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Introduccion

Las alteraciones quimicas de los componentes del ADN conducen a errores en la matriz
que dirige la biosintesis de los acidos nucleicos y en consecuencia lleva a mutagénesis y
cancerogénesis. Un gran niimero de modificaciones de los acidos nucleicos son el resultado
de la accién de quimicos o radiacion sobre los acidos nucleicos. Un tipo de modificacién de
la base que probablemente es el mas importante en mutagénesis, cancerogénesis y envejec-
imiento es la transformacién oxidativa de la guanina a la 8-oxoGuanina (8-oxoG), bajo la
influencia de radiacién de otros factores endogénos y exégenos [1, 2. Esta base se mantiene
dentro de la doble hélice, durante la replicacién los nucleosidos de 8-oxoG adopta la con-
formacién syn y posibilita al par incorrecto purina -purina (8-oxoG(syn):A), produciendo
una mutacién en la siguiente replicacién [3]. En este trabajo utilizando los métodos de
la mecédnica molecular con el potencial empirico de Poltev [1], calculamos todos los posi-
bles complejos de pares de bases formados de la 8-0xoG con todas las bases candnicas del
ADN. Dentro de las estructuras obtenidas encontramos el par 8-oxoG(syn):A reportado
en la literatura, reportamos otros minimos de energia con caracteristicas similares. Este
trabajo sienta las bases para realizar calculos con los métodos més exactos de mecanica
cuantica para los minimos que reportamos. La tesis se estructura de la siguiente manera.
En el primer capitulo realizamos una revisién de la estructura de los dcidos nucleicos y
sobre todo de la base modificada 8-oxoG. En el capitulo 2 se expone la metodologia que
se utiliza, que es la mecanica molecular. En el 1iltimo capitulo se presentan los resultados
y se hace una discusién de ellos, en este se presentan minimos de interaccién con posibili-
dades de formar pares de bases erréneos, siendo este tltima parte de la conclusién de este
trabajo.

0.1. Objetivos generales

Calcular y analizar los posibles complejos de pares de bases formados con 8-0xoG y las
bases canodnicas del ADN, utilizando los métodos Mecanica Molecular

XI






Capitulo 1

Estructura de los fragmentos de
los acidos nucleicos

Los &cidos nucleicos (AN) son macromoléculas que se encuentran en los nicleos de
las células. Fueron descubiertas por Johan Friedrich Miescher en el ano de de 1869 cuan-
do se aislé de los nicleos de las células una sustancia 4cida a la que se llamé nucleina,
nombre que posteriormente se cambié a dcido nucleico. Debido a su composicién quimica
los 4cidos nucleicos se clasifican en dos tipos: dcido desoxirribonucleico (ADN) y 4cido
ribonucleico(ARN), localizados en el citoplasma. Su estructura general estd conformada
por nucleésidos, moléculas compuestas por una base nitrogenada unida a una molécula de
azucar (ribosa o desoxirribosa), que a su vez se une a un grupo fosfato formando la unidad
quimica conocida como nucleétido. La funcionalidad del ADN es la més importante debido
al papel que juega como portadora del cédigo genético que contiene toda la informacién
necesaria para que un organismo lleve a cabo todas sus funciones. E1 ADN se encuen-
tra alojado en el nicleo de la célula. Mediante dos procesos consecutivos: transcripcion y
procesamiento; la informacién contenida en el ADN pasa al citoplasma, luego en los ribo-
somas tiene el 1ltimo proceso, la traduccion, la cual da lugar a la creacién de una proteina.
El ADN también proporciona los mecanismos para la autoreplicacién. Estructuralmente
el ADN es una hélice doble formada por dos cadenas de polinucleétidos complementarias,
cada cadena contiene un conjunto de nucledsidos conectados uno con otro por medio de
un grupo fosfato. A pesar del importante papel en la diversidad quimica del ADN, se tra-
ta de una molécula sorprendentemente simple y esta limitada a la combinacién de cuatro
posibles bases nitrogenadas (Adenina, Citosina, Guanina y Timina) a lo largo de la cadena
de polinucleétidos. Una de las fuentes de estabilizacién de la doble hélice depende en gran
medida de la manera en que una de las moléculas que componen al ADN interaccionan.
El nivel de hidratacion de las bases de ADN también contribuye en gran medida a que la
doble hélice se mantenga. Una capa de hidratacién alrededor del ADN permite neutralizar
las interacciones dispersivas entre los grupos fosfatos cargados negativamente que se en-
cuentran en el esqueleto del ADN. El ADN es la molécula biolégica més importante pues
es portadora de la informacién genética que regula todos los procesos bioldgicos necesarios
para que se lleve acabo la vida. Dicho papel se cumple gracias a la gran riqueza estructural
de esta molécula. Se han encontrado tres familias estructurales A, By Z (ver Fig.1.1). Has-
ta ahora no existe explicacién para determinar los factores, sean internos o externos, que



CAPITULO 1. ESTRUCTURA DE LOS FRAGMENTOS DE LOS
ACIDOS NUCLEICOS
1.1. COMPONENTES ESTRUCTURALES DEL ADN Y ARN

producen estas conformaciones. La cadena de azicar-fosfato es la contribucion principal
de la estructura tridimensional de cadena tinica del ADN.

Figura 1.1: Conformaciones estructurales de la doble hélice del ADN. Formas A, By Z en
orden de aparicion de izquierda a derecha

1.1. Componentes estructurales del ADN y ARN

El ARN y el ADN se componen de azticares con cinco atomos de carbono (D-ribosa
en ARN y D-2-desoxirribosa en el ADN)unidos por grupos fosfatos diesterificados. Un
grupo fosfato une la posicién 3’de una azicar con la posicién 5’del siguiente azicar (Fig.
1.2 y 1.7). A la posicién 1’de cada azticar esta unida una base aromatica nitrogenada. La
diferencia quimica principal entre el ADN y ARN es la identidad del azicar. La ribosa
tiene un grupo hidroxilo (-OH)en la posicién 2 , mientras que la 2-desoxirribosa tiene sélo
un dtomo de hidrégeno en esta posicién (ver Fig. 1.2). Esta diferencia inmediata es que el
ADN tiene como bases Adenina(A), Citosina(C), Guanina(G)y Timina(T), en cambio en
ARN A, C, G y Uracilo (U), otra es que el ADN tiene el mismo contenido de A que T y
el contenido de C que G (reglas de Chargaff), la cantidad de purinas en ADN es igual a la
cantidad de pirimidinas. El ARN no cumple con las reglas de Chargaff. El peso molecular
del ADN es generalmente mayor que el del ARN, la configuracién espacial del ADN es la
de una doble hebra helicoidal, mientras que el ARN estd formado por, casi siempre, por
una sola hebra lineal.

La estructura secundaria del ADN fue establecida por el método roentgenografico en los
trabajos de Watson, Crick y Wilkins. Se trata de un modelo de espiral doble, constituida
por dos cadenas polinucledtidas enrrolladas entre si alrededor de un eje imaginario a la
manera de una escalera caracol, donde el sentido de giro corresponde con el sentido a
las manecillas del reloj. Esta disposicién se denomina plectonémica, los escalones de la
metaférica escalera serian los pares de bases unidas por puentes de hidrégeno. Los carbonos

2



CAPITULO 1. ESTRUCTURA DE LOS FRAGMENTOS DE LOS
ACIDOS NUCLEICOS
1.1. COMPONENTES ESTRUCTURALES DEL ADN Y ARN
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Figura 1.2: Estructura de la molécula de azucar de los dcidos nucleicos

del anillo de azticar (ribosa y desixirribosa )5’- 3’donde se une los fosfatos determinan la
direccionalidad de las cadenas, nos permiten advertir que la direccionalidad en las dos
cadenas complementarias es opuesta (Fig. 1.3). Los surcos mayor y menor son formados
por los giros de la espiral plectonémica. Las bases son apiladas de la hélice cilindrica,
este apilamiento provee una estructura regular y ordenada de la doble hélice tal que las
azucares y los grupos fosfatos se encuentren en la parte externa formando una especie de
columna vertebral para la hélice.

La molécula de los dcidos nucleicos es muy grande en longitud(existen 4m de ADN en un
espacio nuclear de aproximadamente 5y ), es clara la existencia de pliegue y enrrollamientos
de cadenas formadas por decenas o miles de nucledtidos, implica que la molécula sea
extremadamente flexible. Algunos rasgos estructurales encontrados en el ADN:

Doblez. Se entiende como una flexion demasiado repentina en el eje de la doble hélice.

Bucle.La ruptura de enlaces hidrégeno en varios pares de bases y la separacién de las
cadenas de nucledtidos producen bucles de varios tamanos.

Breathing.El rompimiento temporal de enlaces de hidrégeno es causado por la rapida
rotacion de una base en el par, haciendo accesibles los dtomos de hidrégeno de los grupos
NH (en G y T) y permitiéndoles ser intercambiados con protones vecinos en la presencia
de catalisis.

Estructura Criciforme. En la presencia de secuencias palindrémicas autocomplemen-
tarias (A...GA’...G”)separadas por varios pares de bases, se puede formar una cruz por un
intercambio de complementariedad.

Apariencia en forma de Z. Los cambios conformacionales son generalmente causados
por contrastes dados en el medio o por moléculas en si mismas, pero también pueden
ser un detonador para las flexiones de ligamentos especificos del ADN. Esta variedad se
origina por la alternativa syn y anti, de pares de secuencias de ser interpretada (Fig.1.1).

Intercalaciones. Una molécula con un anillo plano aromético puede ser intercalada en




CAPITULO 1. ESTRUCTURA DE LOS FRAGMENTOS DE LOS
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1.1. COMPONENTES ESTRUCTURALES DEL ADN Y ARN
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Figura 1.3: Estructura de un segmento polinucleotidico de ADN




CAPITULO 1. ESTRUCTURA DE LOS FRAGMENTOS DE LOS
ACIDOS NUCLEICOS
1.2. ESTRUCTURAS DEL ARN

el ADN, es decir, deslizando entre pares de bases.

Hélices de tres y cuatro hebras. Secuencias alternativas del tipo (dTdC)n y
(dAdG)localizados en plasmas supercoloidales negativos y colocados en un medio de PH
<7. Hélices triples y un doble son formados en el ADN se ha demostrado en vitro.

1.2. Estructuras del ARN

La cadena fosfodiester del ARN puede doblarse en si misma y crear regiones de hélice
doble separadas por bucles simples. ARN con estructura de hélice doble toman una estruc-
tura de la forma A y la ribosa tienen una conformacién C3’-endo. El grupo 2’-OH puede
formar enlaces de hidrégeno con el dtomo O4’de la ribosa, 3’colindante la cual estabiliza
y endurece la estructura.

ARN mensajero (ARNm). Es la estructura primaria y transporta la informacién nece-
saria para la sintesis especifica de proteinas.

ARN ribosomal (ARNr). Presenta cadenas de estructura tanto secundaria como ter-
ciaria, forma parte de las subunidades ribosémicas cuando se une con muchas proteinas y
estan vinculados a la sintesis de ellas.

ARN de transferencia (ARNt). Son moléculas que poseen zonas de estructura secun-
daria, adquiriendo aspecto de bucles u hoja de trébol los plegamientos pueden ser tan
complejos que adquieren aspectos que adquieren estructura terciaria. Su funcién es unir
aminoacidos y transportarlos hasta el ARNm para la sintesis de proteina. Estas estructuras
se presentan en la figura 1.4.

1.3. Estructura de las bases nucleotidicas

Las bases puricas tienen la estructura fundamental del heterociclo purina. Las bases
pirimidinicas derivan del anillo de pirimidina. Las bases puricas que se encuentran en los
AN (tanto ADN como ARN) son la A la G. Las bases pirimidinicas de los AN son Uy C
en ARN, T y C en el ADN(Fig.1.5)

La diferente ubicacién de grupos aceptores y donadores de electrones (puentes de
hidrégeno) da a las bases su identidad estructural tinica que les permite servir como por-
tadores de la informacion genética. Los dtomos de hidrégeno de los grupos amino proveen
donadores de enlaces de hidrégeno, mientras que los atomos de oxigeno de los grupos
carbonil y los nitrégenos de los anillos aportan aceptores de hidrégeno. La naturaleza
aromdatica de los anillos se debe a que son moléculas planares rigidas, esta planaridad es
importante en la organizacion de las bases dentro de la hélice ya que permite apilarse
uniformemente.

1.4. Conformaciéon de la ribosa y desoxirribosa

El origen de la ribosa (o desoxirribosa)en la sintesis bioquimica de las purinas y pirim-
idinas es el 5-fosforribosil pirofosfato el cual es un derivado del o — D —ribosa—5— fos fato.
los anillos tanto de purinas como de pirimidinas son sintetizados en el anillo §— D —ribosa.
El azicar del ADN es una de las partes mas flexibles y dindmicas de la molécula, si ten-
emos un atomo no-coplanar al plano (no esta en el mismo plano) nos referimos a una
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Figura 1.4: Estructura lineal del ARN mensajero y estructura plegada cruciforme del ARN
de transferencia y ribosomal.




CAPITULO 1. ESTRUCTURA DE LOS FRAGMENTOS DE LOS
ACIDOS NUCLEICOS
1.4. CONFORMACION DE LA RIBOSA Y DESOXIRRIBOSA
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Figura 1.5: Las bases nitrogenadas pueden ser de dos tipos. Pirimidinas: C, T y U y
Purinas: A y G.




CAPITULO 1. ESTRUCTURA DE LOS FRAGMENTOS DE LOS
ACIDOS NUCLEICOS
1.5. NUCLEOSIDOS Y NUCLEOTIDOS

conformacién de sobre (forma E)y con dos dtomos desplazados del plano, tendremos una
conformacién torcida o de giro (forma T) y sélo es posible en la desoxirribosa. Debido a
que tienen un anillo aromatico de cinco dtomos, se pueden conseguir 10 conformaciones E
y 10 T (Fig.1.6).

Envelope

Figura 1.6: Conformaciones E (del ingles, Envelope) y T (Twist) de la molécula de azicar.

1.5. Nucleésidos y nucleétidos

Nucleésido, es el nombre que se le da a la uniéon de moléculas, una base nitrogenada y
un azucar. El término nucleétido se refiere a la combinacion de una base, un aztcar y un
grupo fosfato.

Los nucleétidos, se encuentran tanto en el ADN como en el ARN. El enlace entre el
azucar y la base es llamado glucosidico tal que ésta tltima es libre de rotar alrededor de
él. Las dos conformaciones estandar de las bases alrededor del enlace glucosidico son syn
y anti (Fig.1.8). x es el d4ngulo de rotacién alrededor del enlace C-N (C'1’-N9 para purinas
y C4-N1 para pirimidinas) y se define la orientacién de las bases respecto al azicar.
Cuando x es aproximado a 180°se tiene una conformacién syny cuando esta en el rango
—90°< x < 90°s llamado anti.

En el ADN y ARN los nucledtidos individuales se unen por un enlace 3’-5fosfodiester.
Un polinucleétido corto donde el atomo de carbono 3’del azicar de un nucleétido se une,
por medio de un fosfato, al 4&tomo de carbono del ADN por medio de una enzima ADN-
polimerasa. El enlace es el mismo en el ARN y es formado por la ARN-polimerasa.

1.6. Enlace de hidrégeno

El puente de hidrégeno (H) es un enlace muy fuerte se forma por la interaccién de
atomos de hidrégeno con moléculas covalentes polares que contienen hidrégenos unidos a
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Figura 1.7: Estrucra de un nucledtido: base nitrogenada, un azicar ribosa y un grupo

fosfato.
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Acido Fosférico + Nucledsido = NUCLEOTIDO

Figura 1.8: Conformaciones syn y anti en un nucledtido. (Izquierda) Posibles rotaciones
en la cadena del nucledtido. (Derecha)Definicion de las conformaciones syn y anti .

atomos electronegativos y que pueden ser Flior, Oxigeno y Nitrégeno. Se da debido a la
carga parcial positiva que adquiere el H y la carga parcial negativa que tiene el F, O ;o N. El
portén vibrara y encontrara que la propagacién de su campo positivo estard interceptado
por el campo negativo del par solitario de electrones del otro atomo. Como resultado
existird una fuerza electrostatica. Si los dtomos atraidos estan en diferentes moléculas o
dentro de la misma, las fuerzas son intermoleculares; pero si forman parte del a misma
molécula, las fuerzas son intramoleculares. A pesar de que los d&tomos son atraidos por el
enlace de hidrégeno se mantienen separados en virtud de las fuerzas de repulsién causadas
por los electrones periféricos.

Como es de suponer hay atraccion muy fuerte entre electrones solitarios y el protén pro-
tegido de una molécula cercana. Los enlaces de hidrégeno tienen propiedades funcionales
que son esenciales para los procesos vitales. son interacciones débiles en comparacién con
los enlaces covalentes o idnicos, por lo tanto pueden ser encendidos o apagados con las
energias que estan dentro del rango de las fluctuaciones térmicas a temperaturas de la
vida. Esto significa que los procesos que requieren el reconocimiento y la reaccién rapida
intermolecular pueden ocurrir facilmente. Interacciones maés fuertes con las energias de
enlace muy por encima de los alcanzados por enlaces de hidrégeno pueden impedir el flujo
de la informacién biolégica y de otros eventos. Por otro lado la debilidad de los enlaces
es tal que muchas veces no es suficiente para proporcionar la fuerza y la especificidad
necesaria para los procesos biolégicos. Esto puede ser sobre llevado porque los enlaces de
hidrégeno tienen propiedades vectoriales y son sensibles a la estereoquimica. Si los do-
nantes de enlaces de hidrogenos y los aceptores tienen una geometria en particular, los
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Figura 1.9: Dipolo formado debido a la condicion polar de la molécula necesario, para la
formacion de enlaces de hidrégeno.

enlaces de hidrégeno pueden llegar a ser muy especificos. Las fuerzas débiles de estos en-
laces, contribuyen a determinar las formas de grandes moléculas. Es por ello que en las
moléculas biolégicas, los enlaces de hidrégeno son esenciales para el mantenimiento de las
moléculas en un estado activo en el que las reacciones tengan lugar.

1.7. Bases candnicas y pares de bases

Las bases se unen de dos formas: Adenina con Timina (A:T) y Guanina con Citosina
(G:C) estos pares de bases son llamados pares de Watson y Crick, a esta regla de unién
de base se le denomina complemetariedad.

A los hidrégenos unidos a los oxigenos y nitrégenos son llamados aceptores de protones.
Un estudio tedrico demuestra que hay 28 posibles pares de bases, que se forman con las
bases normales y con energia minima [5]. De los diferentes pares de bases se pueden
formar con los enlaces de hidrégeno entre los centros hidrofilicos de dos bases vecinas los
de mayor importancia son los que tienen lugar en el ADN. Guanina con Citosina (G:C) con
tres enlaces de hidrégeno y Adenina con Timina con dos enlaces (A:T). Una caracteristica
importante de los pares de Watson y Crick en la doble hélice es su similaridad con respecto
a la distancia entre los carbonos del enlace glicosil y los angulos de inclinacién con respecto
a la horizontal de las bases del par. Esto las posibilita a que solo estos pares construyan
una hélice regular sin deformaciones que desestabilizarian a la estructura. Los valores de
la distancia para los pares de base A:T es 10,444 y G:C es 10,724 los dngulos 56,2°y
55,7°grados respectivamente[6]. Los dtomos de los grupos amino (N Hj)proveen enlaces de
hidrégeno donadores mientras que los oxigenos del grupo carbonil (C=0) y los nitrégenos
proveen de enlaces e hidrégenos aceptores.
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Figura 1.10: Pares de bases de Watson y Crick. Las lineas punteadas indican los enlaces
de hidrégeno.

1.8. Bases modificadas

La replicaciéon del ADN es muy precisa pero existen errores, el ADN nuevo contiene
uno o mas nucleétidos cambiados (8-oxoguanina). Esta mutacién, puede tener lugar a
cualquier zona del ADN. Si esto se produce en la secuencia deun nucleétido que codifica
un polipéptido particular, éste puede presentar un aminodcido cambiado en la cadena
polipeptidica. Los polipéptidos que distinguen la hemoglobina normal de la hemoglobina
de las células falciformes difieren sélo de un aminodacido. Si se produce una mutacién en la
formacién de los gametos, ésta se transmitira a las siguientes generaciones. La exposicion de
factores externos afecta la estructura normal de los dcidos nucleicos dandose por diferentes
mecanismos como la desanimacién, la alquilacién y la oxidaciéon. Por desanimacién puede
ser causado por diferentes sustancias quimicas como el dcido nitroso y bisulfato de sodio
en condiciones normales o moderadas muy parecidas a condiciones fisiolégicas. También
lo puede provocar la luz ultra violeta, la irradiacién o calentamiento. Las modificaciones
ocurren principalmente sobre tres bases A, G y C, convirtiéndolas en hipoxantina, uracil
y xantina, después de la desimanacién. Las bases con los grupos oxo seran sustituidos
con grupos amino, estas a su vez pueden aparearse con bases normales formando pares
incorrectos en la secuencia del ADN induciendo muta génesis. La alquilaciéon de compuestos
nitrosos, ha sido detectada en el tabaco fermentado, el tabaco para fumar y en productos
de carne ahumada [7]. El proceso de oxidacién es causado por factores internos como
producto del metabolismo y la radiacién.
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1.9. La 8-oxoguanina como factor mutagénico

La 8-0x0G es la mdas importante y abundante modificacién dafiina, como producto de
la relacién oxidativa. Este fue descubierto en 1984 [1] y esta base modificada se diferencia
de la Guanina normal, en que se adiciona un oxigeno.

Figura 1.11: Estructura de la base modificada 8-oxoGuanina.

El potencial mutagénico de la 8-0x0G, se refleja en las propiedades de estas al tener una
lectrura errada del cédigo genético. Al ocurrir y formarse la 8-0xoG, dentro del ADN esta
base modificada permanece en el par de W-C en conformacion anti con Citosina opuesta
a ella. La introduccién de un atomo de oxigeno (O) en la posicién 8 de la G (ver Fig 1.11)
altera las propiedades electrénica de la 8-0xoG siendo capaz de aparearse con otras bases
ademas de la Timina. Por otro lado la presencia de un atomo de oxigeno hace que los
nucleosidos de la 8-0x0G adopten conformacion syn en solucién debido a que la presencia
de oxigeno en posiciéon 8 produce una desfavorable interaccion estérica y electrostatica
entre O y el anillo de azticar [2, 3]. Entonces se incrementa la posibilidad de apareamiento
Purina-Purina como son los pares 8-oxoG(syn): A y 8-oxoGsyn: G [7].

La inclusién de estos pares incorrectos en la cadena de ADN durante la biosintesis de los
acidos nucleicos permite que los pares de nucleétidos que contienen 8-0xoG se transformen
para dar una mutacion puntual. Existen enzimas capaces de reparar los danos producto de
los efectos letales del poder oxidativo. Como mencionamos antes un mecanismo fundamen-
tal en la sintesis de los acidos nucleicos es el reconocimiento de la complementariedad de
los pares de base por las enzimas reparadoras este involucra a los atomos N-3 de las bases
purinas y O-2 de las pirimidinas en su interaccién con las enzimas de reconocimiento. La
existencia de esta enzima reparadora fue postulada en experimentos con ratones en vivo
irradiados con rayos gamma ya que se observo que después de un tiempo desaparecida la
8-0x0G. Una de estas enzimas es la 8-oxoG ADN glicosilasa.
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Figura 1.12: Estructura del par 8-oxoG(syn): A en un fragmento de ADN.
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Capitulo 2

Metodologia para el estudio de la
interaccion entre bases del ADN

2.1. Mecanica Molecular

El método de Mecédnica Molecular (MM)se utiliza para hacer calculos de las confor-
maciones de sistemas organicos complejos, incluidos proteinas, dcidos nucleicos, etc. Este
método considera los sistemas moleculares como conjunto de atomos puntuales que inter-
actian por las leyes de la Mecanica Clasica. se basa en la idea de que una molécula puede
ser representada por el conjunto de los centros de los dtomos y de esta forma, lo que se
estudia es el movimiento de los ntcleos, mientras que los electrones no son investigados
explicitamente, ya que asume que estan distribuidos de manera éptima alrededor de los
nucleos. Asi la energia de la molécula es funcién sélo de las posiciones de los ntcleos. Los
atomos enlazantes son tratados como si se mantuvieran unidos por “resortes mecanicos
”para producir fuerzas internas, también existen fuerzas de atraccién y repulsion entre
los 4tomos no enlazantes que juntas forman el potencial tipico de Van der Waals (VAW).
Los pardametros que definen la fuerza de VAW se obtienen a partir de las observables
experimentales, tales como las frecuencias del infrarrojo vibrational y de los datos de
compresibilidad que son constantes de elasticidad. Para los calculos se considera que los
atomos estan dentro de un campo de potencial generado por ellos mismos y por medio
de un algoritmo se producen los movimientos de los a&tomos que les permiten llegar a una
posicién de minima energia. En general, para una molécula se puede obtener muchos mini-
mos de energia de interaccién de un par de bases de diferente magnitud sobre la superficie
de energia potencial, siendo el més profundo el minimo de energia global y los demés son
llamados minimos locales. El minimo de energia global describe la estructura de la molécu-
la, pero si se estudian sistemas atin mas complejos, que comprendan dos o mas moléculas,
en estos sistemas las moléculas se consideran rigidas, es decir, que se encuentran en sus
minimos de energia globales (respecto a su estructura interna) y se considera solamente
la energia potencial de la interaccién entre las moléculas. En este caso, el minimo global
es el mas probable de la conformacién y se utiliza para hacer las comparaciones con los
resultados experimentales. Sin embargo, los minimos de energia locales también pueden
jugar un papel importante en el funcionamiento de los sistemas complejos. Para realizar
los calculos de la energia potencial con MM se emplea un conjunto de expresiones con las
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cuales se describe la superficie de energia potencial que se obtiene de forma empirica con
una expresiéon matemética clésica [3]. a este conjuntos de funciones de potencial se le llama
campo de Fuerza y ésta formado por parametros ajustables que son optimizados para que
los resultados de los calculos realizados con estos concuerden de la mejor manera posible
con las propiedades experimentales de las moléculas, tales como su geometria. Dentro de
este esquema el dtomo es considerado como una esfera suave de radio r y con una carga
neta que usualmente es calculada con métodos de la mecdnica cuantica. En general, el
potencial de la mecanica molecular se representa por medio de la suma de términos.

Er = Ey+ Eq + Ey + Euq (2.1)

Donde Ej es la suma de las energias, resultado de la desviacién de la longitud del enlace
respecto a su valor de equilibrio; F, es la suma de energias de las distorsiones del angulo
de enlace; E; es la suma de energias de torsién, la cual depende del angulo de rotacién para
enlaces simples; y E,, es la energia de todas las interacciones entre los pares de dtomos
que no estan enlazados a otro o al tercer atomo, ésta tiene contribuciones electrostaticas
y términos de atraccién de Van der Waals (inversamente proporcional a la sexta potencia
de la distancia). La longitud de enlace, los dngulos y el significado de dtomos no enlazados
se muestran en la figura 2.1.

— NS N/

Enlace Angulo de Angule da

covalente valencia tarsion

\/;;Ti .
A ‘/ Interacciones
% 1o enlagantes

Figura 2.1: Representacion grdfica de los términos del potencial usado en MM.

2.2. El campo de fuerzas de interaccién enlazante

Este potencial depende exclusivamente de los parametros estructurales internos de las
moléculas estudiadas y comtinmente toma la forma de la ecuacién (2.2). La cual ha sido
desarrollada mediante el andlisis vibracional, simplificado con la ayuda de las aproxima-
ciones de campo de fuerza central y el campo de fuerza valente (que puede ser formulado
en términos de las coordenadas internas, que por lo regular son las longitudes de enlace
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y un conjunto independiente de angulos valentes y de torsién; lo que significa que las
fuerzas actiian a lo largo de los enlaces covalentes y perpendicular a ellas restaurando las
longitudes de enlace del equilibrio, los dngulos valentes y de torsién). Las interacciones
entre atomos no enlazados también estdn incluidas en esta expresion y seran descritas mas
adelante.

Br = 5Kl — I9)? + Sig(0; — 09)? + 58— K7 (1 — €08 1) + % Fuq (2.2)

En la ecuacién 2.2, el primer término corresponde al potencial armoénico de enlace
que contiene la longitud de enlace del estado de equilibrio 1, la longitud entre el par
de atomos estudiados [;, y la constante de fuerza Kj, el segundo término corresponde al
potencial arménico de angulo el cual de forma andloga al anterior, el angulo de valencia
de equilibrio 6, el dngulo entre los dtomos estudiados 6; y su contante Ky. El tercer

)

término corresponde al potencial de torsién que contiene la constante de fuerza Kg: que
pertenece al tipo de potencial de cosenos, el angulo de torsion entre los atomos estudiados
¢; y la multiplicidad n que indica el nimero de minimos donde el enlace se hace girar a
través de 360°. Los tres términos descritos anteriormente involucran una sumatoria para
tomar en cuenta las interacciones entre tados los dtomos de las moléculas. El término
correspondiente a las interacciones entre atomos no enlazados se describe a continuacién.

2.3. El campo de fuerzas. De interaccién no enlazante

Las interacciones entre atomos no enlazados incluyen fuerzas electrostaticas, descritas
por la ley de Coulomb, a partir de las cargas asignadas a cada dtomo, en las que se aproxima
el efecto de la distribucién electronica. Existen diversos métodos de cédlculo de cargas par-
ciales: desde una aproximacién topo-logica basada en los atomos y en como estan unidos,
como el método RESP (Restrained Electrostatic Potencial) que se ajusta a cada uno de los
atomos la distribucién del potencial electrostatico molecular. Las interacciones de VAW
vienen dadas por el potencial de Lennad-Jones. Las interacciones repulsivas actidan en los
distancias muy cortas, donde los atomos se acercan entre si demasiado y estrechamente,
mientras las interacciones atractivas asumen importancia a distancias més grandes. Los
efectos dipolares debido a la carga y a la induccién, se incluyen en algunos estudios. La
aproximacion clasica ignora interacciones de muchos cuerpos y asume el potencial total
para ser adictivo por pares. Es decir, la suma sélo incluye contribuciones de los pares de
atomos iy j cuya distancia de separacion es r; ; varia al escoger las variables estructurales.
El comportamiento de un par de atomos o moléculas neutros sujetos a los dos tipos de
fuerzas son:

Fuerza atractiva(r~6): que son resultado por la creacién e interaccién de dipolos
temporales en las particulas y cuyo enlace es menor que el de las fuerzas electrostaticas
(alrededor de 5A4), ec. 2.3.

Fuerza repulsiva(r~12): que son resultado de la sobre posicién de los orbitales de los
electrones, relacionando con el Principio de Exclusion de Pauli y que actia a distancias
cercanas al radio de VAW (de 1 a 2Adependiendo del par de dtomos).

La expresion matematica de esta energia E; j yqw para un par de dtomos i, j se puede
escribir de la siguiente forma:
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A B

J— 7.7 Z7j

Eijvaw = ——% 2 (2.3)
i iy

El exponente 6 para la atraccién de London es aceptado universalmente, sin embargo la
dependencia de orden 12 del término repulsivo se ha ajustado mejor a los estudios de dcidos
nucleicos. Donde el primer término corresponde a la fuerza atractiva y el segundo a la
repulsiva, r; ; es la distancia entre los d&tomos i, j y A; j y B; j son pardmetros ajustables que
deben ser calculados para cada atomo con que se trabaje. El término atractivo tiene una
fundacién en que las moléculas poseen un dipolo permanente que producen una atraccion
entre ellas con una energia que varia inversamente con la sexta potencia de la distancia.
El término de esta atraccién dipolo-dipolo que depende también de la temperatura es la
siguiente:

—2P2P3

—_— 2.4
3KT(4meg)?r (24)

Ugsa =

La interaccion dipolo-dipolo inducido que depende de la polarizacion de la molécula

neutral y su expresién también tiene una dependencia con la sexta potencia de la distancia:
—2P2%a3

Ugeydi = —i—2— 2.5

ddi (1672eq)?r6 (25)

Y para la interaccién entre dipolo inducido-dipolo inducido, mejor conocida como

energia de London es:

—2f(I)a?

Udisdi = ——5—5—= 2.6

di—di (167r260)27’6 ( )

Donde f(I)es una funcién de la energia de ionizacién de las dos moléculas. La energia
de interaccién de VAW, E; ;4w para los dtomos i, j calculada mediante algiin método
respecto de sus diferentes distancias r; ;, se gréfica en una curva como la que se muestra
en la siguiente Fig.2.2

Donde se puede observar que existe una distancia r; ; en la cual la energia de interaccion
E; j entre atomos es minima, y que es resultado de las energias individuales minimas E; ; y
E; ; de cada dtomo interaccionando con otro dtomo del mismo tipo, considerdndolos como
esferas de radios de VAW R; y R; y que corresponde a las siguientes reglas de combinacion:

Eij = \/EiEjj (2.7)

R,;,=R,+R; 2.8
J J

Conociendo estos valores al derivar la ec.2.3 e igualarla a cero y resolviendo el sistema
de ecuaciones se puede obtener los valores de A;; y B;;, mediante las siguientes relaciones:

Ajj = —2ERY; (2.9)

bij = —Ei; R} (2.10)
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Energia de interaccion £ ..,

Distancia entre atomos I

Figura 2.2: Grdficas de las distancias r; jcontra la energia de interacccion E; ;v a., entre
dos dtomos. La curva punteada de color negro representa la interaccion debida a las fuerzas
repulsivas, la curva de color verde representa la interacccion debida a las fuerzas atractivas
y la curva de color rojo es la resultante de las dos anteriores y corresponde a la ec. 2.3

Entonces, la expresién para la energia entre atomos enlazados i y j finalmente puede
ser escrita como sigue:

ee. A B
Eijaa =K = éj + lg (211)

Donde el término electrostatico, e; y e; son las cargas correspondientes a cada atomo,
r;; la distancia entre ellos y K la constante eléctrica correspondiente para obtener las
unidades deseadas.

2.4. Campo de fuerzas de Poltev

Este campo de fuerzas fue introducido en 1967 en esta versién el término atractivo
tenfa forma exponencial. En 1979 este término fue cambiado por el término de Lennar-
Jones, =% y en 1984 se le introdujo el miembro 19, para describir las interacciones entre
atomos que forman enlaces de hidrégeno [9]:

eiej Aij B;;

E(ry) =Y (K -t ﬁg) (2.12)
i#j Y ij ij
ee. A B

E(rij) =Y (K ;.? — 5+ ng) (2.13)
i#] Y ij ij

Donde la ecuacién 2.12 es utilizada para atomos con enlace de hidrégeno y la ecuacién
2.13 para el resto de las interacciones. Los criterios para elegir los valores de sus parametros
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son loa siguientes:

Las cargas de los atomos se obtuvieron de valores de momentos dipolares de moléculas
obtenidos de cédlculos con métodos semi-empiricos de MC y fueron ajustados para repro-
ducir momentos dipolares de series de moléculas relacionadas con los acidos nucleicos.

Los parametros E;; y R;; se ajustaron de calculos de interacciones de moléculas
organicas que contienen atomos que conforman las bases y de resultados experimentales
de cristales.

Los tipos de atomos que se consideran en el Potencial de Poltev se describen en la
tabla 2.1

Tabla 2.1: Tipos de dtomos que se consideraron en el Potencial de Poltev para cdlculos de

dcidos nucleicos .
Tipo de atomo Descripcién

H1 Hidrégeno en un grupo metil C Hg
H2 Hidrégeno enlazado a carbono de anillo aromético
H3 Hidrégeno capaz de hacer enlace de hidrégeno con N3 u O1
C1 Carbono con el grupo CHgs
C2 Carbono en anillo aromatico
N1 Nitrégeno en un grupo amino N Ho
N2 Nitrogeno en anillo aromético con tres enlaces sencillos
N3 Nitrégeno en anillo aromético con enlace doble
02 Oxigeno

2.5. Minimizacion Energética y Optimizacién Geométrica

Después de revisar el método tedrico de la aproximacién de energia de las moléculas
(método de Mecéanica Molecular), ahora describimos los métodos que permiten buscar las
soluciones a la ecuacion de la energia potencial en funcién de las coordenadas atomicas,
espacio denominado como superficie de energia potencial (PES). Dentro de esta superficie,
son especialmente interesantes los estados estacionarios, en los que la derivada de la en-
ergia respecto a las coordenadas(fuerzas) es nula. Los minimos energéticos corresponden a
estados estables del sistema. Entonces hablar de optimizacion geométrica para encontrar
estas estructuras estables es equivalente a hablar de minimizacién energética. Las confor-
maciones de baja energia son las mas interesantes. La energia del sistema es funcién de
su geometria, cada coordenada interna es un grado de libertad. Las geometrias de equilib-
rio corresponden a minimos en la PES, los estados de transicién equivalen a maximos de
esa funcién. Un procedimiento para encontrar los “puntos criticos ”dentro dela superficie
de energia potencial es deslizarse por sus pendientes. Dada una funcién V' = V(x) que
describe la curva y que dependen de una o mas variables independientes x1, x2, ..., Tn, la
minimizacién de la energia es un problema de optimizacién no lineal en el que se trata de
encontrar los valores de esas variables que hagan que la funcién tenga un valor minimo
(minimo en la primera derivada es cero y su segunda tiene un valor positivo). La funcién
de energia potencial se puede expresar como una serie de Taylor alrededor del punto zq:
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ov 1 0%V
Vi(x) :V(xo)—l-(:l:—xo)aixo+§(ﬂs—xo)287x%+... (2.14)

En mecanica clasica, el valor negativo del gradiente corresponde a la fuerza sobre cada
atomo del sistema y se puede disminuir moviendo los dtomos segun la fuerza neta que
actua sobre cada uno de ellos.

Protocolo de optimizacion:

La idea de los procesos de minimizacién energética es conseguir que el gradiente nega-
tivo de V (la fuerza) se dirija siempre perpendicular a la superficie de energia, por ejemplo
en el caso del protocolo Steepest-Descent (S.D). Por ejemplo, se parte de una situacién
de energia F7, se mueve cierta distancia L en direccién de la fuerza, y se calcula la nueva
energia Fo que se compara a la anterior. El problema de este procedimiento es que es posi-
ble caer en el minimo de energia local mas préximo siendo dificil salir de él para alcanzar
el minimo de energia global que es el interesante. Dentro de los métodos de descenso de
manera que encuentran el minimo mdas préximo al punto inicial (métodos de busqueda
local), se distinguen (ordenan)de acuerdo con la derivada.

2.5.1. Metodos derivativos de orden uno o métodos del gradiente

Son bastante eficientes y con mayor tasa de convergencia. Ademéds de los valores de la
propia funcién, utiliza su primera derivada (gradiente) estos métodos iteran la ecuacion:

Tip1 = o +1;S; (2.15)

Donde ;41 es la nueva posicion en el paso i+1, es la posicién previa, [; es el tamano de
paso y .S; es la direccién de este paso. Los diferentes algoritmos varian en como definen esta
direccién y este paso.La iteracién se repite hasta que la variacién en la funcién es menor a
u determinado valor umbral. La longitud del paso se puede determinar con un algoritmo
de busqueda lineal o mediante la aproximacién de un paso arbitrario. La buisqueda lineal
localiza el minimo de energia a lo largo de una direccién especificada (una linea en un
espacio multidimencional). Se ajustan frecuentemente de manera iterativa funciones poli-
nomiales sobre un conjunto de puntos de la direccion de descenso y se resuelve el minimo
analiticamente. El gradiente en el punto minimo de la linea de busqueda es perpendicu-
lar a la direccion previa. En la aproximacién del paso arbitrario, el valor del paso tiene
un valor predefinido que se reduce o incrementa, respectivamente. Este procedimiento,
aunque menos riguroso, suele necesita mas pasos para alcanzar el minimo de energia, para
de escoger la direcciéon de descenso, destacan los siguientes algoritmos:

1)Direccién del méximo gradiente (Steepest-Descent)

2)Gradiente conjugado

Direccion del mdzimo gradiente: La direccién de descenso (S;) corresponde al gradiente
(gi) negativo de la funcién en el punto (fuerza) y se mueve sobre la superficie de energia
potencial en la direccién marcada por el vector unitario s = F'/|F|, paralelo a la fuerza
neta o también a:

SZ' = —gi/|gi| (2.16)
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En la optimizacién geométrica, corresponde a la direccién paralela a la fuerza, con lo
que son las mayores fuerzas interatémicas las que determinan la direccién. Asi se trata de
un buen método para eliminar rapidamente los peores impedimentos estéricos en una con-
formacién inicial. Sin embargo, en las cercanias del minimo se necesita realizar muchos pa-
sos, ya que al avanzar en direcciones ortogonales a la previa, oscila mucho, reintroduciendo
errores ya corregidos en movimientos previos. El método es generalmente laborioso cuando
el punto de inicio esta muy lejos del minimo de energia donde la aproximacién arménica
de la superficie de energia es a menudo pobre. Como también, en superficies donde se
hacen muchos pasos pequenos que se realizan cuando el procedimiento es a lo largo de
una superficie reducida. El método Steepest-Descent (S.D) es forzado a hacer un giro a
la derecha en cierto angulo para cada punto, de igual forma no pudiera ser la mejor ruta
para encontrar el minimo de energia buscado. Las trayectorias se oscilan y se autocorrigen
continuamente (Fig.2.3).

Gradiente Conjugado: Se necesita el gradiente actual y el gradiente del paso anterior
para establecer la direccién de bisqueda. El conjunto de direcciones generado no es ortog-
onal y se evita el comportamiento oscilatorio en las cercanias del minimo, convergiendo
mas rapido que SD.

Si = —gi +7Si—1 (2.17)

Es maés eficiente, ya que acumula la informacién de las conformaciones anteriores,
dirigiendo el movimiento posterior de minimizacién (en el vector unitario de direccién
se incluye de un factor 4 que tiene en cuenta la relacion entre el valor de un gradiente
y un antecesor). En funcién de la relacién entre gradientes se distinguen las diferentes
implementaciones del método: Fletcher-Reeves, Polak-Rivire y Hestene-Stiefel.

2.0

’ M{ ( NN

v

-5.0 0.0 5.0

Figura 2.3: Trayectoria de oscilacion para la bisqueda de del minimo en una superficie
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2.5.2. Meétodo de segunda la derivada

Truncan la ecuacién de la energia potencial en la segunda derivada (cortan términos
de la ecuacién 2.14). Permite obtener informacién sobre la curvatura de la PES, dentro
de estos esta el método de Newton-Raphson (NR) donde el valor de A, se sustituye por
el inverso de la matriz de la segunda derivada (matriz Hessiana o matriz de constantes de
fuerzas) de la ecuacién 2.6. Por otro lado los valores propios (signos de la matriz Hessiana)
se utilizan para encontrar puntos estacionarios en la PES. Un minimo de energia tiene
todos los signos positivos. Un estado de transicion tendra un elemento negativo.
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Capitulo 3

Formacién de pares de bases
incorrectas con la base modificada
8-oxo(Guanina

Utilizando el método de Steepent-Descent implementado en el programa RANBASE
realizamos la btisqueda de los minimos de energia locales de interaccion de todas las bases
del ADN con la base modificada 8-0xoG, los minimos encontrados se agrupan en tres tipos
de minimos de energia, los minimos de energia planos (ambas en el mismo plano), minimos
de energia apilados y minimos de energia casi perpendiculares, la mayoria de los minimos
de energia encontrados pertenecen a estos tltimos grupos, nuestro primer interés se orienta
a los minimos planos. Estos los organizamos en minimos de energia formados por 8-oxoG
con las bases purinas y con las bases pirimidinas.

3.1. Pares de bases de 8-oxoGuanina con las bases purinas
(G y A) del ADN.

Las bases purinas son la Guanina y la Adenina estas son las bases més extensas (espa-
cial mente) en comparacién con los pirimidinas. Dentro de las purinas, también se encuen-
tra la base modificada 8-oxoG. En la tabla 3.1 se muestran las caracteristicas energéticas y
geométricas de los minimos de energia planos y semiplanos (no estdn en un solo plano) de
Adenina con 8-0xoG obtenidos de los cédlculos de minimizaciéon. Aqui solo nos enfocamos
al tipo de minimos de energia planos ya que estos conforman las interacciones horizontales
del esqueleto del ADN. En la Tabla 3.1 y en las siguientes, la primera columna indica
el nombre del minimo de energia del par en orden ascendente respecto a su valor de la
energia. En la siguiente columna se describen los valores de la energia de interaccién en
kcal/mol, las siguientes dos columnas contienen las distancias interatémicas de los enlaces
de hidrégeno, estas distancias se miden en dos tipos

a) distancias entre atomos donadores de las bases con los hidrégenos delos dtomos
aceptores (N...H-N,N-H...O) (tercer columna)

b)distancias interatémicas entre dtomos donadores y aceptores de enlaces -H de ambas
bases (O/N...N, N...O/N)(cuarta columna). Las distancias interatémicas de los enlaces de
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CON LA BASE MODIFICADA 8-OXOGUANINA

3.1. PARES DE BASES DE 8-OXOGUANINA CON LAS BASES PURINAS (GY A)
DEL ADN.

hidrégeno en estas columnas siguen un orden determinado los primeros atomos correspon-
den a las bases normales (A,T,G,C) y los segundos a los dtomos de la base modificada
8-0x0G. En la quinta columna se dan las distancias entre los atomos de carbono donde
se une la molécula de aztcar a ambos lados de las bases (C1-C1’).En las dltimas dos
columnas se presentan los dngulos formados por el enlace C1’—N N(N9 para purinas y
N1 para pirimidinas)donde una base con la linea que une los dos carbones C1’-C'1’donde
se unen los azucares.

Nota: La descripcién de los simbolos se da en el texto.

De la tabla 3.1 se observa que el minimo més profundo (mayor energia en valor absolu-
to) es un par de base semiplano (SA) con una geometria similar a la de W-C (en distancias,
y en dangulos que se reportan), esta estructura se muestra en la figura 3.1 (Minimo de en-
ergia semiplano SP1). También en la figura 3.1 se muestran otros dos minimos de energia
de pares planos que aunque no son los més energéticos (en valor absoluto) como se ve en
la tabla 3.1, si son los que tienen una geometria més parecida a los pares de W-C, y por
lo tanto son los més probables de mantenerse sin deformacién en una doble hélice normal.
El par PA5 es el més interesante ya que es el reportado como el intermediario para una
mutacién puntual (transversién G : C' — T:A)en este par la base 8-0xoG forma un par tipo
Hoogsten con Adenina. De la tabla 3.1 se puede ver que la distancia C -C ’para el minimo
PA5 es de 11,04 con 0,44 mayor que la distancia para el par de W-C y los dngulos son de
40,1 °y 53.3°, teniendo para W-C los valores de 54.3°y 56.9°respectivamente, la variacion
es mayor para la 8-0xoG debido a que tiene conformacién syn. En esta tabla no estan
registrados todos los minimos ya que un minimo aparecié muchas veces con variaciones
nulas o muy pequenas de energia en este ltimo caso se tomé la energia més alta (en valor
absoluto).

SaA

-11.638

Figura 3.1: Estructuras de minima energia de los pares A:8-0x0G con geometrias cercanas
a los pares de W-C. La designacion de los pares corresponde con la tabla 3.1. Las lineas
punteadas representan los enlaces de hidrogeno y la linea continua son las distancias entre
los C1-C1’de donde se une el azicar.
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Tabla 3.1: Energias de interaccion (kcal/mol) y caracteristicas geométricas (A, °) de los
minimos de energia de los pares de base de Adenina con 8oxoG, minimos de energia planos

(PA) y semiplanos (SA).

Minimo Energia O/N...N O/N..H || C-C Angulo Angulo
[keal/mol] || H..N [A] || N..N[A] || [A] || cowo [°] || @Base [°]

SA1 -14.1 1.90 2.90 12.6 49.2 43.5
1.89 2.89

PA1 -13.8 1.88 2.89 9.4 117.5 2.6
1.89 2.89

SA2 -13.2 1.93 2.88 10.8 53.5 39.0
1.88 2.87

SA3 -12.8 1.91 2.89 9.0 1lol.5 13.9
1.88 2.87

PA2 -12.2 1.93 2.88 9.9 20.3 21.1
1.86 2.87

PA3 -12.2 1.93 2.86 8.8 45.8 52.0
1.87 2.88

PA4 -12.1 1.87 2.84 9.4 98.7 8.2
2.01 2.92

PA5 -11.5 1.90 2.89 11.0 40.1 53.3
1.88 2.89

PAG6 -11.3 1.91 291 11.4 31.3 28.0
1.88 2.88

SA4 -10.4 2.34 94.3 31.9 58.4
1.91 2.90

SA5 -9.9 1.89 2.89 3.7 129.1 102.1
2.91 3.88

PA7 -7.9 1.94 2.94 8.8 34.0 119

PAS -7.9 4.02 8.2 75.1 129.6
1.90 2.91

SA6 -7.6 2.72 3.63 6.2 158.2 87.0
1.90 2.90

PA9 -7.1 2.65 8.4 80.2 68.3
1.89 2.90
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3.2. PARES DE BASES DE 8-OXOG CON LAS BASES PIRIMIDINAS (C Y T)

En la tabla 3.2 se presenta los minimos de energia planos y semiplanos de 8-oxoG con
Guanina, la descripcion de la tabla es similar a la hecha para Adenina. Cuando la base
Guanina tiene més centros hidrofilicos, es de esperarse que forme méas minimos de energia
y més energéticos (en valor absoluto) que con las otras bases como se muestra en la tabla
3.2. El minimo de energia mas energético (PG1) tiene una geometria lejana a los pares
de W-C(10,72 A55,7°), como G es la una de las bases més extensas en este minimo la
distancia C’-C’es de 13,54 sin embargo los dngulos son muy pequefios (ver tabla 3.2). El
minimo de energia PG3 cualitativa mente es més cercana a un par de W-C sin embargo
sus angulos difieren mucho entre si (65,7°y 25,7°) y la distancia C’-C’también es grande.
En este minimo las conformaciones para 8-oxoG es antiy para Guanina es syn.

Por otro lado para el minimo de energia PG7 aunque su energia es menor en 6.1
kcal/mol que el mejor en la tabla 3.2 las caracteristicas geométricas son parecidas para un
par de W-C, la distancia C’-C’es 10,8 4 (casi la de W-C que es de 10,6121), los dngulos son
un de 54,6°y de 44,3°, sin embargo si observamos el minimo de energia PG7 en la figura
3.2 la parte del anillo pirimidol sobre saldria hacia el surco mayor que podria no deformar
grandemente a la doble hélice.

PG1 PG3
[ e );
ﬁ
- . s
P
. “< e [ <
«19.327 -16.951

PG?

Figura 3.2: Estructuras de minima energia de los pares G:8-0xoG con geometrias cercanas
a los pares de W-C. La designacion de los pares corresponde con la tabla 3.2. Las lineas
punteadas representan los enlaces de hidrégeno y la linea continua son las distancias entre
los los carbonos C1°-C1’donde se une el azicar.

3.2. Pares de bases de 8-0x0G con las bases pirimidinas (C
y T)

En la tabla 3.3 se tienen los minimos que se forman con la base Citosina, aqui el
minimo mas profundo tiene una energia de -25.4 kcal/mol que es similar al par G:C de
W-C y la geometria también es similar con 3 enlaces de hidrégeno. En el mecanismo de
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Tabla 3.2: Energias de interaccion (kcal/mol) y caracteristicas geométricas (A, °) de los
minimos de energia de los pares de bases de Guanina con 8-oxoG, minimos de energia
planos (PG) y semiplanos (SG).

Minimo Energfa O/N..N || O/N..H || C-C" || Angulo || Angulo
[keal/mol] || H..N [A] || N..N [A] [A] ozo [°] 1| aBase [°]

PG1 -19.3 1.90 2.89 13.5 27.9 29.8
1.89 2.88

PG2 -18.5 1.94 2.86 11.4 28.1 30.4
1.85 2.85

SG1 -17.9 1.93 2.84 10.7 33.5 32.5

PG3 -16.95 1.89 2.89 11.7 65.7 25.7
1.91 2.82

SG2 -16.1 1.91 2.89 8.3 53.2 107
1.88 2.88

SG3 -15.65 1.96 2.88 10.1 47.7 38.2

PG4 -15.0 1.88 2.89 8.2 76.2 78
1.88 2.88

SG4 -14.7 1.91 2.88 8.2 51.2 111.0
1.88 2.88

PG5 -14.7 1.92 2.83 12.2 18.4 22.8
1.94 2.94

PG6 -13.6 1.92 2.82 9.7 98.1 43.5
1.97 2.76

SG5 -13.5 1.89 2.88 6.2 45.2 109.3
1.89 2.90

SG6 -13.3 1.90 2.88 7.3 204 107.4
1.90 2.88

PG7 -13.2 1.88 2.87 10.8 54.6 44.3
1.94 2.94

SGT7 -12.4 1.95 2.85 8.4 106.9 34.7

PGS -11.9 1.95 2.85 9.2 98.8 29.6

PG9 -11.3 1.87 2.88 5.3 130.2 84

SG8 -10.0 2.09 3.07 6.2 53.9 71.5

PG10 -9.2 1.88 2.85 9.1 93 130.4

SG9 -8.1 1.89 2.90 9.2 23.7 39.0

SG10 -8.0 1.91 291 7.7 49.0 52.1

SG11 -7.4 1.93 2.92 8.8 36.8 38.5
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una mutacion puntual por modificaciéon de la base Guanina, se argumenta que el ataque
de los radicales libres ocurre dentro del par G:C en la doble hélice , modificando a la G
en 8-0xoG y que esta modificacién se mantiene en la hélice. Nuestros calculos corroboran
esta afirmacién ya que se obtiene el minimo de energia més estable y con geometria de
W-C. No encontramos otros minimos de energia con las caracteristicas de w-c que hemos
buscado.

Tabla 3.3: Energias de interaccion (kcal/mol) y caracteristicas geométrica (A, °) de los
minimos de energia de los pares de bases de Citosina con 8-oxoG, minimos de energia
planos (PC) y semiplanos (SC).

Minimo Energia O/N...N O/N..H || C-C’ || Angulo Angulo
[keal/mol] || H..N [A] || N..N [A] [A] oo [°] || @Base [°]

PC1 -25.4 1.87 2.87 10.9 52.9 52.0
1.86 2.87
1.92 2.92

PC2 -18.3 1.90 2.86 10.5 40.9 61.4
1.93 2.85

PC3 -18.1 1.86 2.87 9.0 100.6 2.2
1.89 2.89

PC4 -15.7 1.93 2.85 9.2 29.5 104.5
1.94 2.84

SC1 -11.6 1.90 2.89 8.4 47.5 57.8
1.88 2.89

SC2 -11.6 1.90 2.89 8.4 47.5 57.7
1.88 2.89

SC3 -11.05 1.90 2.90 9.8 20.1 31.1
1.89 2.87

PC5 -10.6 1.88 2.88 9.7 21.4 32.7
1.92 2.88

SC4 -8.9 1.96 2.83 8.7 60.4 63.2

SC5 -8.9 1.96 2.83 8.7 60.3 63.2

SC6 -8.4 1.89 2.88 8.4 48.2 59.0

SC7 -7.9 1.91 2.88 8 65.4 23.2

SC8 -7.8 1.90 2.87 9.6 39.8 32.9

PC6 -6.9 1.89 2.88 12.9 2.6 8.4

Por ultimo en la tabla 3.4 se tienen los minimos de energia formados con Timina y
8-0x0@G, la descripcion es similar a las anteriores tablas. En la figura 3.4 reportamos dos
estructuras, el minimo mas profundo PT1 que parece similar a PT3, sin embargo solo este
ultimo tiene la geometria de W-C. Se puede observar que la Citosina no esta en la misma
posicién si no que esta rotada 180°respecto al plano. Proponemos que solo la estructura
PT3 podria incluirse en la doble hélice sin deformarla.

Como ya mencionamos, al realizar los cdlculos obtuvimos miles de minimos de energia,
de las cuales reportamos en las tablas anteriores en las que se encuentran en el plano o casi
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CAPITULO 3. FORMACION DE PARES DE BASES INCORRECTAS

CON LA BASE MODIFICADA 8-OXOGUANINA
3.2. PARES DE BASES DE 8-OXOG CON LAS BASES PIRIMIDINAS (CY T)

PCA1

“26.412

Figura 3.3: Estructuras de minima energia de los pares C:8-0xoG con geometrias cercanas
a los pares de W-C. La designacion de los pares corresponde con la tabla 3.3. Las lineas

punteadas representan los enlaces de hidrogeno y la linea continua son las distancias entre
los C1’-C1’donde se une el azicar.

PT1 PT3

Figura 3.4: Estructuras de minima energia de los pares T:8-0xoG con geometrias cercanas
a los pares de W-C. La designacion de los pares corresponde con la tabla 3.4. Las lineas

punteadas representan los enlaces de hidrégeno y la linea continua son las distancias entre
los C1’-C1’donde se une el azicar.
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Tabla 3.4: Energias de interaccion (kcal/mol) y caracteristicas geométrica (A, °) de los
minimos de energia de los pares de bases de Timina con 8-oxoG, minimos de energia
planos (PT) y semiplanos (ST).

Minimo Energfa O/N..N || O/N..H || C-C" || Angulo || Angulo
[keal/mol] || H..N [A] || N..N [A] [A] ozo [°] | aBase [°]

PT1 -13.3 1.92 2.92 10.8 41.4 62.2
1.88 2.88

ST1 -12.9 1.90 2.89 6 107.2 95
1.90 2.88

ST2 -12.7 1.97 2.86 12.2 25.7 27.7

ST3 -12.3 1.95 2.86 8.5 35.7 103.2

ST4 -12.1 1.90 2.89 6.1 99.0 52.8
1.91 2.88

PT2 -11.9 1.94 2.85 13.2 41.1 5.4

PT3 -11.7 1.92 2.92 10.7 41.0 68.4
1.89 2.89

PT4 -11.5 1.96 2.87 8.8 27.0 114.7

PT5 -10.5 1.87 2.87 5.8 145.5 61.4

PT6 -10.4 1.92 2.84 10.3 50.7 73.9

PT7 -9.5 1.87 2.88 7.6 106 19.5

PT8 -9.3 1.91 291 9 65.9 43.5
1.91 2.89

PT9 -8.95 1.92 291 8.9 33.2 40.5
1.92 2.89

PT10 -8.4 1.89 2.89 3.6 110.1 174.2

STH -7.7 1.95 2.92 8.8 11.2 53.5

ST6 -7.5 1.93 2.93 9.5 22.2 41.4
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CAPITULO 3. FORMACION DE PARES DE BASES INCORRECTAS
CON LA BASE MODIFICADA 8-OXOGUANINA
3.2. PARES DE BASES DE 8-OXOG CON LAS BASES PIRIMIDINAS (C Y T)

en el plano. Pero obtuvimos también estructuras apiladas y en posiciones casi perpendic-
ulares. En la tabla 3.5 reportamos solo los minimos de energia apilados y perpendiculares
mas profundas que forman de las bases con la -oxoG. Los minimos de energia mas en-
ergéticos de los tres grupos son de estructura apilada, esto se puede ver al comparar las
tablas anteriores para los minimos de energia planos que son de 13.7, 25.4, 19.3, y 13.3
kcal/mol. Para A, C, G, y T respectivamente. Los minimos apilados se forman por la
interaccién del tipo m entre las bases. En la doble hélice esta interaccién contribuye a la
estabilidad del ADN. Los minimos de energia perpendiculares interacciona formando uno
o dos enlaces de hidrégeno. Estos pares aunque no son estables podrian ser intermedios
transistores (etapa intermedia)para formar los pares planos en la doble hélice.

Tabla 3.5: Estructuras de minima energia de pares A:8-oxoG, C:8-0x0G, G:8-0x0G y T:8-
oxoG con goemetria apilada y perpendicular.

Base Energia Energia Enlace-H
Apilados || Perpendiculares
Adenina -9.6 13.0 N7..H1
1.93
N7...H21
1.93
Citosina -11.4 13.0 N3...H22
1.89
Guanina -13.1 17 N7...H21
1.97
06...H1
1.91
Timina -9.65 10.4 06...H3
1.91
H7...02
1.93
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AC1 AbdAd

PEGT

Figura 3.5: Estructuras de maxima energia de pares A:8oxoG, C:oxoG, G:oxoG y T:8-
oxoG con geometrias apiladas y perpendiculares. La designacion delos pares corresponde
con la tabla 3.5. Las lineas punteadas representan los enlaces de hidrdgeno.




Capitulo 4
Conclusiones

En este trabajo se minimiza las estructuras formadas por una de las cuatro bases del
ADN y una base modificada 8-0xoG. Se obtuvieron un conjunto de minimos locales de
interaccion por el método de Steepent-Descent el cual esta implementado en el programa
RANBASE versién 6. Los minimos obtenidos se agrupan en tres grupos, minimos donde las
bases estdan en un plano haciendo enlaces de hidrégeno entre si (minimos planos), minimos
donde las bases se apilan por interacciones tipo 7 (pares apilados o staking) y pares donde
las bases estdan en planos en posiciones casi perpendiculares (pares perpendiculares).

Un primer resultado que obtuvimos fue encontrar el minimo del par formado con
Adenina:8-0xoG reportado en la literatura, donde la base modificada se encuentra en
conformacién syn. dentro de los minimos con A el més energético es casi plano aunque su
geometria no es tan cercana a la de W-C.

Con Guanina el minimo PG7 tiene caracteristicas geométricas mas parecidas para un
par de W-C pero su energia es menor en 6.1 kcal/mol con el minimo global también
observamos que el minimo PG7 la parte del anillo pirimidol sobre saldria hacia el surco
mayor que podria deformar grande mente a la doble hélice.

Para el par de base C:8-0xoG como era de esperarse tiene las propiedades de un par
de base de W-C con una geometria parecida a la W-C ademads tiene una energia muy alta
la mayor (en valor absoluto) de los cuatro. Este minimo podria ser el minimo C.G desptes
de la modificacién.

En el ultimo par formado con Timina T:8-0x0G se encontraron dos minimos de los
cuales uno tiene una geometria que se acerca a la de W-C (minimo PT3)ambas bases
estan en conformacion anti, como en la doble hélice.

Como una continuacion del trabajo seria realizar cdlculos més precisos con método
de MC para los minimos que encontramos y que discutimos y que parecen ser los mas
interesantes.

Ademsds nuestra busqueda nos llevo a muchos minimos apilados y unos perpendiculares
pudiendo ser este ultimo tipo de minimos estados intermedios por los que pueden pasar
durante el proceso de replicacién o transcripcion de la cadena.
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