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1. ABSTRACT

This thesis explores the interaction between two photosensitizers, tetraphenylethylene and porphyrin,
with deoxyribonucleic acid strands through computational simulations, focusing on photodynamic
therapy for cancer treatment. Using techniques such as molecular dynamics and docking, specific
interactions between these photosensitizers and alternated adenine-thymine (double strand, ds-(AT)s)
and guanine-cytosine (ds-(GC)g) sequences were modeled. The results showed that porphyrin has
greater efficacy forming stable complexes with deoxyribonucleic acid, due to its flat structure that
facilitates strong n-w interactions. In contrast, tetraphenylethylene, despite its potential for efficient
generation of reactive oxygen species under aggregation conditions, showed less stability when
interacting with deoxyribonucleic acid. This study highlights the importance of the molecular structure
of photosensitizers in the effectiveness of photodynamic therapy, providing a solid foundation for

future research in the design of more effective anticancer treatments.

2. RESUMEN

Este trabajo de fin de grado explora la interaccion entre dos fotosensibilizadores, el tetrafeniletileno y
la porfirina, con cadenas de acido desoxirribonucleico mediante simulaciones computacionales,
enfocado en la terapia fotodindmica para el tratamiento del cancer. Utilizando técnicas como dinamica
molecular cléasica y docking, se modelaron interacciones especificas entre estos fotosensibilizadores y
secuencias alternadas de adenina-timina (cadena double strand, ds-(AT)s) y guanina-citosina (ds-
(GC)s). Los resultados demostraron que la porfirina presenta una mayor eficacia en la formacion de
complejos estables con el &cido desoxirribonucleico, debido a su estructura plana que facilita
interacciones fuertes de tipo mn-m. En contraste, el tetrafeniletileno, a pesar de su potencial en la
generacion eficiente de especies reactivas de oxigeno bajo condiciones de agregacion, mostré menor
estabilidad cuando interacciona con el acido desoxirribonucleico. Este estudio subraya la relevancia
de la estructura molecular de los fotosensibilizadores en la efectividad de la terapia fotodinamica,
proporcionando una base solida para futuras investigaciones en el disefio de tratamientos

anticancerigenos mas efectivos.



3. SIMBOLOGIA Y ABREVIACIONES
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ABREVIACIONES

PDT photodynamic therapy
PS photosensitizer
ROS reactive oxygen species
AIE aggregation-induced emision
TPE tetrafeniletileno
ACQ aggregation caused quenching
ADN acido desoxirribonucleico
ds double strand
MD molecular dynamics
MM/GBSA molecular mechanics generalized-Born surface area
DFT density functional theory
VMD Visual Molecular Dynamics
MM molecular mechanics
GB generalized Born
SA surface area
NAB nucleic acid builder
pmemd particle mesh Ewald molecular dynamics
RMSD root mean squared deviation




4. INTRODUCCION

El cancer se caracteriza por el crecimiento descontrolado de células anémalas, capaces de invadir
tejidos y propagarse a otras partes del cuerpo, proceso conocido como metastasis [1].
Tradicionalmente, se han empleado tratamientos como la quimioterapia y la radioterapia, pero
actualmente se esta investigando la terapia fotodindmica (photodynamic therapy, PDT, en inglés)

como una alternativa antitumoral [2].

La PDT es un método basado en el uso de fotosensibilizadores (photosensitizers, PS, en inglés)
combinados con luz, que los activa y desencadena reacciones que producen especies reactivas de
oxigeno (reactive oxygen species, ROS, en inglés), las cuales son capaces de destruir células tumorales
[1]. Su origen se remonta a las civilizaciones antiguas, como los egipcios, los indios o los chinos, que
usaban la luz solar para tratar varias enfermedades como la psoriasis, el vitiligo o el cancer de piel. A
lo largo de los afios se han hecho cada vez mas descubrimientos acerca de la importancia de la

exposicion del cuerpo a la luz para fines de salud [2].

Durante la evolucion de la PDT se han hecho grandes desarrollos sobre los PS que se han ido usando
durante distintas etapas. Inicialmente, se emplearon PS tradicionales como la porfirina o derivados
(hematoporfirina), que, aunque eran efectivos, presentaban limitaciones como baja eficiencia de
generacion de ROS en estados agregados y penetracion tisular limitada [3]. Esto ha llevado a la
exploracion de alternativas mas eficientes y versatiles como los PS basados en agregacién-inducida
por emision (aggregation-induced emision, AIE, en inglés). Los PS basados en AIE, como el
tetrafeniletileno (TPE), representan una innovacion significativa, pues no sufren el efecto de extincion
causado por la agregacion (aggregation caused quenching, ACQ, en inglés), tipico de los PS
tradicionales. Estos compuestos presentan un aumento de la fluorescenciay la eficiencia de generacion
de ROS cuando estan en estado agregado. Esto los hace especialmente Utiles para aplicaciones donde

los PS pueden agregarse, como en entornos tumorales [3].

Como se ha mencionado, los PS, activados por luz, pueden inducir la destruccién de células tumorales
mediante reacciones quimicas especificas. EI mecanismo de este proceso, representado en la Figura 1,
radica en la absorcion de luz por el PS, que es excitado del estado singlete fundamental (S,) a un estado
singlete excitado (S, ), cuyo tiempo de vida es minimo. Este estado singlete excitado puede
experimentar un proceso no radiante denominado cruce intersistemas para dar un estado triplete
excitado (T;), mas estable, a través de la conversion de espin del electron en el orbital de mayor
energia. Ademas, en este estado triplete excitado, existen tres tipos de reacciones que pueden tener
lugar (Figura 1) [4]:



e Reaccion tipo I: El estado excitado del PS reacciona directamente con un sustrato, como la
membrana celular o una molécula, y experimenta reacciones de abstraccion de atomos de
hidrogeno o transferencia de electrones, generando radicales libres e iones radicales. Estos
radicales reaccionan con el oxigeno molecular, produciendo ROS, que causan dafio oxidativo
que puede llevar a lesiones bioldgicas.

e Reaccion de tipo II: La transferencia de energia desde el PS en estado triplete al oxigeno
molecular que hay en el ambiente, forma oxigeno singlete (*O.), altamente reactivo, que puede
interactuar con numerosos sustratos biologicos, induciendo dafio oxidativo y, en ultima
instancia, la muerte celular.

e Reaccidn de tipo Ill: Esta reaccion implica interacciones entre el PS en su estado triplete y
radicales libres ya presentes, lo que lleva a efectos citotdxicos directos en las estructuras
celulares sin la necesidad de oxigeno. Este tipo es menos comin y puede ser Util en tejidos
donde la concentracion de oxigeno es anormalmente baja y las reacciones de tipo | y 1l son

menos efectivas [5].
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Figura 1. Diagrama esquematico de los tres tipos de mecanismos en la PDT.

El oxigeno juega un papel crucial en esta terapia, variando significativamente su concentracion segun
la ubicacion del tumor. En tumores que se encuentran en zonas profundas de la piel existe una falta de
oxigeno, por tanto, puede ser un factor limitante para este tipo de tratamiento ya que no se producirian
suficientes ROS. Este factor da pie a la investigacion de posibles métodos para el aumento de oxigeno
en estas zonas tumorales, por ejemplo, el uso de portadores de oxigeno, como la hemoglobina [1]. En
términos generales, la PDT se considera una estrategia efectiva para complementar otros tratamientos
contra el cancer debido a su mecanismo Unico. Al combinarla con radioterapia o quimioterapia, los

resultados suelen ser superiores a los obtenidos con cada tratamiento por separado [2].



En este trabajo de fin de grado se realizara modelizacion computacional de dos PS: el TPE, un PS
basado en AIE; y la porfirina, un PS tradicional, cuyas estructuras se representan en la Figura 2A,B.
Al introducir dichos farmacos en el corriente sanguineo, estos entran en las células tumorales, y pueden
generar interacciones con el &cido desoxirribonucleico (ADN) de estas células [3]. Ademas, se centrara
en el estudio del tipo de interacciones que se generan entre los PS (ligandos) y las cadenas de ADN

(receptores), calculando y caracterizando sus energias de interaccion y comparandolas entre ellas.

A B C
. 3
Figura 2. Estructuras (A) del TPE y (B) de la porfirina. Interaccion del PS con el ADN en
(C) el surco menor, (D) el surco mayor e (E) intercalada.

Cabe destacar que se utilizaran dos secuencias de ADN diferentes de doble hélice, cada una con 16
nucleobases por cada hélice: la primera seré una secuencia de 8 pares de adeninas y timinas alternadas
(cadena double strand, ds-(AT)g); y la segunda sera una secuencia de 8 pares de guaninas y citosinas
alternadas (ds-(GC)sg). Se prepararan simulaciones combinando las dos cadenas de ADN con los dos
PS, y para cada uno de estos cuatro sistemas, las tres posiciones de interaccion (Figura 2C-E), dando

un total de 12 sistemas.

5. OBJETIVOS

El objetivo principal de este proyecto es la modelizacion computacional de la interaccion entre dos PS
(TPE y porfirina) y dos cadenas de ADN (ds-(AT)s y ds-(GC)s). Para alcanzar este objetivo general,

se intentaran conseguir los siguientes objetivos especificos:

e Aprender a utilizar el sistema operativo Linux y sus comandos.

e Obtencidén de conocimientos acerca de técnicas computacionales clasicas y distintos paquetes
de software mediante seminarios, tutorias y lectura bibliogréfica.

e Simulacién computacional de los 12 sistemas mencionados anteriormente mediante dindmica

molecular (molecular dynamics, MD, en inglés) y docking.



e Caélculoy caracterizacion de las energias de interaccion entre los dos farmacos y las secuencias
de ADN mediante el método MM/GBSA (molecular mechanics generalized-Born surface

area).

6. PLAN DE TRABAJO

Semanas 1-5: Busqueda bibliografica sobre la relevancia bioldgica del proyecto, la PDT, los PS y
sobre los métodos computacionales empleados a lo largo del trabajo: teoria del funcional de la densidad
(density functional theory, DFT, en inglés), MD y MM/GBSA.

Semanas 2 y 3: Aprendizaje de los comandos del sistema operativo Linux y uso de diferentes
programas necesarios para la simulacion y visualizacion de los sistemas. Principalmente: AMBER [6],
para simulacion de MD; Visual Molecular Dynamics (VMD) [7] y PyMOL [8] para visualizacion de

moléculas; y AutoDock Vina [9] [10] para las simulaciones de docking.

Semanas 4-6: Construccién de la estructura de los PS con el programa GaussView [11] y su
optimizacion geométrica mediante el programa Gaussian [12]. Una vez generados los sistemas, es

necesario solvatarlos usando las herramientas de AMBER [6] y su posterior simulacion mediante MD.

Durante estas primeras semanas, ademas, estuve compaginando el proyecto con unas clases y tutoriales

grupales organizadas por el grupo de investigacién donde nos explicaron la MD y Quimica Cuéntica.

Semana 7: Realizar un analisis de clustering para obtener una geometria representativa de toda la
trayectoria. Esta geometria se utilizard para la simulacion de docking, y obtener las posiciones mas
estables de los ligandos en los distintos sitios de interaccion con el ADN.

Semanas 7 y 8: A partir de las geometrias del docking, llevar a cabo simulaciones de MD en los
distintos sitios de interaccion ligando/ADN.

Semanas 9-12: Mediante el método MM/GBSA calcular las energias de interaccién entre los PS 'y las

nucleobases del ADN a partir de las dindmicas del punto anterior.
Semanas 13-15: Conclusion general del proyecto y redaccion del trabajo de fin de grado.

Semana 16: Preparacion de la presentacion final.



7. METODOS TEORICOS

7.1 Dindmica molecular

Se utiliza el método de MD clasica para las simulaciones, tanto de la cadena sola de ADN, como para
la cadena con ligando incorporado. Estos sistemas, compuestos por miles de atomos, requieren tiempos
de simulacion largos, alcanzando varios cientos de nanosegundos, por tanto, debido a su complejidad
y tamafio, el empleo de métodos cuanticos no resulta factible. Este tipo de simulaciones permiten una
comprension profunda de las propiedades de los sistemas moleculares ofreciendo una trayectoria

detallada del sistema a lo largo del tiempo [13].

7.1.1 Ecuaciones de movimiento

Estas trayectorias se obtienen a través de la integracion numeérica de las ecuaciones de Newton, o0
alternativamente, utilizando las ecuaciones de movimiento de Hamilton (ecuaciones 1y 2), que ofrecen
una perspectiva mas amplia, utilizando energia potencial y cinética para describir el estado del sistema
[14]:

dpi _ _dV

dt dq; 1)
dg; _ dT;
dt ~ dp; (2)

en donde p; representa el momento lineal del tomo i, t es el tiempo, V representa la energia potencial

del sistema, g; son las coordenadas del atomo i y T; la energia cinética del &tomo i [14].

Para la resolucion de estas ecuaciones es necesario conocer la energia potencial, funcion que depende
de las coordenadas del sistema. Dado que no conocemos las coordenadas de los &tomos, las ecuaciones
1y 2 no tienen solucion exacta y las resolvemos numéricamente utilizando el algoritmo de Verlet [15],
que permite calcular las posiciones de los &tomos en cada paso temporal utilizando informacion sobre

sus posiciones y velocidades anteriores.

e At At? dV (t)

q(t + At) = q;(t) + At vi(t)_ﬂ da; (3)
At (dV(t+At) dV(b)

v +40) = 5,0 - 5 Tt e ) @

Siendo At el incremento del tiempo, m es la masa de la particula y v; la velocidad del atomo i. Las

soluciones a las ecuaciones 3 y 4 requieren el célculo computacional del gradiente de la energia



potencial ( P ) En la MD clésica se utilizan campos de fuerza (force fields, en inglés) para definir

este gradiente de la energia potencial.

7.1.2 Campos de fuerza

Los campos de fuerza son modelos matemaéticos que describen las interacciones entre particulas en un
sistema. Incluyen términos para modelar interacciones tanto enlazantes (por ejemplo, distancias de
enlaces, angulos y diedros) como no enlazantes (por ejemplo, interacciones electrostaticas y de van
der Waals) [13]. La eleccién del campo de fuerza adecuado es crucial para obtener resultados precisos
y relevantes. En la ecuacion 5 se recoge el potencial global del sistema:

Nenlace angulo Ngiedro Nno enlazantes
Vtotal - Venlace + Vangulo + leedro Vno enlazantes ( )
i=1

Dentro de las interacciones enlazantes, las interacciones entre &tomos separados por uno o dos enlaces
(interacciones angulares) se pueden describir mediante potenciales armonicos. En cambio, las
interacciones de diedro, o de torsion, se describen por potenciales de Fourier. Por otro lado, las
interacciones no enlazantes se dividen en tres componentes: las interacciones de Coulomb, las
interacciones de van der Waals y las interacciones de repulsion. Tanto las interacciones de van der
Waals como las de repulsion estan modeladas por el potencial de Lennard-Jones, por tanto, si se

reescribe la ecuacién 5 se obtiene la siguiente ecuacion:

Nenlace angulo Ngiedro

Veoral = Z Shy(d = do)? + Z k(6 — 6)2 + Z k(1 + cos(nw — 7)) (6)
i=1

Nno enlazantes
QiQ;

=4 4y
47T€dij €

12 6
9\ _ (%
Y1\dy dyj

donde, en los dos primeros términos de la ecuacion 6, tanto k;, como k, son constantes de fuerza del

>

enlace y del angulo respectivamente; d, y 6, son la distanciay el angulo de equilibrio entre los atomos
que interactlan; d y 6 son la distancia y el angulo entre estos. En el tercer término, k; es la barrera de
energia entre minimos de la curva del potencial; n es el nimero de minimos; w es angulo diedro; y
angulo que determina la posicion del minimo. Por ultimo, en el término que define las interacciones
no enlazantes, Q; y Q; representan las cargas de los atomos iy j; ¢ es la constante de permitividad en
el vacio; d;; es ladistancia entre los atomos iy j, &;; es la profundidad del potencial y g;; es la distancia

entre los &tomos i y j cuando la energia potencial es nula en el potencial de Lennard-Jones.



Por otra parte, los términos que dependen de las cargas (en este caso el potencial de Coulomb) es uno
de los méas importantes y necesarios de calcular ya que, este término engloba alrededor del 90% de la
energia de interaccidn, por tanto, las cargas atomicas seran los parametros principales que se obtienen

mediante el método DFT que se explicara en el apartado 7.2.

7.1.3 Condiciones de contorno periodicas

Para simular propiedades de materiales en el limite termodinamico, se utilizan condiciones de contorno
periddicas (periodic boundary conditions, en inglés). Estas se refieren a como se modela el entorno
fuera de la region inmediata de interés en una simulacion de MD y son esenciales para representar
sistemas infinitos dentro de un espacio computacional finito. Ademas, son las mas utilizadas,
replicando la caja de simulacion en todas direcciones para simular un sistema infinito, lo que asegura
que las moléculas que salen de una caja entran por el lado opuesto, manteniendo el nimero de a&tomos
constante (conservacion de materia) y eliminando los efectos de borde [14]. Para poder definir las
interacciones no enlazantes se aplica un radio limite denominado cutoff, por debajo del cual se van a

calcular las fuerzas como la de Coulomb, van der Waals o de repulsion.

Volviendo a la ecuacion 6, se puede deducir que la interaccion del potencial de Coulomb decae de

forma r;;*,

en cambio, las fuerzas de van der Waals decaen de forma ri}é , COMO se representa en la
Figura 3. Esto significa que, las fuerzas de van der Waals se aproximan a cero muy rapido y, por otro
lado, las interacciones de Coulomb disminuyen muy lentamente con la distancia generando una

discontinuidad en la energia potencial al aplicar el cutoff.

cutof f

VLe?mard—jones

A 4

Ti}‘

VCoutomb

Figura 3. Funciones del potencial electroestatico y de van der Waals.

Para evitar esta discontinuidad se utiliza el método de Edwald, que consiste en aplicar de manera
artificial densidades de carga alrededor de las cargas del sistema. Estas densidades son de carga opuesta

10



a los iones que rodea para apantallar las interacciones modificando las de largo alcance para

convertirlas en corto alcance, de manera que ya no habria problema con el cutoff.

7.1.4 Termostatos y barostatos

Uno de los objetivos de la MD es mantener una temperatura constante durante la simulacion. Para ello,
se utilizan termostatos, que ajustan las ecuaciones de movimiento de Newton mediante variaciones del
momento lineal (o velocidades) para mantener la energia térmica del sistema, esencial para replicar
condiciones experimentales de laboratorio [7]. Existen distintos tipos de termostatos: de rescalado de

velocidad, de Berendsen o el de Andersen, y se diferencian en la forma en la que varian el momento.

Por otro lado, es necesario controlar la presion del sistema para simular condiciones de presién
constantes utilizando barostatos. Estos ajustan el volumen del sistema para mantener la presion
deseada, crucial para imitar condiciones experimentales. Existen distintos tipos de bardstatos, siendo

uno de los mas utilizado el barostato de Berendsen [7].

7.1.5 MM/GBSA

Después de hacer las simulaciones de MD de los sistemas (PS con ADN), se calcula la energia libre
de interaccion usando el método MM/GBSA. Este combina la mecénica molecular (molecular
mechanics, MM, en inglés) con modelos de solvatacion, especificamente el modelo de Born
generalizado (generalized Born, GB, en inglés) y el calculo del area superficial (superface area, SA,
en inglés) para estimar la energia libre de interaccion entre ligandos y receptores [16]. El
funcionamiento de este método consiste en seleccionar geometrias de la MD y calcular sus energias
libres. Posteriormente se realiza un promedio de todas estas geometrias obteniendo la energia libre de

interaccion del sistema, tal y como se indica en la ecuacion 7:
AG = <Egas + Esolvatacién) (7)

La energia libre de interaccion (AG) se calcula como el sumatorio de las energias de interaccion del

sistema en fase gas (E;4s) Y las energias de solvatacion (Esoppatacisn)- L@ primera se obtiene a partir
del campo de fuerzas, en particular, a partir de las energias de Coulomb (E;) y las energias de van der
Waals (E;). Para la segunda, este método asume que tiene dos contribuciones: la contribucion polar
(Epoiar), que describe la interaccion electroestatica entre el soluto y el disolvente y se calcula con el
modelo GB; y la contribucion no polar (Ey, po1qr), que describe la energia que hay que aplicar para

hacer una cavidad en el disolvente y meter el soluto. Esta Gltima se calcula con el término SA, una

11



ecuacion empirica que depende del area superficial del soluto [9]. Reescribiendo la ecuacion 7 se

obtiene la siguiente:

AG = (EC + EL] + Epolar + Epno polar) (8)

Cada una de las energias en la ecuacion 8 se calculan restando, a la energia del complejo
(ligando/ADN), la energia del ligando solo junto con la energia del ADN solo, como se indica en la

ecuacion 9:

E= Ecomplejo - (Eligando + EADN) (9)

7.2 Teoria del funcional de la densidad

El método DFT es necesario tanto para optimizar las estructuras de porfirinay TPE, como para calcular
las cargas de ambos ligandos. Esta teoria se centra en el concepto de que la energia electrénica de un
sistema puede ser expresada directamente como un funcional de la densidad electrénica p(x,y,z), una
funcion de 3 variables, en lugar de depender de la funcion de onda de los electrones [17]. Esta
perspectiva se basa en los teoremas de Hohenberg y Kohn, que demuestran que la densidad electrénica
contiene toda la informacidn necesaria para determinar completamente las propiedades electronicas
del sistema [18]. Este enfoque simplifica los calculos reduciendo, en un primer momento, el problema
multidimensional de la funcion de onda a un problema tridimensional de densidad. Sin embargo, la
formulacion DFT aplicada a sistemas moleculares, en donde la densidad se calcula a partir de los

orbitales moleculares, sigue siendo un problema multidimensional.

El desarrollo del modelo DFT se centra en expresar todos los componentes de la energia como
funcionales de la densidad electronica, dividiendo a la energia en tres contribuciones: la energia
cinética de los electrones (T, (p)), la repulsion electronica (V,.(p)) y la atraccion entre los nucleos y
los electrones (Vy. (), siendo la energia de repulsion internuclear (Vyy (p)) una constante y la energia

cinética nuclear nula dentro del marco de la aproximacion de Born-Oppenheimer (ecuacién 10) [17].

Ec(p) = Te(p) + Vee(p) + Vie(p) + Vn(p)(cte) (10)

La densidad electronica también determina de manera univoca el potencial externo al que estan
sometidos los electrones, que representa generalmente la energia de interaccion entre los electrones y

los nucleos, quedando una energia electronica expresada de la siguiente manera:

E.(p) = Te(p) + Ece(p) + Ecxe(p) (11)
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Es necesario calcular la densidad que dara la energia mas baja mediante el teorema variacional. Sin
embargo, existe un problema ya que la relacion entre T, (p) y la densidad electronica no se conoce y,
por tanto, no se puede obtener la energia de forma exacta. La aproximacion para resolver este problema
se logra a través de la propuesta de Kohn y Sham, que sugiere crear un sistema de referencia donde los

electrones no interaccionan, es decir, se crea un sistemaen el cual E,.(p) = 0 (ecuacion 12) [18] [17].
sistema de referencia — E, . (p) = Te,(p) + Ecxe+(P) (12)

Ademas, la diferencia entre el sistema real y sistema de referencia (ecuacién 13) es lo que se denomina
energia de correlacion e intercambio (E,.) y se calcula mediante funcionales parametrizados para
poder reproducir esta diferencia (B3LYP, BLYP, PBE...).

Exc(p) = Ee (P) - Ee,r(p) (13)

Para construir la densidad electrénica total del sistema es necesario conocer los orbitales moleculares,

que a su vez se calculan mediante la combinacién lineal de orbitales atomicos:

D e ()

o

2

p =¥ = (14)

donde p es la densidad eléctrica, ¥; (r) son los orbitales moleculares, las funciones @, (r) representan

a los orbitales atomicos y c, son los coeficientes que acompafan a cada orbital atomico.

El general, el objetivo principal del método DFT es encontrar los coeficientes que daran los orbitales
moleculares que, a su vez, daran la densidad que minimiza la energia, con una precisién razonable y

un coste computacional manejable.

7.3 Docking

Una vez equilibradas las cadenas de ADN se utiliza el método de docking para calcular la energia de
interaccion del PS con la cadena de ADN en distintos sitios de interaccion. EI docking es un método
computacional utilizado para predecir la uniéon no covalente entre macromoléculas (receptor) y una
pequefia molécula (ligando). Generalmente se asume que el receptor es rigido y que las longitudes
covalentes y angulos no cambian, aunque se permite la rotacion en ciertos enlaces covalentes activos
[19] [10]. EI objetivo de este método consiste en mover de forma aleatoria el ligando alrededor del
receptor (Figura 4) de manera que determina la energia libre de union en cada una de las posiciones 'y,
por tanto, puede determinar el sitio de interaccion més favorable mediante la resolucion de la funcién

de puntuacion (scoring function, en inglés) (ecuacion 15) [10].
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15
¢= foixj(dij) (15)

i<j

La ecuacion 15 es esencial para evaluar como de bien se ajusta un ligando al sitio activo de una
macromolécula. En esta ecuacion, c es el valor total de la scoring function para una determinada pose
entre el ligando y el receptor, i y j son indices que representan pares de atomos en el sistema, x; y x;

son los tipos de los &tomos i y j respectivamente, fxl.xj es una funcion de interaccion entre los &tomos

i y j [10]. Las interacciones especificas que contribuyen a la scoring function incluyen términos
estéricos, hidrofdbicos y de puente de hidrégeno, disefiados para calcular de manera efectiva la energia
libre de unidn, que es un indicador crucial de la afinidad entre el receptor y el ligando en el proceso de

docking.

Figura 4. Movimiento aleatorio del docking para encontrar las posiciones de unién
ligando/ADN.

8. RESULTADOS

8.1 Detalles computacionales

En este trabajo de fin de grado se utiliza el método DFT para la optimizacion y el calculo de cargas de
los PS. También se hace uso del método MD para equilibrar los sistemas, inicialmente de la cadena de
ADN solay posteriormente, de la cadena con el ligando en posicion intercalada para generar el pocket.
Después, con los sistemas equilibrados con MD, se utilizara la geometria representativa que se obtiene
con el clustering y se hard docking para encontrar las posiciones: intercalada, surco menor y surco
mayor. Como Ultimo paso, se volvera a equilibrar el sistema mediante MD y se realizara MM/GBSA

para calcular las energias de interaccion del ligando con el ADN.
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8.1.1 Teoria del funcional de la densidad

Se comienza el proyecto construyendo tanto la molécula de porfirina como el TPE con ayuda del
programa GaussView [11] y optimizando su geometria mediante el método DFT con el programa
Gaussian [12]. Una vez las geometrias han sido optimizadas, se calculan las cargas electroestaticas de
las moléculas al mismo nivel de teoria. Se ha utilizado el funcional B3LYP [20] para definir la energia
de correlacion e intercambio (E,.) que dara pie al calculo de la densidad necesaria para obtener la
minima energia de los sistemas. Los orbitales atdmicos se describen con la base 6-31G*. Las cargas
son necesarias para llevar a cabo posteriormente las simulaciones de MD, ya que se utilizaran en el
campo de fuerzas para el célculo de la energia de interaccion de Coulomb entre los PS y las cadenas
de ADN.

8.1.2 Dinamica molecular

Una vez construidos y optimizados los PS, se construyen dos sistemas con las distintas cadenas de
ADN (ds-(AT)s y ds-(GC)sg), utilizando el moédulo de AMBER NAB (nucleic acid builder) [6]. Ademas,
es necesario solvatar el sistema y neutralizarlo con iones de Na* utilizando el médulo de AMBER tleap
[6], ya que queremos realizar las simulaciones en condiciones similares a las fisioldgicas. Una vez
solvatados los dos sistemas de ADN, se realizan las simulaciones de MD, para poder estudiar la
evolucion del sistema a lo largo del tiempo, mediante la resolucién de las ecuaciones de Hamilton, y
equilibrar los sistemas. Se volvera a hacer MD con los sistemas ligando/receptor, colocando el ligando
en la posicion intercalada, para generar un pocket, es decir, un hueco entre las bases centrales de la
cadena de ADN para que el ligando pueda quedarse en esa posicion durante las simulaciones de
docking, y posteriormente poder calcular la energia de interaccion.

Para obtener una simulacién mediante MD adecuada, es necesario seguir una serie de pasos

mencionados a continuacion [6]:

1. Minimizacion de la energia: Etapa destinada a encontrar un minimo local de energia,
reduciendo las tensiones iniciales del sistema debidas a una posible mala geometria inicial.
Para este proyecto se realiza una minimizacion de 10.000 pasos.

2. Calentamiento: Periodo durante el cual el sistema se relaja hacia un estado de equilibrio
termodinamico. En este caso es de tipo NVT, es decir, se hace un calentamiento hasta 300 K
del sistema para estar en condiciones normales, utilizando un termostato Langevin. Una vez

alcanzada esta temperatura, se mantiene constante junto con el volumeny el nimero de 4&tomos.

15



Ademas, el calentamiento contiene 500.000 pasos de 0,002 ps cada uno dando un tiempo total
de simulacion de 1 ns.

3. Equilibrado y Produccién: Fase en la que se recopilan datos para su posterior analisis. En
esta Ultima etapa, también se realiza en los momentos iniciales de la simulacion un equilibrado
de la densidad y de la geometria del sistema en la misma simulacién. En total, esta simulacion
dura 500 ns siendo 0,002 ps el tiempo de cada paso (250.000.000 pasos en total) y se realiza
una simulacion con el conjunto NPT en el que se mantiene constantes la temperatura (con

termostato Langevin), la presion (con barostato de tipo Berendsen) y el nimero de particulas.

En general, para todo el protocolo, se aplica cutoff de 12 A para las interacciones no enlazantes
(mencionado en el punto 7.1.3). También que se utiliza el método particle mesh Ewald molecular
dynamics (pmemd) [6], para calcular las interacciones de Coulomb, y el algoritmo SHAKE, que
congela los enlaces que tienen hidrdgeno (vibraciones de alta frecuencia), o que permite aumentar el

tamanfo de paso a 2 fs, haciendo las simulaciones mas eficientes.

Debido a que la geometria del sistema puede variar durante la produccion de la MD, se realiza
clustering para obtener una geometria representativa de cada sistema estudiado. En este caso, se realiza
a partir de los resultados de RMSD, cuando este esta convergido, y solo se obtiene un cluster porque
la distancia especificada entre estos es muy grande, por tanto, solo existe un cluster del cual se sacara
la geometria que se utilizara para el resto del estudio. Con esta geometria se procede a realizar docking,

para encontrar las posiciones del ligando: intercalado, en el surco menor y en el surco mayor.

Después del docking, se realizan 4 MD de 5 ns cada una con distintas restricciones en el ligando
(cambiando su constante de fuerza progresivamente: 5,0; 2,5; 1,0 y 0,5), que serviran para descartar
los sistemas en los cuales el ligando se disocia de la cadena, es decir, el ligando no es estable en dicha
posicion. Con aquellos sistemas en los que el ligando no se haya disociado de la cadena de ADN, se
realizara una ultima MD de 500 ns para equilibrar por completo el sistema, y seran estos sistemas los

que se analizaran en detalle para caracterizar las interacciones PS/ADN.

8.1.3 Docking

Previo al calculo de las energias del docking se utiliza el programa de AutoDock Tools [21], en el que
se crea una “caja” que engloba todo el sistema (receptor/ligando) por la que se movera la molécula a
la hora de hacer blind docking, es decir, acoplamiento del ligando a toda la superficie del ADN sin
ningun conocimiento previo de la zona objetivo, de manera que pueda encontrar las 3 posiciones de

interés. En concreto, se han realizado 10 simulaciones de docking con 20 poses cada uno, obteniendo
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un total de 200 poses. A partir de las geometrias méas estables que se obtienen de estas simulaciones,
se vuelve a realizar MD (mencionado en el apartado anterior) ya que el método de docking no es lo

suficientemente exacto para calcular las energias de interaccion.

8.2 Set up de la dinamica molecular

Durante las tres etapas de la MD (minimizacion de la energia, calentamiento y produccion) se ha
calculado la evolucion de varias propiedades para asegurarnos del buen comportamiento del sistema.
En la Figura 5 se muestran los resultados del sistema con la cadena ds-(AT)s sin ligando a modo de

ejemplo, pero todas las demas simulaciones tienen un comportamiento similar.
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Figura 5. (A) Variacion de la energia total a lo largo de la minimizacion. Evolucién temporal (B) de la
temperatura 'y (C) de las energias durante la etapa de calentamiento en los primeros 1000 ps, y (D) de la densidad
a lo largo de la produccién.

En la Figura 5A se puede observar que el sistema llega a un minimo de energia después de 10.000
pasos de minimizacion. Después de la minimizacién, el sistema se calienta durante los primeros 500
ps hasta 300 K donde se alcanza la temperatura deseada y posteriormente se mantiene constante
(Figura 5B). Ademas, en la Figura 5C se aprecia un aumento de energias hasta los 500 ps, coincidiendo
con el aumento de temperatura, y después se mantiene estable. Una vez alcanzada la temperatura
deseada, se pasa a la etapa de equilibrado y produccion, de 500 ns de duracién (Figura 5D), en donde
se observa que la densidad se mantiene alrededor de 1 g/cm?® aproximadamente, debido a que el sistema
esta solvatado en agua.
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Para concluir que nuestro sistema esta en equilibro y poder analizar las distintas propiedades, debemos
comprobar que la estructura ha convergido. Para ello, se calcula la desviacion del valor cuadratico
medio (root mean squared deviation, RMSD, en inglés) como la diferencia cuadratica entre la
geometria de cada paso de la dindmica con respecto a la primera geometria, que se toma como
referencia. Como se puede observar en la Figura 6, las oscilaciones en la geometria no son muy
importantes y oscilan alrededor de un valor constante. Por tanto, se puede concluir que la geometria

del sistema esté convergida.

RMSD (A)
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Figura 6. Variacion del RMSD durante 2.500 frames en la etapa de produccion.

Estos pasos realizados con el sistema ds-(AT)sg, se repiten con la cadena ds-(GC)s y se vuelven a llevar
a cabo una vez creados los sistemas de ambas cadenas de ADN junto con los dos PS, con ayuda del
programa PyMOL [8].

8.3 Energias de interaccion del docking

Se realiza docking utilizando la estructura del ADN con el pocket obtenida de la dindmica explicada
en el punto 8.1.2, para encontrar las posiciones de interaccion ligando/receptor y se elige, de cada
posicidn, la geometria con la minima energia de interaccion, dando los resultados que se representan

en la Tabla 1.

Tabla 1. Energias de interaccion en kcal/mol de los sistemas ADN/ligando con el ligando en las tres
posiciones de interés calculadas con el método de docking.

AT-porfirina AT-TPE GC-porfirina GC-TPE

Intercalada -9.8 -6,3 -9,0 -7,6
Surco mayor -7,2 -5,6 -1,7 -6,4
Surco menor -6,8 -6,4 -7,1 -6,2

Comparando los ligandos, se observa que los sistemas mas estables son aquellos que contienen el

ligando porfirina, ya que esta es una molécula con geometria plana y por tanto puede generar mayor
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interaccion con la cadena. En cuanto a las distintas posiciones, se puede ver que para el PS porfirina
la posicion intercalada es més estable debido al apilamiento (stacking, en inglés), interacciones n-n
entre anillos aromaticos planos, que se generan entre el ligando y las bases nitrogenadas, como se
representa en la Figura 2E. Tanto la posicién del surco mayor, como la del surco menor (Figura 2C,D),
generan interacciones de puentes de hidrdgeno, visualizadas con el programa PyMOL [8], que son
menos fuertes que el stacking, siendo la interaccion del surco mayor un poco mas fuerte para los

sistemas AT-porfirina, GC-porfirinay GC-TPE.

En el sistema AT-TPE la situacion es diferente, siendo la posiciéon del surco menor ligeramente de
menor energia (-6,4 kcal/mol) frente a la posicion intercalada (-6,3 kcal/mol). Esto se debe a que, al
hacer la simulacion de docking, no se encontré una geometria en la que se pudiese observar que el
ligando TPE estuviese completamente intercalado en la cadena ds-(AT)s, por tanto, se cogi6 la
geometria mas intercalada posible. Al hacer la MD, posteriormente, se observd que el ligando se
disocio de la cadena, mostrando que el sistema no era estable debido probablemente a la geometria no

planar del TPE, que genera interacciones de stacking mas débiles con las nucleobases que lo rodean.

8.4 Energias de interaccion de la dindmica molecular

Después de las simulaciones MD de todos los sistemas con cada posicion, se descartaron aquellos en
los que el ligando se habia disociado de la cadena, ya que significa que el sistema no es estable.
Ademas, para los complejos PS/ADN que si fueron estables (AT-porfirina, GC-porfirina y GC-TPE
intercalados), se calcularon las energias de interaccion ligando/receptor mediante el método
MM/GBSA, dando los siguientes resultados:

Tabla 2. Energias de interaccion en kcal/mol de los sistemas ADN/ligando en posicion intercalada calculadas
con el método de MM/GBSA.

AT-porfirina GC-porfirina GC-TPE

Egas -37,0 -38,3 -29,9

Evan der waals -43,8 -45,5 -31,2
Eelectroestatica 5,8 7,2 1,3
Esolvatacion 51 3,8 16,5
Epolar 8,1 6,8 19,7
Eno polar -2,9 -2,9 -3,2

AGroTaAL -31,9 -34,5 -13,4
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La energia libre total del sistema se calcula mediante la suma de la energia interna en fase gas y la
energia de solvatacion, como se ha mencionado en el punto 7.1.5 (método MM/GBSA). Si se analizan

estas por separado:

La energia en fase gas, Eg,s, €n general, tiene una contribucion mucho mayor por parte de la energia
de van der Waals que de la energia electrostatica. Esto se debe a que predominan las interacciones de
stacking al estar el ligando en posicion intercalada en los 3 sistemas. Estas interacciones son
principalmente de tipo no electroestatico, y se clasifican como interacciones de van der Waals, dentro
de las cuales se incluyen las fuerzas de dispersion (interacciones dipolo inducido-dipolo inducido).
Para el calculo de esta energia de interaccion en las simulaciones se utiliza el potencial de Lennard-
Jones (Ey;, mencionado en el punto 7.1.5), que describe tanto la atraccion a larga distancia (por fuerzas
de dispersidn) como la repulsion a corta distancia (por fuerzas estéricas). Por otra parte, la energia
electroestatica también contribuye, en menor medida, ya que también existen interacciones entre las
cargas permanentes del sistema que también contribuyen a la estabilidad del apilamiento y se calculan

a partir del potencial de Coulomb o electroestatico (E-, mencionado en el punto 7.1.5).

Comparando ambos ligandos (porfirina y TPE) con la misma cadena (ds-(GC)s), existe una diferencia
entre las energias de interaccion en fase gas de los sistemas, siendo la del GC-porfirina (-38,3 kcal/mol)
menor que la del GC-TPE (-29,9 kcal/mol), dado que la molécula de TPE no es plana y presenta
interacciones menos fuertes con la cadena de ADN que la porfirina. Si se observan las energias de las
distintas cadenas (ds-(AT)sy ds-(GC)g) con el mismo ligando (porfirina), no existe una diferencia
significativa (-37,0 y -38,3 kcal/mol), probablemente debido al tamafio similar de los sistemas

aromaticos de los pares de bases GC y AT.

Analizando la energia de solvatacion, Egjvatacien, P0demos distinguir dos tipos de contribuciones:

polar y no polar, y ambas de calculan como se indica en la ecuacion 9 del punto 7.1.5.

La contribucion polar es la energia asociada a la pérdida de solvatacion que se genera cuando se forma
el complejo ligando/ADN con respecto a los monémeros solvatados de manera individual. En este
caso, los valores de E),,;4,- SON todos positivos y resalta el valor del sistema GC-TPE (19,7 kcal/mol)
ya que, por el mayor tamafio del TPE, este tiene mayor nimero interacciones con el agua cuando se
encuentra aislado. Por tanto, cuando la TPE interacciona con el ADN, la energia de solvatacion que se
pierde es mayor. Normalmente, cabria esperar que el ligando de porfirina tuviese una energia de
contribucion polar mayor porque, aun siendo de menor tamafio que el TPE, puede tener mas puentes

de hidrogeno con el agua al tener mas heteroatomos, pero en el caso de este estudio se observa que
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ocurre lo contrario, y que el tamafio contribuye mas que los puentes de hidrégeno. Esto también se ve
reflejado en el resultado total de la energia de solvatacion (16,5 kcal/mol) siendo el de este sistema

mucho mayor, es decir, méas desfavorable que el resto.

En cuanto a la contribuciéon no polar, representa la diferencia de energia, entre el complejo y los
mondmeros aislados, que hay que aportar para generar la cavidad en el disolvente para introducir las
moléculas (ecuacion 9 explicada en el aparatado 7.1.5). Puesto que cuando se forma el complejo
ligando/ADN la cavidad es mas pequefia que la suma de las cavidades de los mondmeros por separado,
la energia necesaria para formar la cavidad del complejo es menor, y la energia necesaria de la
contribucion no polar es méas baja. En general no existen grandes diferencias entre los sistemas, pero
por el mismo razonamiento anterior, el sistema con el ligando de TPE necesitar4 menos energia (-3,2

kcal/mol) debido a su tamario.

En general, la energia de solvatacion es méas desfavorable para el sistema GC-TPE (16,5 kcal/mol) por
el ligando, a continuacidn, seria el sistema AT-porfirina (5,1 kcal/mol) y, por ultimo, el sistema GC-

porfirina (3,8 kcal/mol), con la menor energia.

Se concluye con la comparacion de las energias libres totales, que el sistema GC-TPE (-13,4 kcal/mol)
es el menos estable debido al impedimento del ligando y que, entre los sistemas con porfirina, el mas
estable es el sistema GC-porfirina (-34,5 kcal/mol) porque la guanina es la base méas polar vy, asi,

interacciona mas fuerte con el PS.

8.5 Descomposicion por residuos de la energia de interaccion

Durante esta parte del proyecto se obtuvo, en un primer analisis, el nUmero de contactos entre los
residuos de la cadena y el ligando utilizando el modulo de AMBER cpptraj [6], y en un segundo
analisis, las energias de interaccion entre aquellos residuos que se encontraban a menos de 7 A de
distancia utilizando el método MM/GBSA.

Analizando las estructuras de los tres sistemas se pueden distinguir cuatro bases nitrogenadas
(residuos) que interaccionan mas fuerte con el PS cuando esta intercalado, y se encuentran rodeando a

este como se representa en la Figura 7.
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Figura 7. Numeracion de los 4 residuos de las dos cadenas de ADN que rodean a las PS en (A)
la cadena ds-(AT)s y (B) la cadena ds-(GC)s.
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Figura 8. Representacion grafica del nimero de contactos entre los ligandos y los cuatro
residuos mas cercanos (T=timina; C=citosina; A=adenina y G=guanina) para cada sistema.

Como se observa en la Figura 8, los sistemas con ligando porfirina (AT-porfirina y GC-porfirina)
tienen mayor nimero de contactos con el residuo 4. En el caso del sistema AT-porfirina, el residuo 4
es una base nitrogenada de adenina y, en el caso del sistema GC-porfirina, €s una guanina, como se
puede ver en la Figura 7. Las estructuras de ambos residuos (adenina y guanina) son mas grandes que
sus bases complementarias (timina y citosina), por tanto, es factible que tengan mayor nimero de
contactos con el ligando al tener mas superficie de interaccion. Un mayor nimero de contactos deberia
implicar que la interaccidn con estas nucleobases es mayor. Para corroborar esto, se analiza la energia

libre de interaccion ligando/residuo (Tabla 3).
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Tabla 3. Energia de interaccion en kcal/mol entre el ligando y los cuatro residuos principales que lo rodean
(numerados como se indica en la Figura 7).

AT-porfirina GC-porfirina GC-TPE

RESIDUOS 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Egas 44 44 39 -67|-39 -63 -53 53 |-40 -3,6 -39 -27
Eyanderwaals | 42 52 -42 63| -41 -51 -53 -63 |-39 -42 29 32

Eelectronica | 02 0,8 03 -05[02 -13 00 1,0 |01 06 -1,1 04

Eeolvatacion | -2.9 2.9 -2.8 2,6 |-23 21 28 -47 |-22 29 -18 -29
Epolar 0,6 -03 0,5 06 [-001 05 01 -13 1|03 -04 07 -06

E 110 polar 23 26 -23 32,22 -26 -29 34 |-25 -25 -25 -23

AGrorar | <72 73 7,1 -93|-62 -84 80 -100]|-63 -66 -57 -57

Analizando los datos de la energia libre total, se puede observar que coindicen con los resultados del
numero de contactos de la Figura 8, teniendo los sistemas AT-porfirina y GC-porfirina energias mas

estables con el residuo 4 (-9,3 y -10,0 kcal/mol, respectivamente).

Comparando los datos de la energia de interaccion PS/ADN en fase gas, se puede ver que la energia
de van der Waals domina frente a la energia electroestatica, siendo esta Ultima positiva o negativa pero
siempre menor (en valor absoluto) que la de van der Waals, debido al predominio del stacking, como
se ha mencionado en el apartado anterior. Por otra parte, la energia de solvatacion en general es
pequefia, destacando el valor del sistema GC-porfirina con el residuo 4 (-4,7 kcal/mol) siendo mas
favorable que el resto de los sistemas.

En la Figura 9A,B se representan ambos sistemas de ADN con ligando de porfirina, y se observa como
el ligando de porfirina se encuentra de forma paralela al residuo 4, generando interacciones n-r entre
los anillos aromaticos. En el caso del sistema GC-TPE (Figura 9C), las energias libres de interaccion
entre los 4 residuos son muy similares, y aunque el residuo 2 (guanina) tiene menor energia (-6,6
kcal/mol), no se puede considerar una diferencia significativa frente al resto (-5,7 y 6,3 kcal/mol).

Como se ha comentado antes, el motivo de que no tenga mayor interaccion con un residuo en concreto
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puede ser debido a la estructura no plana del TPE, representada en la Figura 9C, que genera una

interaccion de stacking mas debil que la porfirina.

Figura 9. Representacion estructural de la interaccién ligando/residuo de los sistemas a analizar: (A) sistema
AT-porfirina, (B) sistema GC-porfirina y (C) sistema GC-TPE. Los residuos estan colocados de la misma
manera que se numeran en la Figura 7.

9. CONCLUSIONES

El estudio computacional detallado de la interaccion entre dos PS, TPE y porfirina, con secuencias
especificas de ADN, ds-(AT)sy ds-(GC)s, ha revelado diferencias significativas en sus mecanismos de
union. La porfirina, con su estructura plana, mostré una mayor afinidad por el ADN, favoreciendo
interacciones mas estables, especialmente en configuraciones intercaladas que facilitan interacciones
de tipo m-m. Por otro lado, el TPE, muy prometedor en PDT debido a sus propiedades de emision
mejoradas, present6 dificultades en la formacion de complejos estables debido a su conformacién
menos plana. Ademas, al ser la posicion de intercalacion la mas estable, las interacciones de van der
Waals son mas fuertes que las electroestaticas, quedando las posiciones de los surcos mayor y menor
fuera de estudio al no ser estables en los sistemas. Este estudio subraya la importancia de considerar
la estructura molecular de los PS en el disefio de terapias basadas en PDT, donde la eficiencia de
interaccion con el ADN puede influir directamente en la efectividad clinica del tratamiento. Ademas,
este estudio demuestra como las técnicas de simulacion computacional pueden ser herramientas
valiosas para predecir las interacciones entre farmacos y ADN, lo cual es esencial para avanzar en la

creacion de tratamientos médicos mas especificos y potentes.
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