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RESUMEN: Se estudiaron mediante calculos cudnticos semiempiricos los pares de bases del ADN formados por las bases
naturales y por andlogos sintéticos de la adenina (Z) y timina (F). Estas moléculas sintéticas, en los procesos de replicacion,
sustituyen a las naturales replicando perfectamente el ADN. Se obtuvieron graficos de densidad de carga y potencial electrostatico
que permiten comprender la formacion de los enlaces de hidrdgeno necesarios para la estabilidad de las bases apareadas. Se
estudiaron los pares A-T, A-F, Z-T y Z-F a los efectos de determinar las interacciones del apareamiento. Nuestros resultados
indican que, para |a replicacion del ADN, es de mayor importancia la complementariedad estructural (el efecto estérico), que los
posibles enlaces de hidrogeno formados entre pares cuando incluyen algin andlogo sintético.

Palabras Claves: Bases de ADN - andlogos sintéticos — adenina — timina.

SUMMARY: Electronic Structure of Synthetic Analogous of DNA Bases. Fusari, Corina M. *; Sterco, Silvano J.'2, Semiempirical
quantum mechanics calculations for the natural base pairs of DNA, and pairs containing structural analogous to adenine (Z) and
thymine (F) are presented. The synthetic molecules substitute the natural bases with no consequences in the double strand
elongation and stabilization when the DNA's replication process takes place. We show total charge density and electrostatic
potential plots in two and three dimensions that help to understand the hydrogen bond formation necessary for the stability of the
base pair. We study the base pairs A-T, A-F, Z-T and Z-F to determine the base-pairing interactions. Our results indicate that the
shape matching between bases (steric effect) is more important for the replication than the ability to form hydrogen bonds when

the base pair include a synthetic analogue.

Key Words: DNA basis - synthetic analogues — adenine — thymine.

Introduccion

Desde la propuesta original de Watson y Crick
(1) laestructura del ADN ha sido una fuente inagota-
ble de estudio. El fundamento de su forma y estabiii-
dad esta basado en los puentes de hidrégeno que se
forman entre las bases apareadas. La naturaleza de
estos puentes de hidrogeno y la prediccion tedrica
de las distancias y angulos de enlace todavia hoy
continda siendo estudiada (2-4). La especificidad y
fidelidad en la replicacion del ADN, se considerd
desde siempre que dependia de los enlaces de hi-
drogeno que existen entre las bases enfrentadas en
la doble hélice. Sin embargo, experiencias de
replicacion in vitro del ADN con analogos sintéticos
de adenina (4-metilbenzimidazol, que denominare-
mos Z) y timina (2,4-difluorotolueno, que denomina-
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remos F), mostraron que la replicacion era igual-
mente eficiente, ya que los analogos se incorpora-
ban en el lugar de las bases naturales y permitian la
formacién estable de la doble hebra (5-6). Las molé-
culas sintéticas eran andlogas en forma y tamario a
las bases naturales. Dado que no habia inconvenien-
tes en Ia replicacion, se suponia que se formaban
pares del tipo A-F, Z-T y Z-F, en lugar del par natural
A-T pero se argumentd que los anélogos sintéticos Z
y F eran moléculas esencialmente no polares, y como
tales, incapaces de formar enlaces de hidrégeno con
sus respectivos pares en el ADN (5-6). Estos resul-
tados implicaban que la piedra angular en la que se
basa la estructura tridimensional del ADN, y la cali-
dad en el proceso hereditario se cuestionara, dando
lugar a numerosas discusiones y revisiones de es-
tas experiencias. Asi, se continud con diversos estu-
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dios experimentales para comprobar la naturaleza
apolar de estas moléculas andlogas a las bases na-
turales (7-8). Asimismo, se reportaron calculos
cudnticos sobre 1-metil timina y 1-metil diflouro-
tolueno (9-10), que revelan que el andlogo sintético
de la timina es levemente polar, pero significativa-
mente menos polar que la timina misma. El proble-
ma planteado lleva al anlisis de enlaces de hidro-
geno entre atomos de carbono, hidrégeno y fldor, no
observados habitualmente en moléculas biolGgicas,
pera que de hecho existen y estan bien caracteriza-
dos, aunque en estructuras cristalinas que no po-
seen otros dtomos como oxigeno o nitrégeno méas
susceptibles a la formacion de este tipo de enlace
(11). Finalmente, se discuti6 las consecuencias de
laincorporacion de estos pseudonucleétidos sobre
|a estabilidad de una doble hebra de ADN de doce
bases de extension mediante cdlculos cuanticos y
de dindmica molecular (12), concluyendo que a pe-
sar de la falta de puentes de hidrogeno entre los
nucledtidos analogos, la doble hebra era igualmente
estable. Es indudable que es necesario un mejor co-
nocimiento de las interacciones que se dan entre los
andlogos y las bases naturales para comprender
mejor los mecanismos de las enzimas implicadas
en los procesos de replicacion, la identificacion de
sus sitios activos, y como se generan o no los erro-
res de transcripcion.

En este trabajo presentamos resultados de la
estructura electronica obtenidos con célculos
cudnticos semiempiricos, correspondientes a los
pares de bases naturales del ADN (A-T), de los pa-
res mixtos (A-Fy Z-T) y del par sintético (Z-F). Nues-
tro abjetivo es determinar la polaridad de las molé-
culas y la formacion de enlaces de hidrdgeno entre
los pares estudiados. Para ello presentamos grafi-
cos de potencial electrostatico y densidad total de
carga para cada una de las moléculas y los pares
considerados. Nuestros resultados indican que exis-
te un débil enlace de hidrégeno entre los pares mix-
tos, que se encuentra también presente en el par
sintético. Sin embargo, y en lo concerniente a la
replicacién del ADN en presencia de analogos sinté-
ticos, el efecto estérico (es decir, la similitud de una
base natural con su andlogo sintético) seria el efecto
dominante, y no la formacién de enlaces de hidroge-
no entre las bases.
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Materiales y Métodos

Los célculos cudnticos fueron realizados utili-
zando el método semiempirico PM3 dentro de la aproxi-
macion Restricted Hartree-Fock (RHF), tal como es-
tan implementados en el paquete de programas
Hyperchem 6.0. Las geometrias obtenidas correspon-
den a la minimizacion de la energia total, tanto para
las moléculas aisladas, como para los sistemas for-
mados por pares de bases. Se obtuvieron los graficos
de la densidad de carga y los potenciales
electrostaticos de los anélogos individuales y forman-
do pares, en dos y tres dimensiones. Esto sirvio para
identificar zonas de potencial enfrentado que estarian
relacionados con las zonas de interacciones puente
de hidrégeno. También se analizaron las energias de
los pares de bases A-T, A-F, Z-T y Z-F, identificando la
energia de enlace y la contribucion a la misma debido
alaformacién de enlaces de hidrégeno.

Resultados y discusidn

En la Figura 1 se muestran las estructuras de
las bases naturales del ADN, adenina y timina, indi-
cando los atomos que intervienen en la formacion de
los enlaces de hidrdgeno en el ADN.

En la figura 2 se muestran las estructuras de
los andlogos sintéticos de la adenina (2) y timina (F).
También se indican los 4tomas que intervienen en el
apareamiento.

Respecto de la molécula adenina, la energia
minima se encontrd variando su geometria, resul-
tando en una estructura plana que coincide con la
evidencia experimental. Las propiedades electroni-
cas mostradas en la figura 3 son la densidad de car-
ga de la molécula mostrada como curvas de nivel
sobre el plano que cantiene todos los atomos de la
misma y el potencial electrostatico en 2D. Los
nitrégenos que no estan enlazados con hidrégenos
(N1, N3y N7), muestran una simetria diferente a los
que silo estan (N9 y N6), evidenciando los primeros
mayor acumulacién de carga que los segundos. Si
se observan los graficos del potencial electrostatico
en 2D al acercarse una carga positiva por el plano
observado se sentird atraida por las zonas de poten-
cial negativo, es decir, hacia donde estén los
nitrgenos no unidos a hidrégeno. Esta es clara coin-
cidencia con el grafico anterior, ya que los nitrégenos
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més electronegativos son los que ejercen un poten-
cial atractivo sobre los protones.

En los gréficos de la figura 4 se muestran las
mismas propiedades sobre la molécula de timina,
observandose claramente la gran acumulacion de
carga que presentan los oxigenos, y por lo tanto, el
potencial atractivo que ejercen sobre los protones.

También se presentan a continuacidn los po-
tenciales electrostaticos de los andlogos sintéticos
ZyF, endos dimensiones (figura 5). Existen zonas de
potencial negativo atractivo, en F, ejercido por los
atomos de fidor. En Z, el potencial electrostatico es
esencialmente repulsivo de protones, ya que a dife-
rencia de la adenina perdi6 los nitrogenos de apa-
reamiento y con ellos el potencial electronegativo
que estos ejercian,

Los gréaficos tridimensionales de las mismas
propiedades (figura 6) tienen otro enfoque. La densi-
dad de carga en 3D da una idea de la forma espacial
de la molécula. Los valores del potencial electros-
tético, estan hallados sobre la isosuperficie de den-
sidad de carga (igual valor de contorno en ambos
gréficos). Aqui, los dtomas de potencial negativo (zo-
nas de lineas pélidas marcadas con una flecha), ejer-
cerdn un potencial atractivo sea cualquiera la direc-
cibn de acercamiento del proton. Este es el caso de
los nitrégenos en la adenina, de los oxigenos en la
timina y de los 4tomas de flior en el andlogo F. Esta
caracteristica se utilizara para determinar cudles son
los atomos que serdn aceptores en los enlaces de
hidrgeno formados cuando las bases se aparean.
Es decir, esperamos que tanto los oxigenos, como
los nitrégenos y los dtomos de fidor sean buenos
aceptores de protones al enfrentarlos a la base com-
plementaria correspondiente. Es necesario recalcar
que la forma tridimensional de las moléculas anélo-
gas no difiere de las naturales, pero los potenciales
electrostaticos demuestran menor capacidad de
aceptar protones en la formacion de los enlaces de
hidrégeno.

Para el par de bases naturales A-T {mostrado
enlafigura 7), se obtuvieron los graficos de la isosu-
perficie de densidad de carga y sobre ésta, el poten-
cial electrostético. La densidad de carga, como para
las bases individuales, sirve para caracterizar la
geometria del par y observar la perfecta comple-
mentariedad estructural que existe entre fas molécu-
las. El potencial electrostatico muestra claramente
las interacciones intermoleculares que explican el
apareamiento entre [as bases nitrogenadas. Los va-
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lores de potencial electrostatico negativo de A se
enfrentan perfectamente con los valores positivos
de Ty a distancias tales de permitir [a formacion de
enlaces de hidrogeno, es decir, distancias menores
a3A(13).

Los resultados para el par sintético Z-F se
muestran en la figura 8. Al comparar las mismas
propiedades que en los pares normales, se encuen-
tra que el potencial electrostético, ha perdido las zo-
nas de enfrentamiento positivo/negativo que habia
en el par A-T, sobre todo los que formaban el enlace de
hidrgeno central. Pero ain en condiciones menos
favorables hay potencial enfrentado en las zonas que
involucran los tomos de fidor. Ademas, hay que tener
en cuenta que las distancias intermoleculares son
mayores, debilitando por lo tanto los posibles puentes
de hidr6geno. Sin embargo, se detecta la formacion de
un enlace de hidrégeno entre el F4 del anlogo F y el
H6 del andlogo Z (indicado en la figura 8 con [a doble
flecha), enlace caracterizado como débil, tal que la
estabilizacion del par depende enteramente de la for-
macidn de este enlace de hidrégena.

Los resultados para los pares A-F y Z-T, estdn
dados en las figuras 9 y 10 respectivamente. Se de-
sea dar enfasis al hecho de que el rango de potencia-
les aqui mostrado es el mismo que el tenido en cuen-
ta al graficar los pares naturales de bases. Se obser-
va que hay zonas de interaccién de potencial enfren-
tado, pero las cargas distribuidas que dan lugar al
potencial no son lo suficientemente localizadas en F
como para generar un potencial de magnitud similar
al provocado por T,

En el par mixto Z-T (anélogo-base natural), se
podria llegar a pensar que los oxigenos de la timina,
al ser mas electronegativos pueden ser mejores
aceptores de protones en la formacion de los enla-
ces de hidrégeno. Sin embargo, los hidrégenos de la
seudo base que enirentan estin enlazados a carbo-
nos y no a nitrégenas como en el caso de la adenina.
Esto esta ademds agravado por la interaccion repul-
siva que se ejercen mutuamente los hidrégenos que
tendrian que formar el puente de hidrégeno central
en el par analizado.

La Tabla 1 resume los resultados de los célcu-
los cudnticos efectuados, incluyendo la optimizacion
de las geometrias a través de la minimizacion de la
energia total de las moléculas. Como se puede ob-
servar en la Tabla 1, el par A-T es el que obtiene
mayor ganancia energética por el apareamiento (5.7
kcal/mol), es decir es el par més estable de los cua-
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tro. Por el contrario el par menos ligado correspondea € como moderados en intensidad, coincidiendo con

las bases Z-T. Observando las longitudes de enlacey  los enlaces de hidrégeno presentes en las moléculas

laenergia par enlace de hidrégeno podemos clasificar  bioldgicas, mientras que los formados por los pares

los enlaces de hidrégena entre los pares naturales W-  mixtos y por el par sintético son caracterizados comao
enlaces de hidrégeno débiles (13).

Figura 1: Bases naturales del ADN: Adeninay Timina

Figura 2: Analogos sintéticos de las bases nitrogenadas naturales. 4-Metilbenzimidazol (Z), andlogo de la
adenina; 2,4-difluorotolueno (F), analogo de la timina.

Figura 3: Adenina: Densidad total de carga como curvas de nivel, sobre el plano de la molécula (e/a,”) y
potencial electrostatico en 2D (en e/a,), respectivamente.
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Figura 4: Timina: Densidad de carga y potencial electrostatico en 2D. Las unidades son las mismas que en
la Fig. 3.

Figura 6: Potencial electrostatico mapeado en la isosuperficie de densidad de carga (en e/a,), de las bases
A, T, Zy F respectivamente. Las flechas indican las zonas de potencial electrostatico negativo (zonas més
palidas).
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Figura 7: Pares de bases A-T, densidad de carga en e/a,? y potencial electrostatico en unidades e/a,. Las
flechas indican las zonas de potencial electrostatico atractivo de protones.

Figura 8: Pares de bases Z-F, densidad de carga en e/a; y potencial electrostatico en unidades e/a,. Las
flechas indican las zonas de potencial atractivo de protones. La flecha de doble punta indica la formacion de
un enlace de hidrégeno débil C-HF.

Figura 9: Par A-F, densidad de carga en e/a,’ y potencial electrostatico en unidades e/a,. Las flechas indican
las zonas del espacio con potencial negativo, atractivo de protones.
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Figura 10: Par Z-T. Densidad de carga en e/a;® y potencial electrostatico. Las flechas indican las zonas de
potencial negativo, atractivo de protones, en unidades e/a,.

Tabla 1: Distancias y energias de enlace, de reordenamiento, y de enlaces de hidrogeno para las geometrias
optimizadas utilizando el método semiempirico PM3. La energia de enlace de hidrdgeno se obtiene restando
ala kg, g, (en su geometria optimizada), la suma de 1as E, ., ..c, vese sas (6202 base calculada en la
geometria que tiene dentro del par optimizado). Ya que para una base aislada su geometria de energia minima
difiere de su geometria dentro del par optimizado, llamamos E,, ... para cada base, a las diferencias
de energias entre [as geometrias mencionadas. Finalmente, E . deun par, corresponde a la ganancia por
formacion de enlaces de hidrégeno, menosla  E, ... delas bases que forman el correspondiente
par.

Parde | Atomos que Longitud | E de enlace E de Energia de | Energia por | Tipo de
bases | intervienen (A) (Kcal/mol) | reordenamiento | enlace de H | enlace de H| enlace
(Kcal/mol) (Kcal/mal) | (Kcal/mol) | (Ref. 13)

HE 04 1.82
A-T NG 04 2.82 -5.7 1.2 -6.9 -3.5 Moderado
N1 H3 1.78
N1 N3 2.81

Z-F H6 F4 2.7 -29 0 -29 -2.9 Débil
C6 F4 3.77
H6 F4 1.8 -2.5 0.4 -29 -15 Débil

A-F | N6 F4 2.81
N1 H3 1.83
N1 c3 295

&= H6 04 2.82 -1.8 0.8 -3.7 -3.7 Débil
C6 04 3.91
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Conclusiones

A través de la resolucion de la ecuacion de
Schrodinger para los electrones de las moléculas
segln la aproximacién de Restricted Hartree-Fock
y utilizando el método PM3, se pudo conocer la dis-
tribucion electrénica de moléculas de fundamental
importancia bioquimica como son las bases
nitrogenadas: adenina y timina. Esta mirada cudntica
permiti6 identificar los lugares (dtomos) de
protonacion de cada molécula y predecir en los ana-
lisis de las moléculas aisladas cudles serian los
sitios donde efectivamente se producirian los enla-
ces de hidrégeno.

Los andlisis de las longitudes de enlace entre
los dtomos implicados en la formacion de los puen-
tes de hidrégeno, para las bases naturales, mostra-
ron que la fuerza de estas uniones se clasifican como
moderadas pero suficientes para conferirles estabi-
lidad en el apareamiento. Se debe tener en cuenta
que la complementariedad espacial de estas molé-
culas no es de menor importancia.

Se estudiaron moléculas andlogas a las bases,
que se utilizan en experimentos de replicacion in Vitro
del ADN, las moléculas Z y F. Respecto a la discu-
sion actual planteada sobre su polaridad, nuestros
resultados permiten concluir en que son polares, pero
con momentos dipolares mucho menores que las
correspondientes bases naturales. Por lo tanto, con-
cluimos que las moléculas estructuralmente simila-
res a adenina (Z) y timina (F) establecen puentes
débiles de hidrogeno en la formacion de los pares Z-
F, A-F y Z-T. Sin embargo, en presencia de agua, es-
tos enlaces serian ain mas débiles, o simplemente
inexistentes, por la competencia en la formacién de
enlaces de hidrégeno entre las moléculas del sol-
vente y las bases sintéticas. Por lo tanto, enlo que a
|a replicacion del ADN se refiere, la complementa-
riedad estérica seria el factor de mayor importancia
y no la formacion de débiles enlaces de hidrdgeno
entre las bases que incluyen analogos sintéticos.

FABICIB / Volumen 6 - p4gs. 75-82

Bibliografia

1- Watson, J.0., Crick, FH.C., 1953, “Molecular structure of
Nucleic Acids. A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid”, Nature
17, 737-738.

2- Fonseca Guerra, C., Bickelhaupt, F M., 1999, “Charge Transfer
and Enviroment Effects Responsible for characteristics of DNA
Base Piring". Angew. Chem. Int. 38, 2942-2945.

3- Fonseca Guerra, C., Bickellhaupt, FM., Snijders, J.G.,
Baerends, E.J., 1999. "The Nature of Hydrogen Bond in DNA
Base Pairs: The Role of Charge Transfer and Resonance
Assistance”. Chem, Eur. J. 5, 3581-3594.

4- Fonseca Guerra, C., Bickellhaupt, FM., Snijders, J.G,
Baerends, E.J., 2000. “Hydrogen Bonding en DNA Base Pairs:
Reconciliation of Theory and Experiment”. J. Am. Chem. Soc.
122, 4117-4128.

5- Moran, S., Ren, R X-F, Rumney IV, S., Kool, E.T,, 1997.
“Difluorotoluene, a Nonpolar Isostere for Thymine, Codes
Specifically and Efficiently for Adenine in DNA Rplication™. J.
Am. Chem. Soc. 119, 2056-2057.

6~ Morales, J.C., Kool, E.T., 1899. “Minor Groove Interactions
between Polymerase and DNA: More Essential to Replication
than Watson-Crick Hydrogen Bonds?". J. Am. Chem. Soc.
121, 2323-2324,

7-Morales, J.C., Kool, E.T., 2000. “Varied Molecular Interactions
at the Active Sites of Several DNA Polymerases: Nonpolar
Nucleoside Isostere as Probes”. J. Am. Chem. Soc. 122,
1001-1007.

8- Guckian, K.M., Krugh, T.R., Kool, E.T., 2000. “Solution
Structure of a Nonpolar, Non-Hydrogen-Bonded Base Pair
Surrogate in DNA". J. Am. Chem. Soc, 121, 6841-6847.

9- Evans, TA., Seddon, K.R., 1997. "Hydrogen bonding in DNA
— a return to the status quo”. Chem. Commun. 2023-2024.
10- Wang, X; Houk, K.N., 1998. "Difluorotoluene, a Thymine
isostere, does not hydrogen bond after all”. Chem. Commun.
2631-2632.

11- Thalladi, VIR, Weiss, H-C, Blaser, D., Boese, R., Nagia, A.,
Desiraju, G.R., 1998. "C-H... F Interactions in the Crystal
Structures of Some Fluorobenzenes”. J. Am. Chem. Soc. 120,
8702-8710,

12- Cubero, E., Shere, E.C., Luque, F.J., Orozco, M., Laughton,
C.A., 1999, “Observations of Spontaneous Base Pair Breathing
Events in the Molecular Dynamics Simulations of a
Difluorotoluene-Containing DNA Oligonucleotide”. J. Am. Chem.
Soc. 121, 8653-8654.

13- Jeffrey, G.A., 1997. "An introduction to Hydrogen Bonding".
Oxford University Press.



	FABICIB_6_2002_pag_75_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_76_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_77_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_78_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_79_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_80_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_81_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_82_870x1300

