observado cierta limitacion en cuanto a las maneras de
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interaccionar con el ADN, y se ha propuesto a la intercalacion como el

mecanismo de interaccion con el ADN>'#,

Debido a esta rigidez en la estructura de las Casiopeinas |, complejos
planos en donde la diimina coordinada al cobre es una fenantrolina disustituida
en las posiciones 4,7- por dos fenilos, y debido a la estructura muy compacta
que se obtiene en el ADN superenrollado en donde las interacciones entre las
bases nitrogenadas son muy fuertes, es dificil que se presente una fuerte
interaccién entre ambas estructuras rigidas. Cuando se trata de la forma lineal
del ADN se contempla el caso contrario, en donde la cadena duplex esta
totalmente relajada y las interacciones que se dan entre las bases del ADN son
menores, por lo tanto, le es mas facil al compuesto de Cu interaccionar y la
respuesta observada es mucho més fuerte.

En cuanto a compuestos de fenantrolina con sustituyentes metilos en las
posiciones 4,7-, como lo es la Casiopeina ll, el tamafo de los sustituyentes
disminuye notablemente y el impedimento estérico es menor. Estamos hablando
de un compuesto con una geometria mucho mas flexible la cual puede llevar a
cabo interacciones via surco mayor e inclusive interacciones via surco menor™
2 Con base en el andlisis anterior y en la informacién bibliografica reportada
se puede proponer que la interaccién entre la Casiopeina I y el ADN
superenrollado se vea favorecida, ya que es "facil’ para el compuesto
interaccionar con varias de las porciones del ADN, las cuales se encuentran
juntas y disponibles, y la intercalacion se veria favorecida. En cambio, para el
ADN lineal, aqui estan mas alejadas las bases y por tanto las probabilidades de
que el farmaco interaccione son menores.

Durante una electroforesis en gel de agarosa, la migracion de la molécula

del ADN es una funcién tanto del tamafio como de la conformacién de la
molécula, y las diferencias en la movilidad electroforética son resultado
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Gnicamente de diferencias en la conformacion del plasmido®. En todos los
casos analizados en donde se observa un cambio en la movilidad de la banda
en el gel se obtuvo un retardo. Esto solo se puede explicar mediante la
formacion de un complejo entre el ADN y el fArmaco en donde éste abra o
desenrolle a la cadena superenrollada del ADN, la expanda y forme asi una
estructura que migre més lentamente en el gel. Esto puede explicarse mediante
un superenrollamiento negativo, es decir, un desenrollamiento de la doble

hélice, en sentido opuesto al de las vusltas que la enrollan®.
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5.2 ESPECTROSCOPIA ELECTRONICA

El método espectrofotométrico se basa en el cambio observado en el
espectro de absorcion del ligante que es enlazado a los acidos nucléicos para
determinar si existe interaccion y de que tipo. En este trabajo se llevd a cabo un
estudio espectroscépico para estudiar el tipo de interaccidn existente entre las

casiopeinas y el ADN.

Se obtuvieron los espectros electronicos en el UV-visible para los
siguientes compuestos:
Cas Il gli
Cas Il val
Cas ll ser

Se emplearon 9 concentraciones para cada uno de los 3 compuestos, las
cuales se escogieron arbitrariamente y siempre fueron las mismas en todos los
experimentos y para los tres compuestos, en donde C, es la mas pequefay C, es
la m4s grande. Los aumentos en las concentraciones para llegar de C, hasta C,
son exactamente iguales entre concentracién y concentracion, y son lag
siguientes:

C,: 1.98E-6 M
C,: 3.96E-6 M
Cy: 5.94E-6 M
C,:7.92E6 M
Cs: 9.90E-6 M
Cg: 1.188E-5 M
C,: 1.386E-5 M
Cs: 1.584E-5 M
Co: 1.782E-5 M
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y unicamente se van a analizar los espectros en la region del UV, ya que la
banda que se observa en la region del visible asignada a transiciones d-d del
metal es mucho menos intensa, y no es posible observar dicha banda debido a
que no se pueden usar concentraciones mas grandes de casiopeina en los
experimentos porque la concentracion del ADN que se puede emplear es muy
pequefia, por lo tanto se obtendrian los espectros en diferentes escalas, y los
cambios que se desean obtener, si es que existe interaccion entre las

casiopeinas y el ADN no se observarian y serian muy dificiles de cuantificar.

5.2.1 COMPUESTO CAS Il gli:

A continuacién se presentan los espectros obtenidos para las 9

concentraciones a 25 °C:

Cas Il gli T.A.

09 |- . c1

Absorbancia

i P

1.
350 400

Longitud de Onda (nm)

Grafica 5.1 Espectros electronicos de la Cas Il gli a 25 °C.
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y a continuacion se presenta la grafica de absorbancia vs. concentracion a 3
diferentes longitudes de onda que fueron escogidas arbitrariamente alrededor
de los 272 nm, que es donde se presenta el maximo de absorcién que
corresponde a las transiciones electrénicas entre los orbitales n del anillo de la
fenantrolina y es ahi en donde se van a analizar los subsecuentes cambios en
los espectros:

Cas Il gli T.A.
06 | *
X
i . e 260 nm
— x x 272 nm
g 0.4 Ed A 282 nm
° i)
n~ X ¢
< 0.2 - . - - e Fe L3
X - o e
i * e . =
"oy x
0.0 |- an ™
] A 1 i i A s ke ]
0.0 5.0x10°® 1.0x10° 1.5x10°8 2.0x10°%

Concentracion M

Grafica 5.2 Grafica de Abs. vs concentracion para la Cas Il gli a 260, 272 y 282 nm a 25 °C.

en donde se observa que se obtuvo una linea recta, obteniendo una correlacion
alos 272 nmde 0.99782.

En los otros valores de longitud de onda también se observa una recta,

pero solamente se procedera a utilizar la longitud de 272 nm porque como se

observa en la grafica, AA/AC es mayor.
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Se ajustd al O la linea recta a los 272 nm y la pendiente obtenida (¢
=31037) es ahora el valor del coeficiente de extincién (gréfica 5.3). Con este
valor se recalculd el valor de absorbancia a 272 nm para las soluciones de
casiopeina sola (es decir, sin ADN), ya que las concentraciones son conocidas,
mediante la ecuacién A=glc. A estos nuevos valores de absorbancia de la
casiopeina sola se les sumo el valor de absorbancia del ADN solo (sin
casiopeina) a 272 nm, que siempre es el mismo ya que la concentracién del
ADN es constante, y finalmente, a este valor de absorbancia, se le resté el valor
de absorbancia para el complejo ADN-Casiopeina (grafica 5.4) formado a partir
de la mezcla experimental del ADN y las 9 diferentes conceritraciones de
casiopeina empleadas, todo esto a T.A. (Grafica 5.5).

Cas |l gli T.A ajustada a 0

0.6 |- ©
[ ]
~ -~ /
a ..
o
~ 0.4 I~
g o e 272nm |
< - e
Data: cas i gli T.A.
L. Model: lineald
0.2 b~ L Chi®2 = 0.00393
. e = 31037
B e /.’.
0.0 o N 1 . i " 1 . .
0.0 5.0x10°® 1.0x10°® 1.5x10°% 2.0x10°%

Concentracion M

Gréfica 5.3 Gréfica de absorbancla vs concentracién ajustada a 0 para la Cas Il gli a 25 °C..
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Cas il gli+ ADNT.A.
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Absorbancia

)
400
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Gréfica 5.4 Espectros electronicos de la Cas i gli + ADN a 25 °c.

En la grafica 5.4, la forma del espectro es parecida a la del espectro de la
casiopeina sola, salvo que a medida que se aumenta la concentracidén de
casiopeina (a una concentracién de ADN constante) el maximo de absorbancia
alrededor de los 272 nm se va desplazando hacia la derecha (efecto

batocrémico).
Aqui se presenta la gréfica que se obtiene de graficar el valor de

absorbancia que es producto de la operacién algebraica antes descrita contra la

concentracion:
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Cas Il gli T.A.
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Gréfica 5.5 Grafica del valor de absorbancia resultante vs concentracion de la Cas Il gli a 25 °C.

y de acuerdo a la forma de la grafica se puede decir que la reaccion puede ser
explicada mediante un modelo de enlace simple, ya que la tendencia que se

observa en la gréfica es clara.

A continuacion se presentan todos los espectros de las mismas muestras
antes estudiadas pero ahora después de haber sido incubadas por 1 h a 37 °C
con la finalidad de observar si es que existe algin cambio fundamental de
dichos compuestos después de ser sometidos a esa temperatura (muy parecida

a la fisioldgica).

En el espectro del ADN solo (sin casiopeina) se observa basicamente el
mismo tipo de espectro, la Unica diferencia es un pequefio aumento en la
absorbancia en general en todo el espectro en el caso de la incubacion, pero
esto se explica debido a una probable evaporacion del disolvente durante el
bafo Maria, pero la forma de la banda y su valor de absorbancia maxima no

varia.
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Gréfica 5.6 Espectros electronicos del ADN solo incubado a 37 °c y Sin incubar a 25 °c.
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Gréfica 5.7 Espectros electronicos de la Cas Il gli después de incubar 1 h a 37 °c.
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Observamos que aun después de la incubacion se mantiene la linealidad

y se sigue trabajando bajo la ley de Beer, sobre todo alos 272 nm:

Cas Il gliincubada 37 C

0.6
-
L X

-

ol ® 260 nm
~ 04 X x 272 nm
2 4 282 nm
o) i oy

£ K I
g 02 f ‘ ) x - *
i - K i
L .
i -
0.0 } " ®
1 i 1 1 i 2 1 i 1]
0.0 5.0x10°8 1.0x10°° 1.5x10°8 2.0x10°8

Concentracion M

Grafica 5.8

Grafica de ahsorbancia vs concentracion de la Cas Il gli despugs de incubar 1 h a 37 °C.

Nuevamente se ajusta a O la linea recta obtenida a los 272 nm para

calcular un nuevo valor de absorbancia de la casiopeina sola mediante el

coeficiente de extincion extraido de la pendiente, cuyo valor es de 60320, el

cual se increment6 casi al doble después de la incubacion.
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Grafica 5.9 Grafica de cas !l gli incubada a 37 °c y ajustada al 0.

Este es el espectro del compuesto del farmaco con el ADN después de

incubar, y se sigue observando el mismo corrimiento del maximo de absorcion a

valores de mayor energia.

Absorbancia

0.0

Cas Il gli+ ADN incubada 37c

e
e et TN

350 ' w00
Longitud de Onda (nm)

Grafica 5.10 Espectros electronicos de la Cas !t gli + ADN incubada 1 h a 37 °C.
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Con el valor calculado de absorbancia a 272 nm para la casiopeina
incubada, el valor de absorbancia de!l ADN solo incubado y el valor del
compuesto farmaco-ADN incubado, se obtuvo la siguiente gréfica, de la misma
manera que la descrita anteriormente para los compuestos sin incubar, y se
vuelve a obtener una curva, la cual se explica mediante un modelo de enlace

simple:
Cas llgli+ ADN incubada
0.8 -
[ ]
i 'ﬁ -
0.6 |- e
© .
? e
3 : [ e 272nm |
= 04} °
5 A
n®
3 ° Data: cas 1| gli intubada
L o Model: NKX/(1+KX)
< . Chi*2 = 0.0005
0.2 f- . K046219
‘ nO1.5430
[ ]
00 3 1 A 1 i 1 4 )
0.0 50010 1.0x10°% 1.5x10°° 2.0x10°

Concentracion M

Grafica 5.1
Gréfica de absorbancia calculada contra concentracion para las muestras incubadas a 37 °c.

y se puede observar que el valor de la constante de asociacién disminuyd a un
poco menes de una tercera parte del valor de |a constante sin incubar, ademas
de que el ndmero de sitios de enlace en el ADN aumenté notablemente.
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6.2.2 COMPUESTO CAS Il val.

Se llevaron a cabo la misma serie de espectros que se obtuvieron para el
compuesto con gli pero ahora con val, tanto a T.A. como con una hora de
incubacién, con el fin de conocer nuevamente el valor de la constante de

asociacion y el nimero de sitios enlazados en el ADN:

Cas |l val T.A.

Absorbancia

fo

e L N N
250 350 400

Longitud de Onda (nm)

Gréfica 5.12 Espectros electrénicos de la Cas |1 val a T.A.

y para corroborar que se estaba trabajando experimentaimente con valores de
concentracion que forman una linea recta bajo la ley de Beer se hizo la siguiente

grafica:
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Cas llval T.A.
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Gréfica 5.13 Gréfica de absorbancia vs. concentracion de la Cas Il val a T.A.

en donde se observa una linea recta en los 3 diferentes valores de longitud de
onda. En la recta a 272 nm se obtuvo una correlacion de 0.99953, y
nuevamente se va a elegir este valor de longitud de onda para las subsecuentes
gréficas y andlisis, y para poder hacer una comparacién de estos resultados con
los obtenidos con el compuesto de gii.

Se tomo la recta obtenida a los 272 nm y se ajustd la pendiente para que
pasara por el cero. El resultado de la pendiente, o bien, el coeficiente de
extincién para la Casllval a 272 nm es de 36674. Con este valor, y con los
valores de concentracion ya conocidos se calcularon nuevamente los valores de
Absorbancia de la Casiopeina. A estos valores se les sumd el valor de
Absorbancia a 272 nm del ADN y finalmente se les rest6 el valor de absorbancia
del complejo Caslival-ADN (gréfica 5.16). En este Uitimo espectro se observa,
al igual que para el compuesto con gli, una banda en 272 nm mas ancha que en
el caso de la Casidpeina sola, y conforme aumenta la concentracién de la
Casiopeina, el méximo de absorcion se desplaza hacia la derecha:
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Gréflca 5.14 Grafica de abs. vs. concentracion ajustada a 0 a 25 °C.
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Graéfica 5.15 Espectros electronicos de la Cas 1l val + ADN a T.A.
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A continuacion se grafica el resultado de la absorbancia resultante de la
operacion algebraica y se puede observar una tendencia clara en la gréfica, que
también puede explicarse mediante un modelo simple de enlace.

Cas llval T.A.
0.20 |~ LB
® ‘®
5 .
.
] .
o 015
E [ ]
3 - °
® (e 27270m |
o 0.10
(] ®
Q 3 Data: curval G
< Madal: NKX/{14KX)
005+ e Chi% = 1,7642E-5
: v K(11.0052B6
L : n0.30595
0.00 &- . ) . ) . . \ y
0.0 §.0x10°° 1.0x10°% 1.6x10'° 2.0x10"*
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Gréfica 5.16 Gréfica de abs calculada vs. concentracion para Cas |l val a 25 °C.

Se presentan los espectros obtenidos al incubar las mismas muestras
que se midieron a T .A, tanto de la Casiopelna sola, como del complejo ADN-
Casllval como del ADN, simplemente para conocer si existen cambios
moleculares fundamentales al ponerlos a 37 °C por una hora y ver si se
favorece o no la reaccion entre el ADN y la Casiopeina.

Como se menciond en la parte experimental, en cada sesion de
experimentos se midid el espectro del ADN para asegurarse de que el valor de
la absorbancia del ADN que se empleaba para h'acer los calculos era el
adecuado (ver gréfica 5.17).

En el espectro de ADN solo no se observan cambios en el ADN que
pudieran indicarnos cierto grado de desnaturalizacién del ADN, simplemente se
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observa un aumento en general de absorbancia, lo cual se puede explicar por la

evaporacion de agua debida al bafio Maria.

0.4
B
0
c 03
@
Q
-
2
a o2
<
0.1
0.0

D

NA incubado y sin incubar

sin Incubacion
con incubacion

!
200

250 300 350 400

Longitud de Onda (nm)

Gréfica 5.17 Espectro electrénico del ADN incubado a 37 °C y sin incubar.

En cuanto a la Casiopeina sola tampoco se observan cambios aparentes

en la forma de las bandas ni corrimientos en los maximos de absorbancia.

Absorbancia

Cas Il valincubada 37 C

L - i
250 300 350 400

Longitud de Onda (nm)

Gréfica 5.18 Espectros electronicos de la Cas Il val incubada a 37 °C.
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Aqui se presentan las rectas obtenidas de graficar absorbancia contra
concentracion, las cuales no presentan ningun cambio debido a la incubacion,

por lo que los complejos presentan estabilidad a estas temperaturas.

Cas It valincubada

0.8
0.6 |~ w
- 260 nm
—~ y o272 am
n 2
8 04k - A 282 nm
=] « @
A
(7] i N @
- @
- A
Q o A
0.2 - X - A
e ,\s ) -
. e KN ey
¥ = *
0.0 |~ [~ )
L A 1 i i Y J A }
0.0 5.0x10°° 1.0x10°® 1.5%10°% 2.0x10°°

Concentracion v

Gréfica 5.19 Grafica de abs vs. concentracién para 260, 272 y 282 nm de la Cas Il val
incubada.

En la recta ajustada a 0 para la Cas |l val se puede ver que el valor del
coeficiente de extincion de 35,454 no es muy diferente del encontrado para la

cas |l val sin incubar (36,674), caso contrario que para el compuesto Cas |l gli.
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Cas Il val incubada 37 C
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Grafica 5.20 Grafica de abs vs concentracion ajustada a 0 para la Cas Il val incubada.

En cuanto al complejo Cas-ADN, también se puede afirmar que no
presenta cambio significativo al incubarse una hora a 37 °C. Se puede decir que
la reaccion que se presenta entre el farmaco y el ADN se observa desde el
momento en que se ponen en contacto, después de una hora de incubacion a
esa temperatura no se observa mayor cambio en la reaccion que el que se

observo al inicio.
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Cas 1l val + DNA incubada 37 C
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Gréfica 5.21 Espectros electronicos para la Cas Il val + ADN incubada a 37 °C.

El modo de interaccidon se puede explicar nuevamente mediante un
método simple de enlace como se puede observar al comparar la curva
obtenida experimentalmente y la obtenida mediante el modelo de enlace
propuesto, en donde la constante de asociacion depende del nimero de sitios

de enlace en la molécula, n.
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Cas Il valincubada 37 C
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Gréfica 5.22 Gréfica de abs calculada vs concentracion para ta Cas Il val incubada a 37 °C.

Lo que se observa es que no existe un cambio notable en la constante de
asociacion ni antes ni después de la incubacién, ya que el valor solo aumenta
ligeramente de 1.0956ES a 1.155ES, al igual que el nimero de sitos enlazados,
de 0.306 pares de bases de ADN por cada molécula de Casiopeina a solo 0.351.
La reaccién de asaciacién Cas + ADN < Cas-ADN se desplaz6 ligeramente a la
derecha con la incubacidn.
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5.2.3 COMPUESTOQ CAS Ii ser.

Finalmente se presenta la serie de espectros obtenida para el compuesto

con serina. Primero se muestran los espectros a T.A:

Cas Il ser T.A.

c1
..e2
. C3
. c4
c5

cé
.-C8
c9

Absorbancia

01 ko
0.0.. L R PRSI ' . )
300 250 300 350 400

Longitud de Onda (nm)

R

Gréfica 5.23 Espectros electrénicos para la Cas Il sera T.A.

los cuales presentan la misma forma de espectro que los dos compuestos
anteriores, ya que los tres tipos de Casiopeina estudiad‘os, gli, val y ser
contienen como ligante a la fenantrolina, poseen el mismo numero de
coordinacion y la misma geometria.

En la siguiente gréfica nuevamente se comprueba que las
concentraciones preparadas son confiables, y que en los 272 nm es en donde
se obtiene el mayor valor de AAJAC, como se puede observar directamente de

los espectros electronicos.
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Cas llser T.A.
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Grafica 5.24 Gréfica de abs vs concentracion de Ia Cas Il ser a T.A.

y se ajusto la linea recta obtenida a los 272 nm para que pasara por el cero para
tener mejor precision en los valores, obteniéndose un coeficiente de extincion

de 41157,

Cas ll ser ajustada a 0
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Gréfica 5.25 Grafica de abs vs concentracion ajustada a 0 para la Cas Jl ser a 25 °C,
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Los espectros electronicos del farmaco con el ADN tienen la siguiente

forma:

Cas Il ser + DNA T.A.

-G

~C3
C4
C5
.. CB

. C8
Ccg

Absorbancia

P T T T o Tt N PO |

1 . 1
200 250 350 400

Longitud de Onda (nm)

0ol

Gréfica 5.26 Espectros electronicos de la Cas Il ser+ ADN a T.A.

y los espectos presentan, al igual que los dos farmacos anteriores, el mismo
corrimiento hacia valores mayores de energia al ir aumentando el valor de

concentracion de la Casiopeina.

Con el valor de absorbancia corregido para la Casiopeina sola, obtenido
de la gréfica ajustada a 0, con el valor del ADN solo para este experimento y
con el de la mezcla Casliser-ADN se abtuvo un nuevo valor de absorbancia
calculado de igual forma que para los dos casos anteriores. La grafica resultante

es la siguiente:
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Gréfica 5.27 Gréfica de abs corregida vs concentracién para la Cas il ser a T.A,

de donde podemos obtener el valor de la constante de asociacion y el numero
de sitios de enlace del ADN por cada molécula de Casiopeina. El modelo simple
de enlace se utiliz6 nuevamente para interpretar estos resultados.

El espectro del ADN solo correspondiente a este experimento, sin incubar

y después de una hora de incubacidn a 37 °C se muestra a continuacién,
mostrando ser estable frente al proceso de la incubacion.
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DNA incubado y sin incubar
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Gréfica 5.28 Espectros electrénicos del ADN a T.A. e incubado a 37 °C.

A continuacion se presentan el resto de los espectros de las muestras
anteriores después de una hora de incubacién a 37 °C en un bafo Maria.

Para la casiopeina sola no se observan cambios:

Cas |l ser incubada 37 C
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Gréfica 5.29 Especlros electrénicos de la Cas 1l ser incubada a 37 °C.
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y las graficas de abs vs concentracion siguen siendo lineas rectas. Nuevamente
se emplearan los datos Unicamente a los 272 nm.
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Gréfica 5.30 Grafica de abs vs concentracion para la Cas I} ser incubada a 37 °C a 260, 272y
282 nm,

El valor del coeficiente de extincién para la casiopeina incubada es de
38693, comparado con el obtenido de la Casiopeina sin incubar de 41157,
siendo ambos valores no muy diferentes. Esta diferencia puede deberse a que
con la Incubacién y la subsecuente evaporacion de disolvente, la concentracion
haya cambiado y por lo tanto también el valor del coeficiente de extincion.
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Cas Il serincubada 37 C
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Grafica 5.31 Grafica de abs vs concentracion a 272 nm ajustada a 0 para la Cas Il ser incubada.

Los espectros electrénicos de la Cas Il ser-ADN incubados muestran
bastante similitud con los espectros de las muestras sin incubar.

Cas Il ser + DNA incubada 37 C
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Grafica 5.32 Espectros electronicos para la Cas Il ser-ADN incubada A 37 °C.
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y finalmente, con el valor de absorbancia calculado con el nuevo valor del
coeficiente de extincién de la Casiopeina incubada, con el valor de absorbancia
del ADN solo incubado y con el valor del compuesto Cas-ADN incubado se hizo
la siguiente grafica, la cual parece ser explicada mediante el mismo modelo
simple de enlace que para los dos casos de Casiopeina anteriores. Se

obtuvieron asi los valores de la constante de asociacion y el nimero de sitios de

enlace.
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Grafica 5.33 Gréfica de abs corregida vs concentracién para la Cas |l ser incubada.

E! valor de la constante de asociacion obtenido para el caso incubado es
de 1.598ES5, un poco mayor al encontrado para las muestras a T.A. de
1.3318E5, al igual que para los nimeros de pares de bases del ADN unidos por
cada molécula de casiopeina que fue de 0.339 para el caso incubado, y de
0.3116 para la T.A. Este es un comportamiento muy parecido.al presenlado por
el compuesto con val, en donde la incubacidn favorece ligeramente la reaccion
de asociacion, lo que no sucede con la gli, en donde el valor de la constante
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disminuye notablemente con la incubacion. Esto se explica tal vez mediante una
reaccioén de saturacion en donde todos los sitios disponibles de |la cadena del
ADN ya estan ocupados, ya que el valor de n aumenta mucho con respecto al
valor sin incubar, ademés de que es el mayor para los tres compuestos, con y
sin incubacion, por lo cual, al estar ocupados los sitios de enlace ya no es
posible que con la incubacion aumente el valor de la constante de asociacién, al
contrario, que disminuya. Esto puede deberse a que la gli es el amino4cido més
pequefio que existe y por eso le es mas facil introducirse a la cadena del ADN.
Para la val el tamafio ya es mucho mayor que para la gli, al igual que para la
ser, por eso el comportamiento de estos dos Ultimios es méas parecido.

Hay que hacer notar que la unica diferencia entre los 3 compuestos
estudiados es el tipo de aminoacido que esta unido al cobre, y que esta
diferencia en el aminoacido no es tan importante como para proponer un modo
de reaccion completamente diferente, ya que en todos los casos se propone un
modelo simple de enlace para interpretar las gréficas obtenidas.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de los 3 compuestos de
casiopeina con los valores de las constantes de asociacion (K) y el nimero de
sitios disponibles (n) para cada caso.

Sin incubar Incubada
Compuesto K n K n
Cas ll gli + ADN 1.146E5 0.21 0.4622E5 | 1.543
Cas |l val + ADN | 1.0956E5 | 0.306 1.155E5 0.351
Cas |l ser + ADN | 1.3318E5 [0.3116 1.598E5 | 0.339

Tabla 5.3 Valores de |a constante de asociacion y nimero de sitios disponibles para las 3
casiopeinas empleadas.

97



6.- CONCLUSIONES

6.1 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGARQOSA

6.1.1 INTERACCION DE COMPUESTOS DE LA FAMILIA DE LAS CASIOPEINAS |
CON EL ADN SUPERENROLLADO Y CON EL ADN LINEAL.

A diferencia del compuesto Cas | ser, |a interaccion de estos compuestos
no es muy fuerle, y esto se explica debido a que la fenantrolina coordinada al
Cu tiene sustituidas en las posiciones 4,7 a dos fenilos, lo cual hace que los
compuestos presenten impedimento estérico para intercalarse al ADN o para
interactuar facilmente con él.

De la interaccion que se observa en algunas de la bandas del ADN
superenrollado la forma estructural superenrollada del ADN, es decir, la que
migra mas facilmente es la que interacciona en mayor proporcién con los
compuestos de la familia de las Cas |. Probablamente porque tenemos mas
cerca mas pares de bases que interactien con la Casipeina I. En cambio en la
formas estructurales mas relajadas los pares de bases estan mas alejados por
lo tanto la probabilidad de interaccion disminuye.

Se propone la formacién de un nuevo compuesto entre el ADN y la
Casiopeina que es mas grande y por lo tanto, con mayor impedimento estérico,
que el ADN solo, por eso la velocidad de migracién en los geles disminuye y se
retarda la banda.

El comportamiento del compuesto Cas | ser es muy distinto, ya que la
interaccion es mas intensa, debido a la naturaleza quimica del a.a,
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A

principalmente porque la serina es el Unico aminoacido de los cinco estudiados
con los compuestos de la Cas | que posee un oxigeno como sustituyente, en
forma de alcohol, el cual es una base de Lewis y puede atacar a cualquier &cido
de Lewis que esté presente en la cadena del ADN, haciéndolo asi mucho més
reactivo que con respecto a la gli, val, leu e ile, de naturaleza alifatica.

Para el caso del ADN lineal con los compuestos de Cas | |a interaccion
es mas fuerte para este tipo de ADN que para el superenrollado, ya que |a
estructura lineal estd menos tensionada que la superenrollada, por lo tanto,
existe menos impedimento estérico para que el compuesto de Cas | se aproxime
a la cadena del ADN e interaccione. El primer tipo de interaccion que se
presenta, y de menor intensidad es el barrido de las bandas, seguido por un
retardo en la movilidad de las mismas, y finalmente una disminucién en la
intensidad, que se atribuye al mayor tipo de interaccion. Lo que se propone para
explicar estos comportamientos en el gel es que el compuesto abra o desenrolle
la cadena del ADN, después se intercale, formando asi un compuesto mas
grande y pesado que migre mas lento y finalmente, que todo el compuesto de
Casiopelna desplace al EtBr que se encontraba intercalado al ADN,
desapareciendo por completo la fluorescencia.

El ADN (lineal y la forma estructural lineal del ADN superenrollado no son
las mismas formas topol6gicas del ADN, ademas que el primero se ehcuentra
en mayor proporcion que el segundo por lo tanto, los resultados en cuanto a la
magnitud en intensidad y al tipo de interaccion de los mismos compuestos de
casiopeina | no son los mismos.
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6.1.2 INTERACCION DE COMPUESTOS DE LA FAMILIA DE LAS CASIOPEINAS i
CONEL ADN SUPERENROLLADO Y LINEAL.

Para los compuestos de la familia de las Casiopeinas Il la fenantrolina
unida al Cu tiene sustituidos en |a posicidén 4,7 dos metilos, en lugar de fenilps,
lo cual le confiere un menor impedimento estérico y le permite interaccionar de
una manera mucho mas fuerte con todas las estructuras topoldgicas del ADN

superenrollado.

El primer tipo de interaccion que se presenta (en grados de menor a
mayor en cuanto a la intensidad de la interaccion) es una disminucion en la
intensidad de las bandas, junto con un retardo en la movilidad y finalmente la
desaparicion total de las mismas. Esto se explica mediante la intercalacién de
la Casiopeina y la completa sustitucion del EtBr por la Casiopeina.

La interaccién entre el ADN lineal y los compuestos estudiados de
Casiopeina Il en general, es muy pequeia. Los resultados indican que para
que exista interaccién entre la estructura lineal y la casiopeina Il el tamafio de
los sustituyentes de la fenantrolina es fundamental. Probablemente es muy
pequefia la Cas Il para que se lleve a cabo |a interaccion.

6.1.3 CONCLUSIONES GENERALES
La concentracion del farmaco, el tiempo de incubacion y la temperatura
de incubacién son factores que, para todos los casos, aumentan la interaccion -

(siempre y cuando se presente) entre las Casiopeinas y el ADN.

Independientemente del aminodcido que sea (a excepcién de la ser), el
comportamiento frente a un tipo de ADN de una familia de Casiopeinas es muy
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parecido, por o tanto, el tipo y ia magnitud de la interaccion lo regula el tipo de
sustituyente en Ja fenantrolina que forma parte de la Casiopeina. El tamario del
sustituyente es fundamental para que se lleve a cabo o no la interaccion.

Se encontraron diferencias en cuanto a la magnitud de la interaccién
dentro de una misma familia de Casiopeinas, atribuyendose esta diferencia a la
naturaleza quimica del aminoacido.

La estructura terciaria del ADN y el tamafio de los sustituyentes son

fundamentales para obtener o no interacciones entre ambos.

Para todos los casos en donde se observa que si existe interaccion,
aunque en diferentes grados de intensidad, primero se proponé un
desenrollamiento de la cadena del ADN, seguido por la intercalacion de los

compuestos de Casiopeina.

6.2 ESPECTROSCOPIA ELECTRONICA:

6.2.1 CONCLUSIONES GENERALES:

Se pudo obtener la metodologia adecuada para obtener los espectros
deseados con un margen de error muy pequefio y obtener las constantes de
asociacion y el nimero de sitios de enlace.

Las concentraciones empleadas experimentalmente fueron las

adecuadas, ya que se pudo trabajar en el intervalo de concentraciones en
donde se obtiene una linea recta bajo |a ley de Beer.
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No se encuentran cambios significativos en la forma de los espectros de
las Casiopeinas después de ser incubadas por una hora a 37 °C. Tampoco se
observa ningun cambio en la forma de los espectros del ADN solo antes vy

después de ser incubado.

Se propone un modelo de enlace simple para explicar el modo de
interaccion entre el ADN y las Casiopeinas | con gli, val y ser estudiadas, en
donde existe un solo tipo de sitios de enlace, es decir, que el ligante unicamente
se une a un solo tipo de unidad repetitiva en el ADN, por ejemplo a una base o a
un par de bases.

Se propone que existe interaccion de tipo n-n entre los anillos de la
fenantrolina y los anilios de las bases del ADN.

De acuerdo a la magnitud de los valores de las constantes de asociacion
se propone a la intercalacion como el método de interaccidn entre los
compuestos de Casiopeina |l con el ADN.

6.2.2 CONCLUSIONES PARTICULARES:

Para el compuesto con glicina se observa una ligera disminucidn en el
valor de |a constante de asociacion al ser incubada, y un aumento en el nimero
de molécuias de Casiopeinas que se enlazan por cada par de bases del ADN,
es decir de n, y esto se explica mediante una reaccion de saturacion en donde
todos los sitios disponibles de la cadena del ADN ya estan ocupados,

Para los compuestos de serina y valina se observa en general el mismo

comportamiento entre ambas al ser incubadas: aumenta ligeramente el valor de
la constante de asociacion y el nimero de sitios de enlace en el ADN. Se
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propone gue el ligero aumento de la temperatura es suficiente para desplazar el
equilibrio de la reaccion de asociacion hacia la derecha. Sin embargo, no
existen fuertes diferencias para los compuestos de valina y serina entre los
valores de Ky n a temperatura ambiente que al incubarse. Se propone que esta
similitud en cuanto a los resultados obtenidos, y esta diferencia notable con
respecto al compuesto con glicina es el tamafio del aminoacido, ya que en la
glicina es muy pequefio y en la valina y serina el sustituyente presenta un mayor
efecto estérico.
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