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1. Introduccioén

Debido a su capacidad de unién covalente al ADN, los agentes alquilantes son
carcindgenos arquetipicos [1]. Por eso, su reactividad ha suscitado gran interés desde

mediados del siglo, tanto desde el punto de vista quimico [2-13] como bioquimico [13-15].

En los ultimos afos, en nuestro grupo de trabajo se ha estudiado la reactividad de
diversos agentes alquilantes (Figura 1). Muchos de estos compuestos resultan de la
nitrosacién de precursores presentes en los alimentos. En esta linea de investigacidn se
han estudiado (3-lactonas (-propiolactona y -butirolactona), compuestos vinilicos (acido
sorbico, acrilamida, acrilonitrilo, acroleina..) epéxidos como el 6xido de estireno y
nitrosocompuestos como alquilnitrosoureas, o los derivados de la nitrosacion del acido

soérbico (ENA y NMP) [16-29].

0 X
P
f > 7R ONN" “N-R
e} H
B-Lactona Epoxido C(:/T:ri)llil:gto Nitrosourea
P NO,
NN Co0H ﬂ J\
\ ON"SN
Ac Sérbico | OH
NO,
NMP ENA

Figura 1. Algunos agentes alquilantes investigados en nuestro grupo de trabajo.

Muchos O-heterociclos son agentes alquilantes: la tension en el anillo y la
presencia del heterodtomo confieren a algunas de estas moléculas una notable electrofilia
que facilita su reaccién con las posiciones nucledéfilas del ADN. Los epdxidos u oxiranos
(éteres trigonales) y las B-lactonas (ésteres tetragonales) y algunas y-lactonas sustituidas
son compuestos de conocida capacidad alquilante. Ademas, existen pruebas que sugieren

que algunos éteres tetragonales podrian ser cancerigenos.

Este trabajo tiene por objetivo estudiar la reactividad quimica de una serie de O-
heterociclos potencialmente cancerigenos, prestando especial atenciéon a su capacidad

alquilante. La Figura 2 muestra las sustancias estudiadas:
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Figura 2. Agentes alquilantes O-heterociclicos investigados

Los mecanismos de alquilacién de las moléculas arriba indicadas no han sido
investigados hasta la fecha. Por eso se piensa que podrian alcanzarse conclusiones
novedosas respecto a los mecanismos generales de alquilacién de O-heterociclos, tanto
desde una perspectiva experimental como de la aplicacién de métodos computacionales

que deben contribuir poderosamente a la comprension de los mecanismos investigados.
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2. Metodologia

La investigacién que se llevado a cabo es, fundamentalmente, de caracter cinético:
(i) mecanismos de alquilacién del sustrato 4-(p-nitrobencil)piridina (Figura 3), nucleéfilo
trampa de agentes alquilantes, de nucleofilia semejante a la de las bases del ADN; (ii)
reacciones propias de los agentes alquilantes en disolucién, como son las reacciones de
hidroélisis, descomposicion, o isomerizacion. El trabajo experimental se completé con
estudios computacionales, para profundizar en el conocimiento de los correspondientes

mecanismos de reaccion.

N/|

NO,
NBP

Figura 3. Nucleo6filo trampa 4-(p-nitrobencil)piridina

Se abord6 también el estudio de aspectos termodinamicos de los mecanismos de
reaccion, determinando constantes de equilibrio de disociaciéon, hidratacién e
isomerizaciéon. Cuando la determinacién experimental de las constantes de equilibrio

result6 inasequible, se recurrié a métodos computacionales.

La Figura 4 muestra esquemadticamente los métodos y técnicas de trabajo

utilizados:

. El estudio cinético del potencial alquilante de los compuestos arriba
indicados (Figura 2) se abordd mediante su reacciéon cromoégena con la NBP. El test
de NBP encuentra su origen en la busqueda de métodos rapidos y asequibles para
la deteccién de compuestos alquilantes usados en la guerra quimica. Se ha
utilizado en numerosas ocasiones para correlacionar los efectos bioldgicos de
numerosos agentes alquilantes, como epo6xidos, nitrosocompuestos,

antineoplasicos...

. Las reacciones de hidrdlisis de los respectivos compuestos se
estudiaron mediante espectrofotometria UV-Vis y por volumetrias acido-base

automatizadas.
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La determinacion de constantes de equilibrio se hizo mediante

espectrofotometria UV-Vis y por espectrometria de RMN.

° Las propiedades bioldgicas de algunos de los compuestos se
investigaron mediante tests biolégicos (Test de Ames, Test E coli, MTT, comet

assay,...).

. Algunos aspectos mecanisticos se abordaron mediante métodos de
teoria del funcional de la densidad (DFT), mientras que la determinaciéon de

constantes de equilibrio requirié métodos mas precisos (G-n y CBS).

Reactividad in vitro Reactividad in vitro
‘UV-Vis - UV-Vis
o -Acido-base
Hidrolisis Test NBP Reactividad in silico
Reactividad in silico - DFT
R &~ RN~
N ~ N -H* NN
. . . .z A
I?J\‘;It\;'os Disociacion H* H,0
-UV-Vi
‘RMN NBP
> Equilibrios < Hidratacion ‘—ﬂ RX Alquilacion NO, NOz
In silico Coloreado
: g-FnT / Agente
- CBS Isomerizacion Alquilante DNA Test bioldgicos in vitro
/ - - Ames
- Comet

Alquilacion DNA< - MTT

Reactividad in silico
- DFT

Figura 4. Esquema de la investigacién llevada a cabo.
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3. Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos se clasifican sucintamente en:

3.1. Lactonas

Fundamentalmente (-lactonas y, entre estas, la dicetena (2-metilén-oxetanona),
especie muy reactiva frente a nucleéfilos. Las B-lactonas, ademas de tener aplicaciones
industriales y en sintesis, son los productos de la nitrosacién de aminoacidos en
condiciones biomiméticas. Se estudiaron tanto su potencial alquilante, como sus
reacciones de hidrdlisis, y la acidez de su carbono «, tanto desde el punto de vista

experimental como tedrico.

3.1.1. Hidrolisis de la dicetena

Se han determinado los valores de las constantes de velocidad de hidroélisis neutra

de dicetena y sus parametros de activacion en diferentes medios.

o 0O O 0O O

S
(o] OH H* /U\/U\O
DIK AcAcH

o ,OH O

" (e} (0]
1 H* OH
1 _— @
J)—0 fe) Mo

09 (0]
/‘\)j\o@

H+
Esquema 1. Hidrélisis neutra y alcalina de la dicetena

Los resultados, en consonancia con antecedentes bibliograficos [30-32], muestran
que la velocidad de hidrélisis neutra de la dicetena es ligeramente mayor que la de otras 3-
lactonas como la -propiolactona (BPL) y B-butirolactona (BBL) y mucho mayor que la de

otras lactonas, como las y-lactonas, que no muestran hidrolisis neutra apreciable.

Se han determinado los valores de las constantes de velocidad de hidroélisis
alcalina de dicetena y los correspondientes parametros de activacion en diferentes
medios. Durante el estudio de la hidrélisis basica se observé una dependencia de la
velocidad con el pH consecuente con el Esquema 1. Se determind el pK, del hidrogeno o de

la dicetena, obteniéndose un valor de aproximadamente 15.

Se han calculado también valores para la constante de disociacion de la dicetena en

diferentes medios de reaccion. Se ha observado que la hidroélisis alcalina de la dicetena es
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mas rapida que la de BPL y BBL [33-35] y de la mayoria de lactonas con ciclos mayores

[36-37].

3.1.2. Potencial alquilante de la dicetena

Se ha observado que la dicetena posee capacidad alquilante muy elevada frente al
NBP, mayor que la de lactonas de conocida capacidad carcin6gena, como BPL y BBL. Sin
embargo el aducto NBP-dicetena es inestable en medio acuoso, habiéndose determinado
también las constantes cinéticas de su descomposicion. La elevada velocidad de
descomposicidn sugiere que es la inestabilidad de los potenciales aductos dicetena-ADN la
responsable de la ausencia de genotoxicidad de la dicetena, y no su rapida hidrélisis, como

se habia propuesto.

O,N O,N O,N
NBP AD

Esquema 2. Alquilacién de NBP por dicetena

La ruptura del anillo de la dicetena transcurre por fisién acilica, al contrario que
los analogos cancerigenos BPL y BBL, cuya fisién es alquilica. De esta manera, el aducto
NBP-dicetena es una [B-cetoamida, mucho mas labil que las aminas que forman las (-
lactonas cancerigenas. Un estudio ab initio es congruente con los resultados

experimentales.

3.1.3. pKade ésteres y cetonas

Durante el estudio de la hidroélisis basica de la dicetena se obtuvo un valor
inesperadamente bajo para su constante de disociacion acida (pK. ~ 15). Esta elevada
acidez implica que en medio fuertemente basico la dicetena se encuentra parcialmente

desprotonada, tal y como se observa en el perfil que se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Variacion de la velocidad de hidroélisis alcalina de la dicetena con respecto a la

concentracién de NaOH.

Por eso, para tratar de corroborar el resultado obtenido, se ha llevado a cabo un
estudio tedrico computacional DFT y ab initio del pK. de ésteres de cadena abierta y
cerrada. Los métodos utilizados han sido B3LYP 6-31++G(2df,2pd), G2 y CBS-Q, junto con
los métodos de campo de reacciéon auto consistente C-PCM y IEF-PCM. Dado que la
influencia de la energia de solvatacion es muy grande, y da lugar a errores sistematicos,

especialmente en lo que se refiere al uso de la energia de solvatacién del protén, se utiliz6

un método relativo.

AGOg i
B+ AHg) Ag + BHg)
) _AGOSON(AH )
-AG SOIV(B ) AGOSOIV(A-)\ {AGOSOIV(BH)
AG%,

B(aq)* AH(aq)

Alag) + BHiag)
Esquema 3. Ciclo termodinamico relativo para el calculo de pKa

Tomando como referencia el acetato de etilo (pK. = 25) se predice un valor de pKa,
para la dicetena de 17. Las tendencias observadas para (- y y-lactonas, comparadas con
ésteres lineales, sugieren un efecto de la ciclacion sobre el pK. de un éster de
aproximadamente -2 unidades logaritmicas, mientras que el efecto de una insaturacién 3-
Y es de unas -8 unidades (Figura 6 y Figura 7). De este modo, el valor de la constante de

disociacion de la dicetena es el que corresponderia a una lactona -y insaturada.
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|soDIK

(kJ mol™)

DFT DFT 22.9 23.7 -32.3 14.2
CBS-Q -36.8
G2 G2 221 22.8 8.3 -33.2 14.1

Figura 6. pK, tedricos de varias 3-lactonas.

GBL FUR isoFUR 2-Me-GBL 3-Me-GBL 4-Me-GBL
0O (¢} o O
AGisom ; PK, I:/</O ﬁo ﬂo \do
(kd mol™) S
DFT DFT 241 13.8 +19.6 104 +14.3 24.1 +17 9 224 24.8
CBS-Q +19.4 +12.4 +17.0
G2 G2 23.1 13.0 +18.1 9.8 +125 244 +18.4 216 23.8

2-Me-FUR 2-Me-isoFUR 3-Me-FUR 3-Me-isoFUR 3-MET-GBL

(0] O 0] O o]
+7.2 16.7 +46.2 9.9 16.6 +28.2 11.6 +40.3 13.1 +13.6 132 +17.8 125

+2.4 +39.0 +27.0 +38.6 +9.5 +17.2
+6.0 16.2 +38.7 10.5 15.6 +26.1 11.0 +36.8 13.8 +9.0 134 +16.2 12.2

c-2,3-Me-GBL t-2,3-Me-GBL c-2,4-Me-GBL t-2,4-Me-GBL c-3,4-Me-GBL t-3,4-Me-GBL 3,3-Me-GBL

+27.9 22.1 +25.9 226 25.8 +54 248 +127 244 +50 235  +26.8 22.0
+31.1 +30.7 +13.3 +18.5 +11.6 +30.7
+22.7 22.7 +20.5 23.2 258 +3.5 251 +8.2 239 +4.0 22.7 +19.4 21.3

2,3-Me-FUR 2,3-Me-isoFUR 2,3-MET-GBL 2,4-Me-FUR 2,4-Me-isoFUR

19.5 +47.2 11.2 +55.8 124 +10.7 16.7 +34.5125
+42.9 +44.5 +0.8 +29.2
18.6 +39.3 11.7 +47.6 13.6 +7.0 17.0 +29.213.1

3,4-Me- FUR 3,4-Me-isoFUR  3,4-MET-GBL

Lo

+6.4 16.3 +21.1 13.7 +43.5 13.7
+4.9 +20.4 +36.1
+1.7 16.4 +19.4 13.3 +36.5 13.9

Figura 7. pK, tedricos de varias y-lactonas.
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Sin embargo, existe una diferencia importante: todos los demds ésteres favorecen
la isomerizacion de las insaturaciones y-# a B-a por diferencias de entre 35 a 5 k] mol-!
(AGisom Figura 6 y Figura 7). La dicetena es el inico entre los compuestos estudiados en
que la forma y-B insaturada esta favorecida. Por tanto, si bien todas las lactonas -y
insaturadas son igualmente 4acidas, la dicetena es la iinica que una vez desprotonada no se

isomeriza a una forma mas estable y por tanto menos acida.

Con el objetivo de ampliar el estudio, se calcularon también las constantes de
disociacion de ciclobutan- y ciclopentan-onas y sus analogos insaturados. Los resultados
son, en general semejantes: la ciclaciéon incrementa la acidez en unas dos unidades
logaritmicas, y la presencia de dobles enlaces incrementa la acidez, si bien el efecto es mas
suave que el observado en lactonas. La unica diferencia significativa es que la lactona
equivalente a la dicetena, la 3-metilén-ciclobutanona es menos estable que su isémero o-f8

insaturado.

3.2. Carbonilos

Tras la aplicacion de métodos computacionales para el calculo de constantes acidas
de disociacién, se propuso aplicar un método similar (Esquema 4) para la determinacién
de constantes de hidratacién de grupos carbonilo. Para ello se escogieron los compuestos
mostrados en la Figura 8. Ademas de su interés intrinseco, este método resultara

necesario en el estudio de halofuranonas mutagenas (vide infra).

Absolute
/ﬁ)\ + ROH _AC°hy Rg<OH
Ri™ Rp R,” "R,
Relative

Reon 2z, Ron ]
L Qon 2o, Mo, J
R;” R,

Ri™ Ry R3” 'Ry

o)
R1)J\R

2

Esquema 4. Ciclos termodinamico relativo y absoluto para el calculo de constantes de hidratacion.
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Figura 8. Especies cuyos equilibrios de hidrataciéon se han estudiado.

Los resultados obtenidos (Figura 9) sugieren que el método relativo arroja valores
de Kinya con un error promedio por debajo de una unidad logaritmica (en un rango de
aproximadamente 25). Dentro los tres niveles de teoria usados, DFT-B3LYP/6-
31++G(d,p); MP2/6-31++G(d,p) y el método compuesto CBS-Q, la calidad de los resultados
mejora segin aumenta el nivel del método, a la vez que aumentan el tiempo y los recursos

necesarios para el calculo.

5 5
o DFT-B3LYP 6-31++G(d,p) MP2 6-31++G(d,p) CBS-Q
IOQ(KZhid)ca\L = 1’23J°g(K>vyd)eip -675 @ 0 100(Kpy e = 112 10g(Ky )y - 448 0 1 109(Kpyaeae = 1.05109(Kp, ).y, - 3-48
5 (r°=0.956, sd = 1.23, N = 40) (%= 0.944, sd = 1.30, N = 40) (" =0.967, sd = 0.93, N = 40)
— -5
2 10 51
% s -10
XI - _10 4
20 -15
@ Aldehydes ® Aldehydes ® Aldehydes
_25 WV Ketones -20 V¥ Ketones -15 1 Vv Ketones
B Acid derivatives B Acid derivatives i ivati
B Acid derivatives
-30 -25 -20 " T T T :
20 -15  -10 -5 0 5 10 -20 -15 -10 -5 0 5 10 -20 -15 -10 -5 0 5 10
Ky ya(exp) Kpya(exp) Kiya(exp)

Figura 9. Correlacién de valores experimentales y tedricos de las constantes de hidrataciés de

aldehidos, ésteres y cetonas.

3.3. Estudio computacional de la hidrélisis de lactonas

La hidrdlisis de ésteres es una de las reacciones cuyo mecanismo se ha estudiado
en mayor profundidad, hasta el punto de que son la base de la mayoria de las
correlaciones estructura-actividad, como por ejemplo las ecuaciones de Hammet o Taft.
Existen ocho posibles mecanismos de reaccion (Esquema 5), que han sido también objeto

de estudios computacionales.
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Esquema 5. Mecanismos de hidroélisis de ésteres.

La hidrolisis de lactonas, especialmente de aquellas con anillos muy tensionados
ha sido estudiada experimentalmente en numerosas ocasiones, y es interesante resaltar
que pequeiias variaciones estructurales puede cambiar completamente el mecanismo por
el que se hidrolizan estos compuestos. Por ejemplo, BPL y BBL experimentan hidrolisis
bimolecular alquilica, mientras que DIK se hidroliza siguiendo el mecanismo mas habitual,
Bac2, la B-isovalerolactona (con solo un grupo metilo de diferencia respecto a BBL) se

hidroliza de acuerdo al mecanismo Ba.1.

Ala vista de la falta de estudios computacionales que traten especificamente sobre
lactonas, se ha estudiado la reactividad de las moléculas que se muestran en la Figura 10

en medio neutro, basico y acido.
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Figura 10. Moléculas cuya hidroélisis se ha estudiado.

Los resultados obtenidos estdn en excelente acuerdo con las generalidades

observadas en el estudio de los mecanismos de hidrolisis de ésteres lineales, y con los

resultados experimentales descritos en la bibliografia.

En lo que respecta a los mecanismos de hidrolisis neutra de lactonas, se ha podido
predecir correctamente el mecanismo de hidrolisis para cada una de las especies
estudiadas. Se ha obtenido, ademas, un buen acuerdo entre los datos experimentales y
tedricos, tal y como se muestra en la Tabla 1 para la hidrdlisis neutra, en la

Tabla 2 para la hidrélisis alcalina y en la

Tabla 3 para la hidrodlisis acida.

Tabla 1. Comparacion de resultados experimental y tedricos para la hidroélisis neutra de lactonas.

AH (k] mol1) AS (J K'imol1)  AG(25 °C) (k] mol-1) Mecanismo
Exp Calc Exp Calc Exp Calc Exp Calc
COOMe 77 69 -115 -134 110 109 Bac2 Bac2
AcOEt 90 - -131 ~ 128 129 Bac2 Bac2
BPL 83%2 85 -46+8  -24 97 92 BaL2 BaL2
BBL 88+3 99 -44+9 10 101 96 BaL2 BaL2
BIVL - 76 - -13 ~ 87 80 Barl Barl
DIK 562 59 -126+6 -84 94 84 Bac2 Bac2

Tabla 2. Comparacion de resultados experimental y tedricos para la hidroélisis basica de lactonas.

AH (k] mol1) AS (J K''mol-1) AG(25 °C) (k] mol1) Mecanismo

Exp Calc Exp Calc Exp Calc Exp Calc

COOMe 38.7+25 354 -83+8  -77 634+49 67.2 Bac2 Bac2
AcOEt 453 50.7 -111+ -112 78.5 85.9 Bac2 Bac2
BPL 50.1+09 465 -71+3  -61 71.3+13 788 Bac2 Bac2
BBL 51.3%21 49.1 -74+x6  -76 734+27 816 Bac2 Bac2
BIVL - 55.5 - -63 ~77 87.7 Bac2 Bac2
DIK 47406 27 -63+2 -89 66.1+0.8 60.8 Bac2 Bac2
GBL 44613 563 -94+5 -97 726+2.0 868 Bac2 Bac2
FUR 498+08 638 -104+3 -102 808+18 953 Bac2 Bac2
DVL 30.1+17 455 -117+x6 -127 650+25 804 Bac2 Bac2
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Tabla 3. Comparacion de resultados experimental y tedricos para la hidrélisis 4cida de lactonas.

AH (K] mol?) AS (J K'imoll)  AG(25 °C) (k] mol?) Mecanismo

Exp Calc Exp Calc Exp Calc Exp Calc

COOMe 602 87 -89+7 -22 87 +3 94 Anc2 Anc2

AcOEt 68+1 97 -94+1 -59 96 + 1 114 Anc2 Anc2
BPL - 94/97 - -4/ ~103 98 /103 Aacl Aac2/Aacl
BBL - 94/102 - -20/ ~105 99 /111 Aacl Aac2 / Aacl

BIVL - 91 - 33 ~88 81 AaLl Anl
DIK - 88 /85 - -25/ ~96 93 /92  Aacl Aac2 /Anacl

GBL 65%1 86 96+3 -2 94 + 2 87 Anc2 Anc2

FUR - 104 - -27 - 112 Aac2 Anc2

DVL 47+1 73 -113+5 -46 81+2 84 Anc2 Anc2

3.4. Oxetanos

Eteres tetragonales relacionados estructuralmente con los dos grandes grupos de
O-heterociclos alquilantes: andlogos reducidos de las -lactonas poseen un eslab6n mas en
su ciclo que los epdxidos. Se estudiaran las moléculas de metil-oxetanO-metanol (MOM),
dimetiloxetano (DMOX) y el 6xido de trimetileno (TMO). Fueron objeto de analisis su

capacidad alquilante y su genotoxicidad.

Se ha estudiado cinéticamente la reaccién de varios oxetanos de capacidad
tumorigénica conocida: 6xido de trimetileno, dimetiloxetano y metiloxetanometanol con la
NBP. Los resultados obtenidos sugieren que la reacciéon de alquilacién esta catalizada en
medio acido y es muy lenta, de modo que es probable que los oxetanos no sean alquilantes

directos, siendo necesaria su activacion metabdlica para ejercer su genotoxicidad.

R1 R2
Ho._><_OH

Esquema 6. Alquilacién de NBP por oxetanos e hidrélisis de los mismos.

Los resultados de las pruebas bioldgicas (Test de Ames, BTC E. Coli, Comet assay)

sugieren que los oxetanos no son mutagenos ni genotoxicos, tanto directamente, como tras
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su activacidon metabdlica. Las pruebas de proliferacién (ensayo del azul de formazan MTT)
sugieren que la toxicidad de los oxetanos es muy baja, y por tanto los resultados
bibliograficos no podrian atribuirse a la toxicidad de los compuestos y los efectos

tumorigénicos de la proliferacién que sigue a la necrosis.

Asi pues, la incongruencia con resultados anteriores podria atribuirse a la
utilizacién de compuestos impuros, en tan altas dosis que incluso impurezas muy
minoritarias podrian tener efectos bioldgicos. De tenerlo, el efecto carcinégeno de los
oxetanos debe actuar a través de mecanismos completamente diferentes a los de los

agentes alquilantes analogos: oxiranos y [-lactonas.

3.5. Hidroxihalofuranonas

Carcindgenos que se forman a partir de los acidos humicos en procesos de
cloraciéon de aguas. Su estructura pentagonal los aleja de las lactonas cancerigenas
estandar, tetragonales, ya que pocas y-lactonas son agentes alquilantes directos. Se
estudiaron los acidos mucohalicos (mucoclérico, MCA y mucobrémico, MBA) ademas del
mutageno mas potente conocido, la lactona MX (3-clorO-4-(diclorometil)-5-hidroxi-2(5H)-
furanona) y sus analogos CMCF (3-clor0-4-(clorometil)-5-hidroxi-2(5H)-furanona) y MCF
(3-clor0-4-metil-5-hidroxi-2(5H)-furanona). La atencién se dirigié6 a las reacciones de
alquilacion, la descomposicion y los muchos equilibrios tautoméricos y de disociacién de

estos compuestos.

La lactona MX (3-clorO-4-(diclorometil)-5-hidroxifuran-2(5H)-ona) es uno de los
mutagenos mas potentes probados con el test de Ames, una cantidad tan baja como 10 ng
provoca mas del 1500 revertientes en la cepa TA 100. Dado que uno de los mecanismos
propuestos para la accion de la MX es la alquilacion y se han identificado algunos aductos
que forma con el ADN, se ha estudiado computacionalmente su reacciéon con nucleobases.
Ademdas se estudié la reactividad de los compuestos 3-clorO-4-(clorometil)-5-
hidroxifuran-2(5H)-ona (CMCF) y 3-clorO-5-hidroxi-4-metilfuran-2(5H)-ona (MCF), dos
analogos de la lactona MX que, si bien, son mutagenos y carcinégenos probados, poseen

una capacidad mutdgena varios drdenes de magnitud inferiores a los de la lactona MX.

3.5.1. Reactividad de acidos mucohalicos

Los acidos mucohdlicos existen como una mezcla de especies en equilibrio. La
forma hidroxi-lacténica cerrada esta en equilibrio con el carboxilO-aldehido abierto. Este,

a su vez, es un acido que se disocia en medio neutro o basico.
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En el estudio experimental se determinaron las constantes de disociacién
aparentes entre las formas cerrada y abierta desprotonada, que tienen valores cercanos a

4.0. Ademas, se calcul6 la constante de hidratacién del grupo aldehido.

En el estudio tedrico se aislaron las contribuciones de las constantes de acidez y de
tautomerizacién a la constante global (Esquema 7). Los resultados sugieren que los MXA
son acidos fuertes (pKa en torno a 1) y por tanto la forma aldehidica protonada (MXAp°) es

siempre muy minoritaria.

iz_ﬁj Koo N/ K XX
~o -H0 I<<0H
MXA, MXA,,° MXApyd

X = Cl, MCA X X oo XX
- hyd —
X = Br, MBA ﬁ I<<OH
<o -H,0 O OH
Ie) S
op- IVIXAhyd-

Esquema 7. Equilibrios de los acidos mucohalicos

Los MXA se hidrolizan en medio fuertemente basico. Esta reaccion ha sido
propuesta como el primer paso en el mecanismo de alquilacién del ADN por parte de los
acidos mucohalicos. Nuestros resultados sugieren que la hidrdlisis de acidos mucohalicos
es muy lenta en medio neutro y, por tanto, su papel en el mecanismo de alquilacién por

parte de estos in vivo es nulo.

X X _ ho X o X
(@) \O k \O T (@) \O
O@ OH @) O@ O@
MXA MOXA
X=CI, Br

Esquema 8. Hidrdlisis de MXA en medio basico.

El estudio de la reaccion de los MXA con los aniones hidrdxido arrojé un resultado
interesante: el mecanismo es de orden cinético dos respecto a la concentracion de
hidréxido (Figura 11), lo cual se interpreta como un preequilibrio de desprotonacion

seguido del ataque nucleofilico del hidréxido.
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Figura 11. Dependencia cuadratica de la constante de hidroélisis de MXA respecto a [OH"]

3.5.2. Reactividad de MX y analogos

La lactona MX puede existir bajo varias formas diferentes en solucién acuosa
(Esquema 9): como hidroxihalofuranona puede encontrarse en forma cerrada (7) o
abierta. A su vez, la forma abierta (4), como acido carboéxilico, se disocia (1). Las
reacciones anteriores son idénticas a las descritas para los equilibrios de los acidos

mucohdlicos en disolucién acuosa.

Ademas, las MXY se isomerizan en medio basico de la forma Z (1, 4) ala E (3, 6).
Como intermedio de este equibrio, y especialmente, como agente alquilante efectivo in
vivo, se ha propuesto la existencia de una especie (2, 5) que reaccionaria con uncleéfilos

biolégicos a través de su grupo metilenO-terminal.

X Cl
X _ cl Kop — Ke—xo_prOt X \ o KE-pmt XﬁOH
o= OH =
0 © OH o=/ &
6
! | K H* H*
Ka—ap a
H+
Y Y
X

Esquema 9. Equilibrios de disociacién e isomerizaciéon de MX y analogos.

Con objeto de conocer la distribucién de especies de MXY en solucion y alcanzar
conclusiones acerca del origen de la actividad de MX in vivo, se han determinado las
constantes de equilibrio que se muestran en el Esquema 9 (Kop, Ka-ap, Kexo, Kg), junto con las

concentraciones de equilibrio de las especies 1-7 en medio neutro.
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Los resultados sugieren que, al igual que los acidos mucohdlicos, los MXY
protonados se encuentran mayoritariamente en la forma cerrada. Ademas, la forma
abierta es un acido fuerte, de manera que la constante de acidez aparente entre formas

anidnicas y neutras es pKa-ap ~ 6.

Las concentraciones de equilibrios de los las especies metilenO-terminales son
igualmente bajas (aproximadamente una millonésima de la concentraciéon total de

halofuranona) para MX, CMCF y MCF.

3.5.3. Potencial alquilante de 4cidos mucohalicos

Los acidos mucohdlicos reaccionan con las bases del ADN, tanto en sus formas
monoméricas como en el propio ADN, dando lugar a derivados eteno, oxalo eteno y
halopropenal [38-45]. Para confirmar el posible papel de los productos de hidrélisis de los
MXA en su reaccién de alquilacion y con objeto de conocer en profundidad los mecanismos
de alquilacién por MXA, se ha estudiado la reaccion de estos con dos nucleéfilos modelo.
Se utilizé anilina como modelo de las aminas exociclicas de las bases, y la NBP como
modelo de los nitrégenos endociclicos. Los mecanismos de reacciéon observados para
anilina (Esquema 10) y NBP (Esquema 11) son coherentes con los productos observados

en la alquilacién de los nitrégenos endO- y exO-ciclicos de los nucledtidos.

O

HN

© X
ooc)\[
X X
AN

N

AN
H* % X
- © X o X fast ADaN.mxA

X X
. t —_— e . H,0 OH
0" ° -H;0 o X
© N o0C” X
MXA fast *
AN XN

Esquema 10. Mecanismo de alquilacién de anilina por MXA
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MXA
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Esquema 11. Mecanismo de alquilaciéon de NBP por MXA

Se determinaron las constantes de velocidad y los parametros de activacién de las
etapas limitantes de cada mecanismo. Los resultados sugieren que los dcidos mucohalicos
son agentes alquilantes fuertes que muestran preferencia por las posiciones exociclicas del
ADN. Las velocidades de alquilacion son lo suficientemente elevadas para que la
intervencion de los MOXA (los productos de hidroélisis de los 4cidos mucohadlicos) pueda

considerarse nula.

Ademas, se ha modelado computacionalmente el mecanismo de reaccién de los
MXA con adenosina, asi como algunas alternativas posibles al mecanismo propuesto en la
bibliografia. Los resultados son congruentes con el mecanismo propuesto y descartan, por
estar desfavorecidas cinéticamente, algunas posibles etapas alternativas. En el Esquema

12 se muestra el mecanismo de reaccién en negro, y, en gris, las reacciones no favorecidas.
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Esquema 12. Mecanismo de alquilacién de nucle6tidos por MXA

Los resultados obtenidos permiten concluir que la alquilacién de nucleétidos por

acidos mucohalicos tiene lugar por la formacion de la base de Schiff, seguida de hidroélisis
del halégeno en posicion o con respecto al grupo carboxilato. A continuacidn tiene lugar la
isomerizacion del enol formado, lo que da lugar a la presencia de un enlace C-hal6geno en

posiciéon o con respecto a un carbonilo. Este grupo halégeno especialmente reactivo es

expulsado en un reaccion de ciclacion, o bien sustituido por un grupo hidroxilo.

Nuevamente se observd que la reaccion de hidrolisis de los MXA para formar

MOXA es mucho mas lenta que la alquilacion, lo que descarta por completo que los acidos

mucoxihalicos jueguen papel alguno en la alquilacién de nucledtidos por MXA.

3.5.4. Potencial alquilante de MX y analogos
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El espectro de las mutaciones inducidas por MX sugiere que las lesiones generadas
por este compuesto tiene lugar en la guanosina. No obstante, no se han logrado aislar
aductos guanosina-MX (aunque si adenosina-MX) en experimentos utilizando ADN de

doble hélice.

Dado que las halofuranonas se reducen facilmente, se ha propuesto que pueden
oxidar al ADN. Dado que la guanosina es la base mas facilmente oxidable, esto seria

congruente con la mutagenia de MX.

Por ello, en una primera fase del trabajo, se calcularon las afinidades electrénicas
en disolucién (o potenciales de reduccién) para las MXY. Si bien los resultados sugieren
que se trata de especies con una clara tendencia a reducirse, sus afinidades electrénicas
verticales no son lo suficientemente elevadas como para oxidar directamente a los

nucleétidos.

En este trabajo se ha estudiado la reactividad de MX, CMCF y MCF (MXY) con los
nucleétidos guanosina y adenosina. En la bibliografia se ha propuesto que estos

compuestos reaccionan con las bases en su isO-forma metileno terminal.

Nuestros resultados sugieren que MX y CMCF reaccionan por sustitucidon de los
atomos de cloro presentes en el grupo metilo, sin que intervenga la forma con el doble
enlace en posicién terminal. No es, por tanto, ni la gran reactividad de estos supuestos
intermedios, ni su elevada concentracion (vide supra), las causas de los efectos biolégicos

extremos de MX.

El Esquema 13 muestra el mecanismo estudiado para la alquilacién de nucléotidos
por MXY. Los productos de la reacciéon de alquilacién, asi como las transformaciones

sucesivas de estos son coherentes con los aductos descritos en la bibliografia.

Los potenciales de reduccion de los aductos nucle6tidO-MXY son inferiores a los
potenciales de oxidacién de los nucleétidos que componen el ADN, lo que también
descarta que las lesiones oxidativas observadas sean consecuencia de la reaccién de

reduccion de los aductos nucle6tidO0-MXY.

Se observd, ademads, una tendencia de los aductos a experimentar rotura

unimolecular de los enlaces C-Cl, para dar lugar a aductos cargados positivamente.

Las barreras energéticas calculadas sugieren que los MXY son agentes alquilantes
moderadamente fuertes, aunque menos reactivos que, por ejemplo, los acidos mucohalicos
y que no existen diferencias importantes entre la reactividad de MX y CMCF a excepcion de

la que se detalla a continuacién.
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La presencia de un segundo grupo halégeno hace que la formaciéon de cationes
derivados de lo aductos MX-nucledtido esté favorecida, especialmente de aquellos

derivados de la forma cerrada de AD1 (Esquema 13).

TS-AC N

Q[
N
iso-TS-sp3
¢]]
COO”
X
oHC— A HN OHC, J—HN
|~~~ 72 OHo-- 7 -
00C— N 277-cl N
Ch o\ -00C N

Yo, X
OHCf “NH, oHe HN OHC—~ HN> OHC— ~ N
00C g yo— | N>" - N N
N ooc g N 00C™ ¢ ™\ __ -
Ts ADA AD2 TS2
V \I' \ -HCl
X © ) )
HO @ HO OHC HN H HN \
HN>_ HN | /__ OHC 7 /__ OHC / \>___
o) TTe— o N ) 5 N N
| y N o O | NG 00C™ ™ ™ 00C™ @ ™\ _. -00C N
4 - 4 Cl L. AD1-CAT AD2-CAT AD3
AD1_CI-CAT AD1_CI

Esquema 13. Mecanismo de alquilacion de nucleétidos por MXY.

Si bien el papel de estos cationes no esta claro, se observé que:

(i) Mientras que las reacciones bimoleculares que conducen a los mismos
productos tienen barreras energéticas muy elevadas, las reacciones de ciclaciéon de los

cationes conducen a algunos de los aductos observados experimentalmente.

(if) Las afinidades electronicas verticales de los cationes son lo suficientemente
elevadas como para oxidar directamente a los nucledtidos. La formacién de dos radicales,
uno de los cuales puede conducirse de base en base a lo largo de la molécula de ADN,

podria explicar los efectos bioldgicos exclusivos de la MX.
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3.6. Intercalantes

El fotocromismo consiste en la transformacion reversible de una especie quimica
entre dos formas con diferentes espectros UV-vis, por absorcion de radiaciéon

electromagnética.

Los fotocromos tienen multiples aplicaciones, una de las mas comunes es en la
fabricacion de lentes, y recientemente se han propuestos como interruptores 6pticos. A la
luz de esta posible aplicacién, se ha descrito recientemente un fotocromo capaz de unirse
al ADN. El control de este proceso podria tener aplicaciones practicas muy importantes,
tanto tecnolégicas como médicas, como serian el control de la transcripcién y la

replicacién.

Intercalation

®\ \®N\
Esquema 14. Fotocromismo de un espiropirano capaz de unirse al ADN.
Para comprender mejor el funcionamiento de un espiropirano capaz de unirse al
ADN, descrito por Andersson et al. (Esquema 14), se ha modelado el proceso de

intercalacién del fotocromo en cuestion en oligonucleétidos dAdT y dGdC. En la Figura 12

se muestra la geometria de equilibrio del fotocromo intercalado.
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Figura 12. Geometria de equilibrio para la intercalacion del fotocromo SP en un oligonucledtido

tri[dGdC]; al nivel de teoria DFT-MPWB1K/6-31G(d).

Los resultados obtenidos estan en excelente acuerdo con las medidas experimentales,
tanto en lo que se refiere a la isomerizacion y decoloracién térmica del fotocromo, como a
sus propiedades Opticas, asi como a las energias del proceso de intercalacién y las

propiedades 6pticas del complejo ADN-SP.

Tal y como se muestra en la Figura 13, el espectro UV-Vis calculado para el fotocromo
antes y después de la intercalacion muestra la misma variacion que se observa
experimentalmente: un descenso de la absorcién (hipocromismo) y cierto desplazamiento
hacia el azul (hipsocromismo). Estos cambios son consecuencia de dos efectos en parte
opuestos y de desigual magnitud: la pérdida de planaridad tiene como consecuencia un
descenso de la absorbancia y desplazamiento hacia el azul, mientras que la interaccion
electronica m-m resulta en un desplazamiento hacia el rojo y un descenso adicional del a

absorbancia.
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Figura 13. Comparacion de los espectros de absorcién UV-Vis del fotocromo SP. a) Resultados

experimentals. b) Resultados teéricos obtenidos en este trabajo.
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Las conclusiones obtenidas se pueden resumir en:

La dicetena se hidroliza rapidamente en medio acuoso, tanto neutro como alcalino.
La influencia del medio de reaccién en los parametros de activacién estd de
acuerdo con los observados para otras lactonas, asi como con las propiedades de
las mezclas-agua dioxano.

La dicetena es un electréfilo fuerte que reacciona con la NBP mas rapido que otras
lactonas.

Dado que la alquilacién de NBP por DIK es mucho mas rapida que la hidrolisis de
esta, la falta de efectos biolégicos por parte de la dicetena debe ser consecuencia
de la corta vida de los aductos de alquilacion.

El hidrégeno a de la dicetena tiene un pK, de 15, un resultado que est4 de acuerdo
con las predicciones tedricas para compuesto similares

El hecho de que esta constante de disociacién tan elevada pueda medirse, es
consecuencia de que DIK es un caso tnico en el que el isémero -y insaturado esta

favorecido respecto del a-f.

Las hidrélisis neutra, alcalina y acida de lactonas se han modelado in silico.

Desde el punto de vista cualitativo, los mecanismos de hidroélisis predichos estan
de acuerdo con los resultados experimentales.

Los parametros de activaciéon tedricos estan en consonancia con los valores
experimentales, con errores generalmente inferiores a 5 k] mol-1.

La dicetena se hidroliza en medio alcalino por un mecanismo poco comun de

eliminacion-adicion de la forma desprotonada.

La combinacién de datos cinéticos y bioldgicos sugieren que los oxetanos no son
agentes alquilantes directos a pH fisiologico.

La falta de mutagenia, genotoxicidad y citotoxicidad en presencia de mezcla S9 y
citrocromo humanos CYP2E1 y CYP2A6, indican también que los oxetanos no son
activados para formar agentes alquilantes o mutagenos de accion directa in vivo.
La contradiccién aparente entre nuestros resultados y ensayos en animales

siguieres que o bien (/) los oxetanos son genotoxinas extremadamente débiles o no
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son genotdxicos en absoluto y que los resultados previos son erréneos; o bien (if)
el efecto carcinogénico de estos compuestos se ejerce a través de mecanismos
completamente diferentes a los de compuestos similares, como epoéxidos o

lactonas, que son capaces de causar dailo directo al ADN.

El uso de un método relativo permite la determinacién precisa de constantes de
hidratacién del grupo carbonilo de aldehidos, cetonas y ésteres, incluso a niveles

de teoria modestos.

Los acidos mucoxihalicos existen en disolucion como un equilibrio acido-base
aparente entre la furanon ciclica y carboxilato disociado de cadena abierta. La
constante de equilibrio global es 3,95 + 0,02 y 4,27 + 0,02.

Los MXA son acidos fuertes que se disocian rapidamente, con pKa cercanos a la
unidad. EN lo que respecta a las formas no disociadas, el tautomero de cadena
cerrar esta mas favorecido por 30 k] mol-L.

Los MXA se hidrolizan a MOXA a velocidades despreciables, excepto en
condiciones fuertemente basicas, como las que se usan en ablandado por cal. Esto
descarta que los MOXA puedan jugar algin papel en la alquilaciéon por MXA in vivo.
Los MXA reaccionan preferentemente con grupos amibo exociclicos de los
nucledtidos del DNA, con formacién de una base de Schiff en la etapa limitan. Las
reacciones siguientes incluyen hidrdlisis, isomerizacién y circulaciéon o hidrélisis.
Los aductos formados y la preferencia por la guanosina, mas nucleofilica, esta de

acuerdo con el espectro mutaciones de los MXA.

Los MXY existen en disoluciéon acuosa como una mezcla compleja en equilibro,
compuesta mayoritariamente por la forma cerrada y las formas disociadas E'y Z.
Las formas no disociadas y aquellas que presentan un grupo metilo terminal son
minoritarias.

Los potenciales de reduccion de los MXY sugieren que estos compuestos se
reducen facilmente, pero la reaccién no es lo bastante exergénica para dar lugar a
la oxidacion directa de los nucleétidos del ADN.

MX y CMCF alquilan el DNA a través del desplazamiento SN2 del grupo cloro,
especialmente en la forma E. MCF reacciona a través del grupo carbonilo y en la
isoforma metilenO-terminal.

Los aductos nucle6tidO-MXY no pueden explicar los efectos biolégicos externos de

MX. Sin embargo la afinidad electrénica de algunos aductos catiénicos es lo
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bastante elevada como para apoyar la hipdtesis de que MX inflige dafio oxidativo al

ADN.

Las propiedades de union al ADN de un espiropirano fotocrémico se han modelado
in silico.

Las energias de intercalacion estan de acuerdo con el comportamiento observado
experimentalmente. Los resultados obtenidos con el funcional MPWB1K son
superiores a los obtenidos con el funcional hibrido B3LYP.

Las propiedades opticas del completo DNA-SP estan también de acuerdo con los

espectros UV-Vis experimentales.
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