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Resumen
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Departamento de Fisicoquimica
Facultad de Ciencias Quimicas
Centro Laser de Ciencias Moleculares
UNC
Doctorado en Ciencias Quimicas
Estructura y espectroscopia de agregados idnicos entre cationes
(proton y metalicos) y moléculas de interés bioldgico
Por: Andreés Felipe Cruz Ortiz

Las interacciones intermoleculares entre las bases del ADN desempefian un
papel fundamental en la formacion y estabilizacion de la estructura de doble hélice del
ADN. En particular, las interacciones por puente de hidrégeno son responsables del
reconocimiento molecular entre las bases de ADN, por lo que cada base en su forma
canonica interactla especificamente con su base complementaria, es decir, citosina con
guanina y adenina con timina (C=G y A=T), formando pares de bases candnicos,

formalmente conocidos como pares de Watson-Crick (WC).

La interaccion entre cationes metalicos y/o (H+) y bases del ADN puede inducir
cambios que afectan desde el plegamiento macromolecular hasta el reconocimiento
base—base siendo aspectos de gran interés tanto desde el punto de vista de la
investigacion basica como para el desarrollo de futuras aplicaciones tecnoldgicas. Por
otro lado, gracias a la flexibilidad estructural que presenta el ADN, puede presentar
propiedades estructurales muy diversas, con un amplio abanico de potenciales en los
campos de la nanotecnologia y biomedicina, resulta intrigante conocer las propiedades
estructurales de estos sistemas, sin embargo todavia no se conoce el mecanismo

molecular que regula la formacion y estabilizacion de este tipo de estructuras.

El objetivo central del este trabajo doctoral fue estudiar como la interaccion con
diferentes atomos y cationes permite estabilizar apareamientos y plegamientos no
canonicos en el ADN/ARN y como dicha interaccion determina las propiedades

estructurales de los agregados generados.

Para obtener informacion molecular detallada acerca del problema planteado, se

eligieron sistemas modelo, simplificados y factibles de ser estudiados en fase gaseosa,



asilados y mediante técnicas de espectroscopia laser. De tal forma que los resultados
obtenidos constituyan un punto de partida que permitan avanzar en el estudio del
problema planteado, desde un enfoque “bottom-up" aumentando la complejidad del
modelo empleado. En este contexto, los sistemas quimicos mas relevantes empleados
fueron las bases del ADN/ARN, interaccionando con H+, Ag+ y Ba2+. Para obtener
informacion acerca de la estructura de los agregados estudiados se utilizo la
espectrometria de masas en tandem (MS/MS), espectroscopia de disociacion

multifotonica IR, en complemento con calculos de estructura electronica.
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Capitulo 1

Introduccién General







Introduccién General

En este primer capitulo se presenta una revision general de las propiedades
estructurales y fisicoquimicas de los sistemas estudiados en este trabajo de tesis. En
los capitulos destinados a los distintos sistemas estudiados se presentan los

respectivos antecedentes y una discusion mas detallada de cada sistema en particular.

En primer lugar, se presenta una breve descripcion de la estructura y
conformacién de los acidos nucleicos. Luego, se tratan las interacciones
intermoleculares que dan lugar a la formacion y estabilizacion de la estructura de
doble hélice del ADN (acido desoxi-ribonucleico), en esta misma linea se discuten
brevemente los efectos de la interaccion entre el ADN y cationes (metalicos y HY),
sobre sus propiedades estructurales y de reactividad. Finalmente, se presentan los

objetivos y organizacion de la tesis.
1.1 Acidos Nucleicos: Una vision general

Desde la elucidacion de la estructura de doble hélice del ADN por Watson y
Crick,'™ con importantes contribuciones de Rosalind Franklin y Maurice Wilkins,?*!
se acepta que nuestro material genético se construye a partir de cuatro nucleobases
diferentes: citosina (C), guanina (G), adenina (A) y timina (T). Estas cuatro bases
forman dos pares de bases de tipo Watson-Crick; C=G y T=A mediante la formacion
de tres y dos puentes de hidrogeno con su base complementaria, respectivamente. La
relacion 1:1 de las bases que forman cada par fue dilucidada por E. Chargaff,”
incluso antes de que se conociera la informacion estructural sobre como las bases se
organizan para permitir una copia fiel de la informacion genética. La secuencia de
estas cuatro bases establece lo que hoy se conoce como la capa de informacién
genética en el ADN, que consta de elementos reguladores y codificadores de

protefnas.

1.2 Composicion y estructura de los acidos nucleicos

La composicion de los acidos nucleicos determina su estructura y su funcion.
Los acidos nucleicos han estado vinculados desde su descubrimiento con importantes
funciones a nivel bioldgico, sobre todo en la preservacion del cddigo genético en los

seres vivos,®® gracias a las interacciones especificas entre las unidades basicas que

3
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los conforman. En ese sentido, las propiedades de reconocimiento molecular son
producto de la flexibilidad estructural que le confieren los componentes

fundamentales de los acidos nucleicos.

1.2.1 Bases, nucleodsidos y nucleotidos

Los &cidos nucleicos son polimeros cuyas unidades monomericas son los
nucleodtidos, a partir de las cuales se conforman las estructuras primarias,
secundarias, terciarias y de orden superior de dichos acidos. Los nucleotidos estan
compuestos de tres sub-unidades enlazadas entre si: un grupo fosfato, un azlcar y

una de las cinco nucleobases, como se muestra en la Figura 1.1.1"!

Las nucleobases (en adelante nos referimos a éstas como bases), constituyen el
componente principal de los nucledtidos, pues son las responsables de las
propiedades de reconocimiento molecular y por tanto en ellas se alberga la
informacion genética de todas las secuencias de aminoacidos empleadas para la

sintesis de proteinas.

a) Purinas Pirimidinas
NH; 0 NH, 0 0
|
MY Ak O Yk G
NN NN NH, N/&O N7 YO NS0
A H - H 8
Adenina Guanina Citosina Timina Uracilo
b)

- 1

e ( 1

I \

i P~ : Pentosa Bk

: " : 5 —-— Enlace

| O O 3 glicosidico

1 = 1

! 1 B-Ribosa

! 1

| | Nucleésido B-Desoxiribosa

1

1

1

Figura 1.1: a) Estructura quimica de las cinco bases canonicas. En celeste se
muestra la numeracion establecida y con la flecha se indica el punto de unién con el azlcar,

b) esquema nucleésidos y nucleétidos.
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Las bases son moléculas heterociclicas aromaticas que se dividen en dos
grupos: las bases derivadas de la pirimidina: T y C, y las bases derivadas de la
purina: A y G. La timina se reemplaza por uracilo (U) en los acidos ribonucleicos
(ARN). Todas estas pueden adoptar diferentes estructuras de acuerdo a la
tautomerizacion alrededor de los grupos ceto (K) y amino (A). En ese sentido, se ha
encontrado que las bases en su forma candnica adoptan una estructura KA. En la
Figura 1.1a se muestran las estructuras de estas cinco bases en su forma canénica y la

numeracion estandar empleada.

Por su parte, los nucledsidos (Figura 1.1b) estan constituidos por una base a la
cual se le une mediante un enlace glicosidico una pentosa, que es una g D-ribosa para
ARN o0 una B 2’-desoxirribosa para ADN. La union de al menos un grupo fosfato a
un nucleésido, mediante un enlace fosfoéster da lugar a la formacion de un
nucleotido, los cuales, como se mencion6 anteriormente constituyen las unidades

monomericas que conforman los acidos nucleicos.

La union fosfoéster se produce a través de los grupos hidroxilo que ocupan las
posiciones 3’ 6 5 del azlcar y el grupo fosfato. El grupo fosfato es el responsable de
la acidez de los nucleétidos, ya que a pH fisiol6gico se encuentra completamente
desprotonado.

Si consideramos la estructura tridimensional de los nucle6tidos la complejidad
estructural es mucho mayor. La pentosa puede adoptar las configuraciones C2” endo
y C3" endo, de acuerdo con la orientacion respecto del grupo fosfato (Figura 1.2a).
Adicionalmente, en torno del enlace glicosidico (C—N) las bases pueden presentar
dos conformaciones diferentes: la conformacién syn es aquella en la que la ribosa
estd eclipsando la base y la anti es aquella en la que el azlcar esta en posicién
opuesta a la base (Figura 1.2b). En la forma C2 -endo, la conformacién anti es
energéticamente favorable.®” Sin embargo, también se ha encontrado que puede
existir la conformacion syn, dependiendo del entorno. En la conformacion C3"-endo,
debido a que la base se encuentra en una posicién axial respecto al azlcar, la
conformacién syn esta fuertemente desfavorecida por razones estéricas, por lo que se

encuentra preferiblemente la forma anti.!***!
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Base

59A
A-form

B-form p’o
C3'-endo C2’-endo
North (/) South (8)
b)

NH,
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{ r NH,
— LN
x NN
O =200 = 49°

P anti o

Figura 1.2: a) Conformaciones adoptadas por el azlcar, respecto al grupo fosfato b)
Estructuras anti o syn en funcion del &ngulo de enlace glicosidico (y), ilustrada con

adenosina en la conformacién C2 -endo.

1.2.2 Estructura primaria

Los &cidos nucleicos son oligonucledtidos unidos a través de los grupos
fosfato, que por una parte se enlazan con el OH del C3’ de la pentosa de un
nucledtido y por otra con el OH del C5’ de la pentosa de otro nucleotido. Al enlace
que se forma se le denomina fosfodiéster (Figura 1.3). La estructura primaria de los
acidos nucleicos adopta una conformacion de simple hélice, donde las bases se apilan

una encima de la otra.l*?

En los &cidos nucleicos se puede hablar de dos comportamientos diferenciados.
El azlcar y los fosfatos se conservan en la estructura y cumplen un importante papel
a nivel estructural y funcional, mientras que las bases tienen un papel principalmente
funcional al modular especificamente las interacciones de reconocimiento molecular

entre los acidos nucleicos. En adelante nos centramos principalmente en las

propiedades y parametros estructurales del acido desoxirribonucleico (ADN).
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Figura 1.3: a) Estructura primaria bidimensional de una simple hélice de ADN de 5"-
CGCGCG-3", b) Modelo tridimensional de una simple hélice de ADN.

1.2.3 Estructura secundariay terciaria del ADN

El reconocimiento molecular entre las bases que constituyen los
oligonucledtidos, da lugar a la formacion de la estructura secundaria del ADN. Asi,
la secuencia de una de las hélices (estructura primaria), define automaticamente la
secuencia de la cadena complementaria, que se dispone de manera antiparalela a la
primera hélice (estructura secundaria). La estructura de doble hélice propuesta por
Watson y Crick (WC)!Y, se convirtié desde su descubrimiento en el modelo mas

ampliamente aceptado.
1.2.3.1 Pares de bases canonicos

El modelo de doble hélice propuesto por WC, se basa en la consideracion de
que las bases pueden unirse de forma especifica, producto de las interacciones por
puente de hidrogeno que éstas pueden formar con sus bases complementarias, por lo
que las bases de purina y pirimidina se mantienen unidas por puentes de hidrogeno
especificos, denominados comunmente como pares de bases candnicos. Teniendo en
cuenta las relaciones estequiométricas entre las bases (ley de Chargaff),”! WC

establecieron que la A se une a la T mediante dos puentes de hidrogeno (A=T),
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mientras que las bases C y G se unen por tres puentes de hidrogeno (C=G), a través
de los &tomos de nitrogeno y oxigeno (N-H----N y N-H----0).

En la Figura 1.4 se muestra un esquema de los pares de bases formados por las
estructuras de las bases en su forma canonica, es decir, A=T (KA=KA) y C=G
(KA=KA). El reconocimiento base-base mediante apareamientos WC es clave en
procesos de replicacion, transcripcion y transduccion, por lo que el estudio detallado

de las estructuras que lo conforman es de gran interés a nivel bioldgico.

Figura 1.4: Pares de bases canonicos del tipo WC, entre A=T y C=G en circulos rojos

se sefiala el sitio de unién con el azlcar.

El plegamiento tridimensional que adoptan las cadenas de nucle6tidos unidas
por pares de bases canonicos define la estructura terciaria del ADN. En efecto, dicho
plegamiento estd condicionado por la interaccion entre los pares de bases y la
conformacion de los demas constituyentes de los oligonucleétidos (B-Desoxirribosa

y fosfato). Las cadenas giran alrededor de un eje comdn formando una espiral doble
conocida como doble hélice. De manera que la estructura de doble hélice del ADN

puede adoptar distintas conformaciones que a su vez cumplen diferentes funciones a
nivel bioldgico. Entre las estructuras terciarias mas conocidas se encuentran las
dobles hélices A, B y Z (Figura 1.5), las cuales se diferencian principalmente por la
conformacion anti o syn que adoptan el azlcar y la base (Figura 1.2b) y la
conformacion del azicar respecto al grupo fosfato (C2”-endo y C3"-endo).l*1%31]
En condiciones fisioldgicas se ve favorecida la doble hélice B, descubierta por WC,
sin embargo, en fase gaseosa se ha encontrado que puede ocurrir la transicién
B—A .1
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minor groove

anooub sofewr
major groove
aAo0ub Jourw

minor groove
anooub sofewr

b)

Figura 1.5: Representacion tridimensional de la estructura de doble hélice tipo B, A,
Z: a) vista lateral, b) vista superior, en la cual se aprecian diferencias estructurales entre cada

una de ellas. Las estructuras A y B son dextrogiras, mientras que la Z es levdgira.

Gracias a la flexibilidad estructural que presentan los componentes del ADN,
este puede adoptar conformaciones tridimensionales distintas a las propuestas
inicialmente por WC. Dichas conformaciones son estabilizadas por la formacién de
pares de bases no canonicos.

1.2.3.2 Pares de bases no candnicos

El apareamiento canonico entre las bases del ADN a menudo se considera
Unicamente en términos de las interacciones por puente de hidrogeno propuestas por
WC (Figura 1.4), pero es posible una gran cantidad de otros arreglos, que conducen a
la formacion de pares de bases no candnicos. Aunque en condiciones fisioldgicas se
favorecen ampliamente las estructuras de doble hélice, estabilizadas por
apareamientos canonicos, existen una serie de factores que pueden alterar dicha
estabilidad, entre los que se encuentran; la composicion de la secuencia, la
tautomerizacion de las bases,”*"*® interaccién con ligandos y/o cationes presentes en
el medio®®*?! y la modificacién quimica de las bases, por lo que el esquema de
interaccidon canodnico puede ser modificado y en consecuencia el apareamiento entre
las bases puede ocurrir de multiples formas.?? En adelante, nos centramos en los

9
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efectos que tiene sobre las propiedades estructurales y de reactividad, la interaccién
entre las bases del ADN y cationes (metalicos y/o H™).

1.2.3.2.1 Efectos de la interaccion entre las bases del ADN y cationes (metalicos

y H") sobre sus propiedades estructurales y de reactividad

Los metales pueden interactuar de forma especifica y en sitios bien definidos
dentro del ADN, en particular, los metales se unen a las bases en los sitios
involucrados en la formacién de los pares de bases WC, dando lugar a los
comunmente denominados pares de bases mediados por metal (PBMM), como se
muestra en la Figura 1.6.2224 Este concepto se basa en la modificacion de las
interacciones, por puente de hidrogeno del par de bases tipo WC, por nuevas
interacciones no canonicas, que conducen a la formacién y estabilizacién de pares de
bases no canonicos. Por otro lado, este concepto representa una alternativa para la
expansion del codigo genético y potenciales aplicaciones en nanotecnologia, pues se
ha encontrado que los PBMM podrian impartir propiedades magnéticas o

conductoras a la nanoestructuras basadas en ADN.[2224

A=T

i T
0:P0

B0 A0 0
owqﬁ o’
0
|

~
| M=Ion metilico
PBMM

Figura 1.6: a) Representacion esquematica de los pares de bases mediados por
metales (PBMM), b) Estructura de doble hélice del ADN conteniendo un PBMM.

Las bases del ADN son excelentes ligandos que coordinan a través de sus
atomos de N y O, los cuales exponen sitios de union bien definidos principalmente
para cationes mono y divalentes. La interaccion con cationes (metalicos y H")
favorece la formacion y estabilizacion de pares de bases no candnicos. Incluso, bajo

determinadas condiciones estos pares no canonicos mediados por cationes pueden ser
10
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mas estables que los pares de bases candnicos del tipo WC. Una década después de
que Watson y Crick descubrieran la estructura de doble hélice del ADN, Hoogsteen
(Ho0)!*® encontré un apareamiento entre las bases distinto al propuesto por WCH
(Figura 1.7a). Este tipo de apareamiento se puede formar entre Ay T a pH neutro, y
entre C y G a pHs acidos ya que una de las dos bases debe encontrarse

protonada./?%?7]
a)
-4 4¢
CU.G....C‘
Beveleecel
[
R oollioeil
N
-G
b) c)
R
N\ N,
90
N H
f0 P
H_)1 ;i' - H\N/H ﬁ
'S=>=O"" He { B T
R’N\?N"'--H\ NAO H

Figura 1.7: Apareamientos no canoénicos junto a sus correspondientes plegamientos
no canonicos, a) Hoogsteen y triplex, b) G:G y G-cuadruplex, ¢) C-H*-C mismatch e i-motif.

Imagen tomada de la referencia [47].

Sin embargo, se ha encontrado que en presencia de Ag” es posible encontrar
apareamientos de tipo Hoo entre C y G en condiciones de pH neutro, ya que el catién
metalico ocupa la posicion del H* y sirve como puente entre las dos bases, formando
el apareamiento tipo H00.?%! Los pares de bases tipo Hoo estan vinculados con la
formacion vy estabilizacion del triplex de ADN, como se discutira en la siguiente

seccion.

11
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Por otro lado, en secuencias de ADN con abundancia de G y en presencia de
cationes mono Yy divalentes se han encontrado pares de bases del tipo G:G,
responsables de estabilizar estructuras de orden superior del tipo G-Cuadruplex
(Figura 1.7b).2%3]

Finalmente, en secuencias ricas en citosina es posible encontrar apareamientos
del tipo i-motif (Figura 1.7c), en el cual dos citosinas se aparean mediadas por un
H*, por lo que este tipo de apareamiento se ve favorecido principalmente en
condiciones acidas.***" Sin embargo, al igual que para los apareamientos tipo
Hoo??! se ha encontrado que en presencia de cationes metéalicos es posible

encontrar apareamientos del tipo i-motif a pH neutro.l***%

Como se menciond anteriormente la interaccion con cationes tiene fuertes
efectos sobre las propiedades de reconocimiento molecular entre las bases, pues se ha
encontrado que los sitios de mayor afinidad por los cationes son aquellos
involucrados en la formacion de los puentes de hidrogeno responsables de la
estabilizacion de los pares de bases canénicos tipo WC.B*! Ademas, se ha
establecido que las propiedades de reactividad de las bases se pueden ver
modificadas por la interaccion con cationes. Particularmente, se ha prestado especial
atencion a los procesos de protonacion/desprotonacion de las bases. Por un lado,
porque este tipo de reacciones ocurre frecuentemente en numerosas reacciones
enzimaticas que involucran segmentos del ADN. Por otro lado, la
protonacidn/desprotonacion de las bases favorece los procesos de tautomerizacion en
éstas y como consecuencia se forman pares de bases entre tautdémeros raros (pares de

bases no candnicos) que a su vez estan vinculados con efectos mutagénicos.

En 1963, Loéwdin* propuso que los procesos de transferencia de protones
(TP) intermolecular dentro del par de bases de WC (Figura 1.8a) podria dar lugar a
mutaciones puntuales por la formacion de tautomeros raros. Si el error se mantiene
durante el proceso de replicacion, se puede introducir una mutacioén puntual en el
ADN.[2* sin embargo, las barreras de energia de activacion para la reaccién de TP
entre las bases neutras son del orden de 14-15 kcal/mol,* por lo cual a temperatura
ambiente, este proceso solo puede tener lugar mediante efecto tinel. Cuando una de
las bases adquiere una carga extra (interaccion con radiacion ionizante,

protonacién/desprotonacion, interaccion con cationes metalicos), la barrera de

12
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activacion para dicha reaccion disminuye considerablemente (Figura 1.8b), como
consecuencia de un fortalecimiento de las interacciones por puente de hidrogeno

aumentando la probabilidad de que ocurra la TP. [44-4®!

a) 48 oo Y 5 '}*’
4, DPT , 4
/ ’ \\\ “ )’:; { } :if\\h__'_ ﬁA:T
H.-' \\{E) 2 ; J,/ 13,6 DPT
/ 938
G=C ;’ A=T =T
jf « / e B w /
Oy je ‘f ' DPT
{,E 3/ Ry il
0,0 0,0 184 ré” 3
b) =C 17,2 o
6,5 SPT
r{ :{ 12,0
6,3
_ f .»iﬁ A=T
G=C ;"' 4 va
y » 4,2 fg .::: _
/Cﬁ s/ 7 J
, .Aq“‘ y 2,0 0,0 A=
7= 0,6 wa B o SPT
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Figura 1.8: Perfiles de energia potencial para las reacciones de TP (kcal/mol) entre
los pares WC. a) Pares de bases AT y CG neutras, b) Pares de bases AT y CG protonadas.
Las flechas indican los sitios de protonacion en las bases y en circulos verdes se indican los

H™ que se transfieren. Imagen tomada de la referencia [39].

1.2.3.3 Plegamientos no canonicos: Implicancias a nivel biolégico

Como se menciond en la seccion anterior, la formacion de pares de bases no
canonicos es fuertemente dependiente de factores externos (Seccién 1.2.3.2). Estos
pares no candnicos inducen la estabilizacion de plegamientos no candnicos de una

gran diversidad estructural, de los cuales en la seccion precedente se mencionaron

13
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tres de los mas conocidos ya que presentan mayor relevancia a nivel bioldgico por
estar vinculados directamente con una serie de enfermedades congénitas y por sus

potenciales aplicaciones biomédicas.

De estas tres estructuras no canonicas, el triplex de ADNM*% (Figura 1.7a)
estd constituido por 3 cadenas de oligonucledtidos, de las cuales dos se encuentran
apareadas de la forma de doble hélice de WC, mientras que la tercera se une
mediante un apareamiento tipo Hoo, formando una triple hélice.”™ En secuencias
constituidas principalmente por Ay T, se pueden encontrar triplex en condiciones de
pH fisiologico. Sin embargo, en estas condiciones se ve ampliamente favorecida la

estructura candnica de doble hélice.

Por su parte, en secuencias de ADN ricas en C y G la formacion de los triplex
de ADN esta ademas condicionada por el pH del medio, pues se requiere que la C o
G de la tercera cadena de oligonucleotidos se encuentre protonada en el N3 o N7,
respectivamente (Figura 1.7a), favoreciendo la formacion del apareamiento tipo Hoo.
La protonacion de cualquiera de las dos bases no ocurre significativamente a pH> 6
lo que representa una limitacion intrinseca para la formacion y estabilizacion de este
tipo de estructuras en condiciones de pH fisioldgico. Sin embargo, recientemente se
ha informado que la interaccion con cationes metalicos, particularmente Ag’,

favorece la formacion y estabilizacién de triplex de ADN en dichas condiciones.*”

Los triplex de ADN generalmente se han encontrado vinculados a factores de
transcripcion, sitios de ADN dafiados®" y/o formando complejos ADN-proteina.l®?
Por lo que se ha demostrado que pueden estar involucrados en el desarrollo de
enfermedades como la Ataxia de Friedreich’s® y otras enfermedades encontradas
en humanos. Nikolova et al®*" demostraron que en algunas secuencias de ADN
los apareamientos tipo Hoo existen como especies transitorias que estan presentes en
equilibrio térmico con pares de bases canonicos de WC. Esta observacion abre un
nuevo paradigma, pues sugiere que la doble hélice del ADN tiene la capacidad de
alternar entre los pares de bases de WC y Hoo, por lo que también puede codificar

para pares de Hoo transitorios como una forma de expandir el cddigo genético.

Actualmente, no esta completamente claro qué papel juegan estas estructuras

en la célula. Se piensa que pueden estar implicadas en los procesos de regulacion
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transcripcional o en la inhibicién de ciertas enzimas.®*®! Por otro lado, una de las
aplicaciones mas prominentes de los triplex de ADN es su potencial uso como agente
terapéutico.®” Las aplicaciones de estas estructuras se basan en bloquear la
transcripcion de ciertos genes de forma especifica mediante la union de una tercera
cadena a la doble hélice de ADN.

Otro tipo de estructura de orden superior en el ADN que se puede formar a
partir de la protonacion de la citosina es el plegamiento del tipo (i-motif) encontrado
principalmente en material genético rico en C. Especialmente a pHs acidos, estas
estructuras podrian describirse como C-Cuadruplex (Figura 1.7¢)®® con dos
secuencias de oligonucledtidos paralelas también unidas en una orientacion
antiparalela por pares de bases C-H*-C. Dado que estas estructuras son estables a pH
4cido, pueden actuar como nanointerruptores en funcién del pH.*®*! Sin embargo,
se ha encontrado que en presencia de Ag* y otros cationes monovalentes se pueden

formar estructuras del tipo i-motif a pH fisiol6gico.l*

Recientemente se informé la presencia de estructuras de tipo i-motif en células
humanas,'® estas estructuras estdn presentes en algunas regiones que estan
relacionadas con la regulacion genética; es decir, con la parte del ADN que funciona
como un interruptor y hace que algunos genes se ‘enciendan’ o ‘apaguen’ y, por
tanto, se pongan en marcha determinados mecanismos moleculares. El fallo, o la
simple desregulacion, de estos mecanismos suele tener fuertes consecuencias a nivel

bioldgico.

Finalmente, las estructuras de los cuadruplex ricos en G y C son
fundamentalmente diferentes. En secciones de material genético con abundancia de
G y en presencia de cationes mono o divalentes, se han encontrado plegamientos no
canénicos del tipo G-Cuadruplex (Figura 1.7b).°® En un G-cuadruplex cada G esta
comprometida en cuatro interacciones por puente de hidrégeno a traves de sus caras
Hoo y WC, de modo que las guaninas estan relacionadas por un eje de rotacion
cuadruple y son casi coplanares. Las cuatro cadenas alternan entre orientaciones
paralelas y antiparalelas y los residuos G en capas adyacentes alternan entre las

conformaciones syn y anti.l*®!
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Los G-cuddruplex tienen una gran relevancia biolégica.’”*¥ Durante los
ultimos afios, se ha observado la presencia de estas estructuras in vivo, y la existencia
de secuencias ricas en guaninas tanto en el telébmero, como en secuencias
promotoras.”®" Actualmente, se consideran potenciales dianas terapéuticas capaces
de inhibir tanto la actividad como la expresion de ciertas proteinas."? Por ejemplo, la
estabilizacion de los cuadruplex de secuencias teloméricas, mediante la adicion de
ligandos, es capaz de inhibir la formacién de la telomerasa; complejo proteina-ADN
que estd presente en aproximadamente el 80% de las lineas celulares asociadas al
cancer.!”® Por otro lado, la formacién de cuadruplex en regiones promotoras de
oncogenes afecta la expresion de proteinas fundamentales para las células
cancerosas. Por ello, el desarrollo de nuevos ligandos y modificaciones quimicas,
que estabilicen este tipo de estructuras, es de gran importancia para el desarrollo de

nuevos farmacos.

En este contexto, los estudios detallados a nivel molecular de los procesos de
interaccion entre las bases del ADN y cationes (metalicos y H*) son de gran
importancia para una mejor comprension de la quimica bioldgica del ADN. Sin
embargo, los tautomeros raros y los sitios de protonacidn/cationizacion especificos
dentro de los pares son muy dificiles de detectar pues existen de manera transitoria,
en baja abundancia e involucran movimientos sutiles de protones que son dificiles de
visualizar, por lo que se requieren experimentos muy sofisticados y que demandan
mucho tiempo y en ocasiones es dificil obtener una caracterizacion estructural
detallada.

En ese sentido, teniendo en cuenta que la diversidad estructural que puede
presentar la macromolécula de ADN, asi como sus propiedades de reconocimiento
molecular estan fuertemente ligadas a las propiedades estructurales y de reactividad
de las bases, el estudio en fase gaseosa de las bases y sus interacciones, nos permite
comprender las propiedades intrinsecas que conducen a la formacion/estabilizacion
de las estructuras de orden superior en el ADN. Una vez que tales propiedades se
mapean para bases aisladas, uno puede esperar extrapolar a sistemas mas complejos,

incluidos segmentos de ADN mas grandes y evaluar las contribuciones del solvente.
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1.3 ¢Por qué estudiar las bases del ADN en fase gaseosa?

En fase condensada muchas de las propiedades de las bases pueden ser
enmascaradas por la interaccion con el solvente y otras moléculas presentes en el
medio. Los estudios en fase gaseosa proporcionan un enfoque reduccionista para el
estudio de las bases del ADN involucradas directamente en la formacion de las
estructuras de doble hélice canonica y otros plegamientos no candnicos. Las
condiciones de vacio brindan entornos libres de colisiones, por lo que proporcionan
informacion sobre las propiedades intrinsecas de las moléculas individuales, que
permiten comprender las relaciones causa-efecto de los dafos observados en el ADN

asociados a enfermedades o bien para potenciar las aplicaciones biomédicas.

Las moléculas en solucion, desde el punto de vista termodinamico se
encuentran como un ensamble candnico, por lo que pueden intercambiar energia con
el entorno, mientras que en fase gaseosa la energia del sistema se encuentra bien
definida, pues las moléculas se consideran en un ensamble microcanénico que no
intercambia energia con el entorno. La energia de una molécula dada es la suma de
su energia traslacional, energia rotacional, energia vibracional, energia electronica y
energia nuclear, en consecuencia la distribucion de la energia de una determinada

molécula puede llevarse a cabo de diversas maneras.[” 7757l

La ventaja clave de los estudios en fase gaseosa es que cuando se tienen en
cuenta todos los factores que contribuyen a la acumulacion de energia interna o la
disipacion de la misma, podemos estudiar la estructura y la reactividad de un sistema
energéticamente bien definido. Las colisiones, la absorcion/emision de fotones, la
unién de electrones de energia cinética conocida, el desprendimiento de electrones
Cuya energia cinética se puede medir, y la fragmentacién son fenédmenos que estan
todos unidos por el principio de conservacion de energia.”*”! Con el conocimiento y
control de todos los eventos que afectan la distribucion de energia interna en
moléculas o iones en la fase gaseosa, es posible estudiar la reactividad de

biomoléculas aisladas con un alto nivel de detalle.

Como se mencion0 anteriormente, algunas de las propiedades intrinsecas de

[76]

los sistemas estudiados pueden ser enmascaradas por los efectos del solvente,'™ por

lo tanto resulta de gran interés el estudio de sistemas aislados. En un enfoque
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reduccionista, las interacciones pueden estudiarse una a la vez. Esto ha motivado
durante mucho tiempo el estudio en fase gaseosa de las bases del ADN vy los
complejos que estas pueden formar. La filosofia del enfoque reduccionista consiste
en que primero se deben comprender las propiedades de los bloques de construccién
para sentar las bases de arquitecturas moleculares mas complejas, y por lo tanto
caracterizar las propiedades de las moléculas aisladas ayudard a comprender sus

propiedades en entornos mas complejos.*”

En ese sentido, los estudios de sistemas aislados en fase gaseosa nos permiten
una comparacion directa con las simulaciones de la mecanica cuantica. De hecho,
aislar los efectos del solvente de los efectos de interacciones puramente
intermoleculares es un enfoque muy comun para predecir las energias libres de
interaccion de las moléculas en general,[‘”] lo que implica la consideracion de un
ciclo termodinamico a fin de obtener las propiedades fisicoquimicas del sistema
(Figura 1.9).

Gas phase

Figura 1.9: Ciclo termodinamico modelo. Se representa la union de un ligando a una

doble hélice candnica de ADN en ambas fases. Imagen tomada de la referencia [47].

La contribucién de las diferencias en la energia libre de transferencia de cada

componente generalmente se estima por la diferencia en el area de superficie
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accesible al solvente (SASA) en cada componente, y este SASA calculado se escala
bien con la contribucién por solvatacién a la energia libre de reaccion en solucién.
Las interacciones intermoleculares, también Ilamadas interacciones intrinsecas,
pueden calcularse mucho mas facilmente en la fase gaseosa que en solucion, ademas
las mediciones en fase gaseosa son la Unica forma de verificar esos calculos

experimentalmente.*?

Adicionalmente, si la estructura de la fase gaseosa no ha cambiado demasiado
en comparacion con las estructuras que se forman en la solucion de la que provienen
0 si los cambios se producen de manera predecible, en Gltima instancia, es posible
utilizar métodos en fase gaseosa para obtener informacion sobre la estructura de las

especies presentes en la solucion.

1.4 Objetivos y organizacion de la tesis

Teniendo en cuenta los antecedentes presentados en las secciones anteriores, el
objetivo general de esta tesis doctoral es estudiar en fase gaseosa y desde un punto de
vista reduccionista la interaccion entre las bases del ADN mediada por cationes
metalicos y H*. Estos estudios tienen como proposito comprender los efectos de estas
interacciones sobre las propiedades estructurales y de reactividad de las bases, que
conducen a la formacién de pares no candnicos, responsables de estabilizar los
plegamientos no candnicos en el ADN. En consecuencia, se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

l. Estudiar el efecto de la protonacion sobre las propiedades estructurales

y de reactividad en el par CG.

Il. Evaluar el efecto de la sustitucion del H* por un cation monovalente

(Ag"), sobre las propiedades estructurales del par CG.

Il. Estudiar la naturaleza de las interacciones entre un cation divalente
(Ba’*) y C y evaluar el efecto sobre las propiedades de la C y su

homodimero.

Este trabajo de tesis estd estructurado en 6 capitulos. En el capitulo 1 se

presentan algunas generalidades de los &cidos nucleicos, con énfasis en la estructura
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y composicion de los constituyentes del ADN y las consecuencias de la interaccién

de esta molécula con cationes.

En el capitulo 2 se presenta una descripcion detallada de cada uno de los
componentes que integran los dispositivos experimentales empleados en esta tesis
para desarrollar los objetivos planteados, como asi también de la metodologia tedrica
empleada para contribuir a la interpretacion de los resultados experimentales.

En el capitulo 3 se presentan los resultados obtenidos del estudio en fase
gaseosa del par protonado [CGH]" en funcién del pH de la solucion, mediante
(MS/MS) acoplada a espectroscopia DMFIR.

En el capitulo 4 se presentan los resultados obtenidos sobre la caracterizacion
estructural de los agregados idnicos [GAg]® y [CGAg]", utilizando la misma

metodologia experimental

En el capitulo 5 se aborda el estudio de la interaccion entre C y Ba** y en
particular la estructura y estabilidad de los complejos [Cn-Ba]” y [C(.4y-Ba-C]™,
mediante (MS/MS) acoplada a espectroscopia DMFIR.

Finalmente, en el capitulo 6 se integran las conclusiones obtenidas para cada
sistema estudiado, a partir de las cuales se derivan algunas perspectivas de trabajo en

sistemas relacionados.
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Fundamentos y Metodologia

El desarrollo de este trabajo de tesis implica la aplicacion de diversas técnicas
basadas principalmente en espectrometria de masas en tandem (MS/MS) acopladas a
espectroscopia de Disociacion Multifotonica IR (DMFIR), lo que nos permite en
principio obtener informacion detallada a nivel molecular de la naturaleza de las
interacciones entre las bases del ADN y cationes (metalicos y/o proton). El
complemento de las técnicas anteriormente mencionadas con calculos de estructura
electronica nos permite realizar la caracterizacion estructural de los complejos

ionicos entre las bases y dichos cationes.

La espectroscopia de DMFIR se basa en la fragmentacion de los iones aislados
en fase gaseosa, a partir de la absorcidén de maltiples fotones de radiacion IR de alta
potencia. Las intensidades de los fragmentos producidos como consecuencia de la
DMFIR y la de los iones padres remanentes son monitoreadas mediante
espectrometria de masas. Por tal motivo, en el presente capitulo se describen los
fundamentos y principios de funcionamiento de las partes que constituyen los
espectrometros de masas empleados en este trabajo, asi como también los esquemas
experimentales. Ademas, se hace una breve revision de los fundamentos que
subyacen la espectroscopia DMFIR y se describen los laseres IR empleados.
Finalmente, se presenta una breve descripcion de los métodos de célculo utilizados

para determinar las estructuras de los complejos ionicos estudiados.

2.1 Espectrometria de masas: Descripcién general

La espectrometria de masas (MS) representa una herramienta muy eficiente y
versatil al momento de obtener informacion a nivel estructural en diversas areas de la
quimica. La MS ha desempefiado un papel cada vez mas importante en las ciencias
quimicas, gracias al desarrollo que se ha alcanzado en las metodologias de
vaporizacién e ionizacion suave, analisis de masas y deteccion, que le confieren a la
técnica una alta sensibilidad y precision, lo que permite que la MS tenga una amplia
gama de aplicaciones, particularmente en el estudio de sistemas con relevancia
bioldgica. Existen en la actualidad una gran cantidad de aplicaciones de la MS, desde
el estudio de sistemas biolégicos*™ hasta la deteccion y cuantificacion de
contaminantes presentes en el ambiente.*®! En ese sentido, la MS es ampliamente
utilizada para la secuenciacion de aminoacidos en proteinast”® y caracterizacion de

acidos nucleicos.[>%
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El disefio basico de un espectrdmetro de masas consta de tres componentes
principales: La fuente de iones, un analizador de masas y un detector, los cuales se
describiran por separado en las siguientes secciones. Los analizadores de masas son
operados frecuentemente en condiciones de alto vacio de manera que la trayectoria

de los iones no se vea perturbada por colisiones no deseadas.

2.5 Fuente de lones: lonizacion por Electrospray (ESI)

La ionizacién por electrospray (ESI, por sus siglas en inglés) representa una
fuente de iones versatil y eficiente, de manera que su desarrollo ha permitido estudiar

sistemas de relevancia a nivel biolégico mediante MS,*2

por lo que en el afio 2002
fue galardonado con el nobel de quimica John B. Fenn™! junto a K. Tanaka y K.
Wiithrich, quienes desarrollaron la técnica de ionizacion/desorcion laser asistida por
matriz (MALDI). ESI se considera un método de ionizacion suave, por lo que es
posible generar iones en fase gaseosa altamente cargados, conservando las
propiedades estructurales de las especies que se forman en solucién. La ionizacion
por ESI permite vaporizar especies poco volatiles y térmicamente labiles™>** que
van desde especies organicas e inorgénicas, hasta macromoléculasi™® y complejos

formados por interacciones no covalentes.™®

En la Figura 2.1a se muestra un esquema basico de una fuente ESI con flujo de
gas coaxial. En términos generales por ESI los iones se crean al cargar
eléctricamente una corriente de una solucion electrolitica que contiene el analito de
interés, que a su vez fluye a través de un capilar a presion atmosférica, lo que resulta
en la emision de iones moleculares producto de la vaporizacion del solvente en las
gotas altamente cargadas que se forman; la solucién electrolitica que contiene el
analito de interés se infunde a través de una jeringa hacia un capilar metélico, a
velocidades entre uno y varios cientos de uL min . La aguja se fija a un potencial
eléctrico de entre 2 y 5 kV con respecto a un electrodo cilindrico que la rodea, lo que
conduce a la formaciéon de un fino rocié de gotas altamente cargadas (cono de
Taylor), por la accion de los altos campos eléctricos, que ademas permiten superar

las fuerzas de tension superficial del liquido y emitir gotas altamente cargadas.
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2.2.1 Mecanismo de generacion de iones en fase gaseosa por ESI

El mecanismo por el cual se generan los iones se puede dividir en tres etapas:
formacion del rocio de gotas altamente cargadas (cono de Taylor), reduccién del
tamarfio de las gotas y por ultimo la evaporacion completa del solvente, que produce
iones libres en fase gaseosa (Figura 2.1b). Para el proceso de formacion del cono de
Taylor, los iones presentes en la solucion se mueven por la accién de un
contraelectrodo hacia la punta de la aguja, donde se acumulan y se forman gotas
altamente cargadas que contienen el analito de interes.

Electrodo cilindrico

a)
Capilar ESI
N
—_—
1™~
| ""'-..,,
=1 -
1 -
L--
Solucién l
electrolitica Cono de Taylor
b)
Nz{u) ;
Capilar ESI Cono de Taylor

+
o+

W 0,
®
J | g ©

Evaporacion Limite de Explosion
del solvente Rayleigh Coulombica
+k\ |[ T

LE—

Figura 2.1: Fuente de iones. a) Esquema basico de una fuente ESI, b) Esquema

general del proceso de formacion de iones en fase gaseosa por ESI, en modo positivo.

El proceso de reduccion del tamarfio de las gotas se inicia en el cono de Taylor,
que se encuentra a la salida del capilar, por la expansion de las gotas contra una
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corriente de N, seco donde la evaporacion del solvente puede ocurrir por el
calentamiento en el médulo que contiene el capilar, o por colisiones con el N, seco
(Figura 2.1). A medida que se evapora el solvente las gotas adquieren una mayor
densidad de carga (alrededor de 10° V m™), lo que permite superar las fuerzas de
tension superficial del liquido y emitir gotas altamente cargadas (limite Rayleigh).™*"!
Las gotas en el limite de Rayleigh producen sucesivamente gotas de menor tamafio y
altamente cargadas a través de explosiones Couldmbicas. Los eventos repetidos de
evaporacion/explosion finalmente producen pequefias gotas con radios de unos pocos

nandémetros.

En la actualidad aln se debate sobre cudl es el mecanismo que mejor
representa la forma en que se obtienen los iones en fase gaseosa por la desolvatacion

de las gotas altamente cargadas. Recientemente, Konermann et. al.l*!

presentaron
una revision de los mecanismos por los cuales se forman los iones en fase gaseosa.
Los analitos de bajo peso molecular siguen el modelo de evaporacion de iones (IEM,
por sus siglas en inglés), mientras que el modelo de residuo cargado (CRM, por sus
siglas en inglés) se aplica a especies més grandes.™ Las especies estudiadas en el
presente trabajo de tesis no exceden las 500 u.m.a, por lo que en adelante se hara
referencia al IEM.™ En este modelo, el aumento en la densidad de carga superficial
como resultado de la evaporacion del solvente produce una repulsion de Coulomb
que excede la adhesion de la especie cargada a la superficie de la gota y, por lo tanto,
algunos iones son expulsados de la superficie.’>?! Finalmente, los iones libres de
solvente son transferidos al analizador de masas a traves de un colimador y una serie

de lentes electrostaticas.

2.3 Analizadores de masas: Multipolos lineales, celdas de colision y

trampas idnicas.

Durante el desarrollo de esta tesis se emplearon diferentes arreglos
experimentales, compuestos por diversos analizadores de masas, los cuales son

descriptos en detalle a continuacion.
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2.3.1 Multipolos lineales: Cuadrupolo lineal

El analizador de cuadrupolo lineal se considera un instrumento dinamico, pues
las trayectorias de los iones estan influenciadas por un conjunto de fuerzas dindmicas
dependientes del tiempo. De manera que, de acuerdo a la estabilidad en las
trayectorias de los iones que se mueven a través de campos eléctricos oscilantes es

posible separar los iones segun sus relaciones m/z.

Un cuadrupolo lineal esta constituido por cuatro electrodos cilindricos o
hiperbolicos, dispuestos de forma colineal en el eje z, a lo largo del cual los iones se
mueven por la accion de campos eléctricos (Figura 2.2). A cada par de electrodos se
les aplica un potencial eléctrico (®o) que estd compuesto por una fase continua (U) y
una fase alterna de radiofrecuencia (V) con una frecuencia ®, de forma tal que el

potencial total aplicado (®g) puede escribirse como:

®, =U+ Vcos(wt) Dondet = tiempo (2.1)

—T—°

u + v(coswt)

Figura 2.2: Esquema de un cuadrupolo lineal, en el que se indican los ejes de
coordenadas (x,y,z), radio la circunferencia interna del cuadrupolo y los pares de electrodos

conectados al mismo potencial.

Los iones acelerados a lo largo del eje z entran en el espacio entre los
electrodos, manteniendo su velocidad a lo largo de este eje. Asi, los iones que se
mueven en el eje z experimentan fuerzas atractivas y repulsivas de acuerdo a su
carga; los iones de carga opuesta son atraidos hacia los electrodos, mientras que los
de igual carga son repelidos. Bajo este principio, los iones pueden recorrer todo el

cuadrupolo sin colisionar contra los electrodos, siempre que durante el trayecto a lo
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largo el eje z la amplitud del movimiento de los iones sea menor que 2r, (donde ry es

el radio de la circunferencia interna del cuadrupolo).[*!

El movimiento de los iones al interior del dispositivo cuadrupolar es descrito
mediante la solucién de las ecuaciones del movimiento (2.2 y 2.3) comiUnmente
denominadas como ecuaciones de Mathieu,'?? que han sido tratadas en detalle,?*2*!
por lo que su desarrollo no se discutira aqui. Las ecuaciones relevantes se presentan

de forma resumida a continuacion:

d?x
Tz + (a, + 2q,cos(27))x =0 (2.2)
d?y
p= + (a, + 2q, cos(21))y =0 (2.3)

wt
Donde T = >

Donde los parametros de atrapamiento de Mathieu a y g son dependientes de la
relacion m/z del i6n y de las condiciones experimentales de U, V y . Estos

parametros se obtienen a partir de las ecuaciones (2.4) y (2.5).
4eU

2eV
x = —qy = mT'OZ(.oZ (2.5)

De manera que para unas determinadas condiciones de U, V y o, la trayectoria
de los iones de determinada m/z serd estable a lo largo del eje z hasta llegar al
detector o pasar hacia otro analizador de masas en el caso de arreglos experimentales

de espectrometria de masas en tandem.

Los fundamentos y el principio de funcionamiento de los multipolos lineales de
mayor orden (hexapolos, octapolos) han sido ampliamente revisados? y en términos
generales resultan similares a los descritos anteriormente para el multipolo
cuadrupolar. Sin embargo, solo los cuadrupolo lineales pueden ser empleados como

filtros de masas para aislar un ion en especifico.

2.3.2 Trampas lonicas y Celdas de Colisiéon

El principio del funcionamiento de una trampa i6nica se basa en la

superposicién de la fase continua (U) y la fase alterna (V) que componen el potencial
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eléctrico (®) que se aplica sobre las trampas, por lo que las trayectorias de los iones
de un amplio rango de relaciones m/z son estabilizadas. Los iones son confinados a lo
largo del eje z por la accion de un par de electrodos de alto voltaje que se ubican a la
entrada y la salida del multipolo, los cuales crean un pozo de energia potencial en el

que los iones quedan atrapados.

Si se hace ingresar un gas inerte (generalmente Ar o He) a la trampa ionica,
ésta funciona como celda de colision, pues el ion aislado puede ser termalizado y/o
fragmentado por disociacion inducida por colisiones con el gas (CID, del inglés
collision-induced-dissociation), en funcion de la energia de colision, que a su vez es
un pardmetro que depende del potencial de la radiofrecuencia (RF). Adicionalmente,
las trampas idnicas y/o celdas de colision pueden ser modificadas, de manera que se
pueda hacer ingresar una fuente de radiacion que, luego de la absorcion de fotones
por parte del ion atrapado se produce su fragmentacion. Seguir los canales de
fragmentacion del ién en funcion de la energia de los fotones, constituye uno de los
desarrollos méas destacados de la espectroscopia moderna y se discute en detalle méas
adelante.

2.3.2.1 Trampa lénica Cuadrupolar (QIT)

Las trampas i6nicas cuadrupolares de tipo Paul (QIT)?%?® estan constituidas
por un electrodo angular, y dos electrodos hiperbdlicos ubicados a la entrada y la
salida del multipolo como se esquematiza en la Figura 2.3.

Entrada de

Electrodos iones
End caps

Electrodo &
(anillo)

Figura 2.3: Esquema de una trampa i6nica Cuadrupolar (QIT-3D)

De manera similar al funcionamiento de un cuadrupolo lineal, a la QIT se le

aplica un potencial eléctrico () compuesto por una fase continua (U) y una fase
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alterna (V). La superposicion de U con V, produce un campo cuadrupolar
tridimensional (3D) en el que los iones de un amplio intervalo de relaciones m/z
quedan atrapados en una trayectoria estable de 3D. Asi los iones pueden quedar

atrapados durante un largo periodo de tiempo.””

Al igual que en los multipolos lineales, la solucién de las ecuaciones de
Mathieu permiten determinar las condiciones en las que los iones de una determinada
relacién m/z presentan trayectorias estables. Sin embargo, en la QIT el movimiento
de los iones bajo la influencia de los potenciales aplicados ocurre en tres
dimensiones, x, y, y z. Pero gracias a la simetria cilindrica de la trampa (x*+y* = r%)
las ecuaciones pueden ser expresadas en coordenadas z y r. Las ecuaciones del
movimiento dentro de la QIT son similares a las encontradas para el cuadrupolo

lineal (ecuaciones 2.2 y 2.3).

Por otro lado, la QIT puede ser configurada para ser empleada como un
espectrometro de masas de amplio rango y alta resolucién. En este tipo de
espectrometros se pueden producir trayectorias estables para iones de una
determinada relacion m/z, en funcion de los pardmetros U, V, o y Q (donde © y Q
corresponden a la frecuencia del campo RF, de los electrodos hiperbdlicos y el anillo,
respectivamente). Los iones que presenten trayectorias inestables colisionaran con
los electrodos o seran expulsados de la trampa en forma aleatoria. En efecto, una QIT
puede ser empleada como analizador de masas de diversas maneras. A continuacion
se describen brevemente los procedimientos mas usados y que tienen una relacion

directa con los experimentos realizados en el presente trabajo de tesis.
< Analisis de masas por eyeccion de iones en el limite de estabilidad:

En este caso, todo el intervalo de m/z de interés se encuentra confinado en la
QIT, luego se anula el potencial de los electrodos ubicados a la entrada y a la salida
del multipolo y se barre el potencial de radiofrecuencias (V) aplicado al anillo, esto
produce la eyeccion secuencial de iones segun su relacion m/z. Luego, puede
relacionarse el valor del potencial V al cual un i6n es eyectado con su relacion m/z a
partir de los pardmetros de Mathieu para la QIT, que se detallan brevemente a

continuacion. En ausencia de voltaje de la fase continua (U), el parametro a, =0
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(ver la ecuacion 2.4, analoga para la QIT), mientras que el parametro g, para una
QIT esté dado por la ecuacion 2.6

8zeV
m(r¢+2z3%)w?

qz = (2.6)

B, = /az +q7§ Donde f,= Parametro de estabilidad (2.7)

Dado que la frecuencia o es un valor fijo, oy Zp son constantes que dependen

del disefio de la QIT, de acuerdo a la ecuacion 2.6 g, aumentara con el incremente de
V y disminuira con el aumento m. Se ha establecido que si g, alcanza un valor de
1,408, el ion alcanza el limite de estabilidad (Aproximadamente 1,0). Una vez
alcanzado este limite, un ligero aumento de V haréa que este ion tenga una trayectoria
inestable, y sera expulsado de la trampa en la direccion del eje z, lo que permite

analizar los iones presentes en la trampa.

< Analisis de masas por eyeccion resonante:

En una trampa ideal, el movimiento de los iones en el plano radial que contiene
al anillo y en el plano axial que contiene los electrodos hiperbélicos, ubicados a la
entrada y la salida del multipolo, pueden considerarse mutuamente independientes;
cada uno con una frecuencia caracteristica asociada a la relacion m/z del ion. La
aplicacion de un campo de RF con una frecuencia resonante con el movimiento axial

de los iones produce la eyeccion de éstos.

Si consideramos que la frecuencia secular a la que oscila un ion en la trampa
3D esté dada por la ecuacion 2.8, y como el valor maximo que puede alcanzar [} para
una trayectoria estable es 1,0, la frecuencia secular maxima de un ion sera la mitad

de la frecuencia fundamental.

_ B
2

fz (2.8)

Donde v: Frecuencia fundamental para un determinado ion

Como se mencion0 anteriormente el pardmetro de estabilidad S, incrementa a

medida que g, incrementa, por lo que es posible calcular el valor de V (ecuacion 2.6)
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que se aplicara para que los iones de una determinada relacion m/z oscilen a una
frecuencia seleccionada. Si se aplica un voltaje de RF con una frecuencia f, a los
electrodos ubicados a la entrada y salida del multipolo, los iones resonaran a lo largo
del eje z incrementando la amplitud de sus oscilaciones. Si la amplitud del campo de
RF aplicado es suficiente, las oscilaciones del ion seran tan grandes que sus
trayectorias se veran desestabilizadas y los iones seran expulsados de la QIT. Asi
para obtener el espectro de masa se escanea la amplitud de la RF de manera que los

iones puedan ser eyectados secuencialmente de la trampa.

El empleo de la QIT como una trampa de iones, permite confinar al interior de
ésta un ion con una determinada relacion m/z. Ahora los iones aislados y atrapados
en la QIT (durante el tiempo necesario para estudiar el ion de interés), pueden ser
analizados por diferentes metodologias que entre las mas ampliamente usadas se
encuentran: disociacién inducida por colisiones (CID)?? y disociacién inducida por
fotones (PID del inglés photo-induced-dissociation) con laseres de alta potencia (UV
y/o IR). Los fragmentos generados por CID o PID pueden ser analizados en la misma
QIT como se describié en la seccion anterior, o pueden ser expulsados por la
aplicacion de un campo (U) en los electrodos y transferidos hacia un segundo
analizador de masas, donde pueden ser caracterizados los iones/fragmentos que se

producen luego de excitar al ion.

2.3.2.2 Resonancia Ciclotrénica de lones con Transformada de Fourier
(FT-ICR)

El espectrometro de masas de Resonancia Ciclotronica de lones con
Transformada de Fourier (FT-ICR) ofrece el mayor poder de resolucion y precision
de masas entre todos los tipos de espectrometros que se pueden encontrar
actualmente en el mercado.®>*! El espectrémetro de masas FT-ICR est4 constituido
principalmente por una trampa de iones (tipo Penning), un iman que crea un campo
magnético dentro de la trampa, un sistema de formacién y transporte de iones al
interior de la trampa, y finalmente el sistema de deteccion y analisis de datos. El
componente principal de un espectrometro de masas FT-ICR corresponde a la trampa
ionica de tipo Penning (ICR) en la cual los iones son analizados en funcion de su

frecuencia de rotacion producida por la accién de un campo magnético (frecuencia
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ciclotronica).®® En los espectrémetros FT-ICR modernos, se utilizan imanes

superconductores para crear un campo magnético de alta intensidad .

La espectrometria de masas FT-ICR se fundamenta en la ley de Lorentz, que
establece que los iones que se mueven en un campo magnético homogéneo B
experimentan una fuerza que es perpendicular a su velocidad (v). Asi, los iones que
ingresan a la celda ICR interactian con el campo B que se encuentra en direccion
perpendicular a la trayectoria inicial de los iones, los cuales giran con fases
arbitrarias en el plano perpendicular a dicho campo con frecuencias cercanas a la
frecuencia del ciclotron. EI movimiento de los iones a través del campo magnético B
describe una trayectoria circular de radio ry, (descrito por la ecuacion 2.9) debida a
las fuerzas de Lorentz. A partir del rp, de los iones se puede obtener la frecuencia del

ciclotron (), descrita por la ecuacién 2.10.

myv

T = 7B Donde q = ze (2.9)
_ zeB 210
w=— (2.10)

Por lo tanto, el movimiento de los iones en el interior de una celda ICR
depende solo de la relacion m/z de cada ion y de la fuerza del campo magnético B,
que se mantiene constante. En funcidn de los pardmetros anteriormente descritos los
iones pueden ser atrapados, analizados y detectados en la celda ICR, que esta
constituida por tres pares de electrodos, que junto con el campo magnético se utilizan

para atrapar, excitar y detectar los iones (Figura 2.4).

q’x(t)
3

XB

detection

Figura 2.4: a) Esquema general de una celda ICR hiperbdlica; 1 y 2 electrodos de
captura, 3 y 4 electrodos de excitacién, 5 y 6 electrodos de deteccion b) Principio de la

medicion de la sefial en una celda ICR; q"1(t) y g 2(t) carga de imagen inducida por los iones
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Los iones son atrapados en la celda ICR mediante una combinacion de campos
magnéticos y eléctricos. De manera que los iones que ingresan a la celda y
experimentan el fuerte campo magnético B, quedan atrapados en la direccion radial.
Para evitar que los iones se muevan libremente en la direccion axial (fuera de la
celda), se aplica un pequefio potencial eléctrico a dos electrodos de captura en cada
extremo de la trampa (electrodos 1y 2, Figura 2.4a). Esto atrapa a los iones dentro de

la celda, donde tedricamente podrian almacenarse indefinidamente.?

El analisis de los iones de acuerdo a su relacién m/z (ecuacion 2.10), se realiza
mediante la medicion de la frecuencia ciclotronica (o), la cual es especifica para cada
ion. Inicialmente, los iones atrapados, compuestos por un amplio rango de relaciones
m/z, tienen una pequefia cantidad de energia cinética y describen trayectorias de
pequefios radios de giro ciclotrén. La excitacion de los iones a un radio de ciclotron
mas grande los acerca lo suficiente a los electrodos de deteccidn, por lo que los iones
pueden ser detectados.

Los procesos de excitacion y deteccion de los iones ocurren de manera

sincronizada y se detallan a continuacion:

La excitacion de los iones se lleva a cabo mediante la aplicacion de una onda
de RF a las placas de excitacion de la celda ICR (electrodos 3 y 4, Figura 2.4a).
Cuando la frecuencia de la sefial de RF estd en resonancia con la frecuencia
ciclotronica de un ion con una determinada relacion m/z, éstos son acelerados y por
tanto se produce un aumento en el radio de giro, dando como resultado un
movimiento en forma de espiral, tal como se observa en la Figura 2.5.***! Los iones
cuya frecuencia de ciclotron es diferente de la RF aplicada no se ven afectados y
permanecen en el centro de la celda. Al escanear la RF, es posible excitar
simultaneamente todos los diferentes iones dentro de la celda. Cuando se apaga la
sefial de RF, la excitacion se completa y los iones permaneceran en un radio de giro
detectable. Luego de producirse la excitacion se registra el decaimiento de corriente
producido en el par de electrodos detectores durante un periodo de tiempo (Figura
2.4b).
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Figura 2.5: Eventos de excitacion en la celda del analizador ICR.

La deteccion de los iones dentro de la celda ICR, se basa en la medicion de la
carga imagen que los mismos generan al moverse cerca de los electrodos de
deteccion (5 y 6 Figura 2.4a).% La carga imagen es una corriente alterna entre las
dos placas de deteccion que es inducida por cada paquete de iones individual al pasar
repetidamente a su frecuencia ciclotronica caracteristica. La sefial se amplifica y se
almacena en la computadora como una funcion de respuesta a la corriente en el
dominio del tiempo, denominada decaimiento de induccion libre (FID, por sus siglas
en inglés). La sefial se convierte al dominio de las frecuencias por la aplicacion de la
transformada de Fourier.*” Finalmente, las frecuencias obtenidas son caracteristicas
de cada ion de acuerdo a su relacion de m/z, segun la ecuacion 2.10, de manera que

las frecuencias son convertidas a relaciones de m/z.

Por otro lado, la celda ICR puede ser configurada como una trampa de iones,
en la cual se pueden aislar iones de una Unica relacion m/z y confinarlos por el
tiempo necesario para ser analizados por diferentes metodologias. El procedimiento
se basa en la aplicacion de una onda de RF a los electrodos de excitacién, lo
suficientemente grande para excitar los iones que no sean de interés, hasta que
alcanzan un radio de ciclotrén superior a las dimensiones de la celda ICR donde
colisionardn con uno de los electrodos de deteccion y posteriormente se

neutralizaran, dejando solo iones de interés dentro de la celda.

2.4 Espectrometria de movilidad ionica diferencial (DIMS)

La espectrometria de movilidad idnica diferencial (DIMS, por sus siglas en
inglés), representa una herramienta muy eficiente para identificar y separar mezclas
de isomeros. A diferencia de las técnicas de espectrometria de movilidad idnica
(IMS), en las cuales los iones son separados en funcion de su seccion eficaz de
colision con moléculas de gas en campos eléctricos bajos, en DIMS los iones son

separados en funcion de su movilidad ionica diferencial en campos eléctricos
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alternos bajos y altos. La separacion de los iones se basa en la relacion no lineal que
existe entre la movilidad de los iones y el campo eléctrico. A su vez, la movilidad
diferencial de un ion depende de una serie de propiedades fisicoquimicas que
incluyen la masa, la forma, el centro de masa, el momento dipolar y los efectos de la
formacion de agregados moleculares por la interaccion entre iones y moléculas de

gas neutro durante el proceso de separacién.’*”

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis se emple6 DIMS acoplada a
MS/MS para identificar y separar la mezcla de isomeros que se forma por la
interaccion entre las bases C y G con H* (Capitulo 3), por lo que a continuacion se
presenta una breve descripcién de los principios fisicoquimicos que subyacen a la

técnica.

La separacion de los iones por DIMS ocurre en un espacio entre dos electrodos
planos aislados eléctricamente, dispuestos de forma paralela, como se muestra en la
Figura 2.6. En una de las configuraciones que puede adoptar DIMS (Figura 2.6a), los
iones que atraviesan el espacio entre los electrodos pueden ser detectados por la
adicion de un par de electrodos de deteccion (placas de Faraday). Otra alternativa es
emplear la MS para detectar los iones que son separados por DIMS. En este Gltimo
caso se puede considerar que DIMS funciona como un pre-filtro para espectrometria

de masas.

En la celda DIMS los iones se desplazan axialmente entre los electrodos,
transportados por un flujo de gas, tipicamente a presién atmosférica. La aplicacion
de una corriente asimétrica alterna de alto voltaje a los electrodos DIMS, genera un
campo eléctrico, el cual induce un movimiento radial a las trayectorias de los iones
con una velocidad promedio (v) dada por la Ecuacion (2.11). Cuando el campo
eléctrico es bajo, el coeficiente de movilidad idnica es un valor constante en un
amplio intervalo de intensidades de campo, tipicamente denominado como constante
de movilidad i6nica a campo bajo (K (0)), lo que constituye el principio de la

separacion de los iones en dispositivos convencionales de IMS.

U(t) — K(t)E(t) Donde: K=Coeficiente de Movilidad ionica (2.1 1)

» E= Energia del campo electrico
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Figura 2.6: Imagen modificada de la referencia [38]. a) Sensor DIMS auténomo, con
electrodos de Faraday como detectores. b) Esquema DIMS con un espectrometro de masas
como detector de iones, y representacion de la forma de onda asimétrica, donde las areas
integradas de voltaje/tiempo debajo de las porciones de campo bajo y alto dentro de cada

periodo son las mismas (areas celestes).

Por su parte, cuando se trabaja a campos eléctricos altos de manera que la
relacion entre la energia del campo (E) y la densidad del gas de transporte (N) sea
suficientemente alta (E/N>10 Townsends),[38] la movilidad de los iones cambia
respecto a lo observado a campos bajos. Asi, los iones con la misma movilidad de
campo bajo pueden tener una movilidad de campo alto sustancialmente diferente
debido a los cambios en la naturaleza de las interacciones ion-molécula. En
consecuencia, la movilidad de los iones se vuelve un parametro dependiente del
campo y varia de acuerdo a las propiedades fisicoquimicas del ion®®” y sus respuestas
a los campos altos. La diferencia en la movilidad de los iones a campo alto y bajo,
permite separar los iones en funcion de sus propiedades fisicoquimicas y constituye

las bases de DIMS. La movilidad de los iones puede ser expresada segun la ecuacion
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(2.12). Por su parte, la funcion de movilidad diferencial, denominada alfa (o), puede
expresarse generalmente como la diferencia normalizada entre las movilidades de

campo alto y bajo, como se muestra en la ecuacion (2.13).

K (%) = K(0) [1 +a (%)] (2.12)
a (%) - w (2.13)

En una celda DIMS, los iones estan expuestos a condiciones alternas de
campos altos y bajos mediante la aplicacion de una RF en forma de onda asimétrica a
los electrodos paralelos como se muestra en la Figura 2.6b. Cada periodo de la RF
expone al ion a un campo alto durante un periodo corto, para forzar el movimiento
del ion hacia uno de los electrodos, seguido de un campo bajo de polaridad opuesta

durante un periodo mas largo, que invierte su trayectoria con la misma fuerza neta.

Si un ion tiene la misma movilidad de campo alto y bajo (a=0), se movera en
una trayectoria “zig-zag™ por la linea central de la celda sin golpear ninguno de los
electrodos, como se muestra en la Figura 2.6b. Sin embargo, todos los iones exhiben
algun grado de a>0 o 0<0, de modo que la trayectoria neta se desvia del centro hasta
que los iones colisionan contra uno u otro electrodo en donde se neutralizan antes de
llegar al detector. Para evitar esta colision y neutralizacion del i6n se aplica un
voltaje DC a los electrodos, denominado voltaje de compensacion (CV), con el
propdsito de estabilizar la trayectoria de los iones a lo largo del espacio entre los
electrodos y éstos puedan ser detectados a la salida de la celda DIMS o transferidos a
un MS. Cuando el CV se fija en el valor apropiado para contrarrestar la movilidad
diferencial Unica de un ion en particular, un haz de iones continuo para esa Unica
especie logra pasar al detector. Este modo de operacion es similar en concepto a
configurar un filtro de masa cuadrupolar para que pase un ion de una masa particular,

solo que en este caso se selecciona el ion con movilidad diferencial caracteristica.l*®!

Por otro lado, el CV puede ser aplicado en forma de rampa, de manera que es
posible hacer pasar secuencialmente paquetes de iones que tienen un valor especifico
de CV, el cual es a su vez una medida directa de la movilidad diferencial de los

distintos iones bajo cualquier conjunto particular de condiciones experimentales, y es
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el principal parametro empleado para controlar la trayectoria de un ion a través de
una celda DIMS.

De esta forma, durante un experimento tipico de DIMS, se fija el voltaje
alterno para producir la desviacion de las trayectorias y se barre el valor del CV que
las corrige, mientras se detectan los iones que pasan al detector a cada valor de CV.
El grafico de la intensidad de iones en funcion del CV es equivalente a un
cromatograma en el cual la separacion de los iones es debido a sus diferentes
movilidades diferenciales, lo cual es una caracteristica de cada estructura particular y

por lo tanto permite separar isdmeros de una misma especie.

2.5 Espectroscopia de Disociacion Multifotonica IR (DMFIR)

En el proceso de DMFIR, la energia del campo electromagnético absorbida por
la molécula a través de un modo vibracional activo se transforma en energia interna
de la misma, y si esta energia supera la barrera de energia umbral, se puede producir
la disociacion 6 fotofragmentacion de la molécula. En consecuencia, la
espectroscopia de DMFIR implica que se produzca la absorcion de maltiples fotones
en el intervalo IR, de manera tal que secuencialmente se incremente la energia
almacenada en los modos vibracionales de la molécula hasta alcanzar el limite de
disociacién. La fragmentacion observada no es estado especifica, es decir,
independientemente del modo vibracional que sea excitado, la fragmentacion se
produce generalmente por el canal de fragmentacion de minima energia, como
consecuencia del proceso de redistribucion intramolecular de energia vibracional

(IVR, por sus siglas en inglés).1 %!

En los procesos de DMFIR la formacion de las especies excitadas y su
posterior fragmentacion no es instantanea sino que implica varias etapas que han sido

descriptas en una serie de modelos cualitativos que explican este proceso.[*>**]

El modelo de Bloembergen,*?! unanimemente aceptado hoy en dia, divide el
sistema de niveles vibro-rotacionales de un ion (0 molécula) en tres zonas que
presentan un comportamiento caracteristico diferente de acuerdo a la densidad de
estados vibracionales y su respuesta frente a la absorcién de la radiacién (Figura 2.7):
la de los estados discretos (region 1), la del cuasicontinuo intramolecular (regién 1) y
el continuo (region 111).
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Figura 2.7: Representacion esquematica del modelo de absorcion multifotonica IR a)
Proceso que desencadena la fragmentacién de un ién, b) Obtencién de un espectro de

DMFIR acoplando un laser IR sintonizable y un sistema de espectrometria de masas.

La Region | corresponde a los niveles de baja energia vibracional, donde los
niveles son discretos. En esta zona gobiernan las leyes cuanticas de forma que, desde
un nivel dado, s6lo son posibles las transiciones permitidas por las reglas de
seleccion vibro-rotacionales (Av = + 1, AJ = £1). A medida que ascendemos en la
energia vibracional del modo considerado, la separacion entre niveles disminuye
debido a la anarmonicidad vibracional, provocando una pérdida de resonancia con la
frecuencia de la transicion fundamental a la cual se encuentra sintonizado el laser IR.
De esta forma, para las intensidades laser utilizadas habitualmente (1—100MWcm'?),
solo seria posible que el ion absorbiera un Gnico foton IR de manera resonante. Sin
embargo, existen diversos mecanismos que, para moléculas con una elevada
densidad de estados vibracionales (moléculas de méas de 3 6 4 &tomos), compensan el

efecto de la anarmonicidad, permitiendo que la absorcion de energia IR continte.

Algunos de los mecanismos responsables de la compensacion de la
anarmonicidad son, (1) el ensanchamiento por potencia, (2) la absorcién
multifotonica concertada y (3) la compensacion rotacional.****! Para que el proceso
de compensacién rotacional ocurra eficientemente el experimento debe realizarse a
presiones suficientemente altas, para que la distribucion poblacional se reestablezca

por medio de transferencia de energia colisional, proceso conocido como “llenado
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del hueco rotacional”. En los sistemas empleados en el presente trabajo de tesis
puede descartarse este mecanismo, pues como se menciono anteriormente la presion
alcanzada en la celda ICR, donde ocurre la fragmentacién, es aproximadamente 10
Torr. Sin embargo, para el tamafio de los sistemas estudiados en esta tesis, la
importancia de los mecanismos de compensacion de la anarmonicidad es mucho
menor, pues se sabe que al aumentar los grados de libertad del ion su densidad de
estados sera grande a bajas energias, por lo que la absorcién del primer foton lleva al

sistema directamente a la region II.

La region 11, denominada como zona del cuasicontinuo se caracteriza por una
alta densidad de estados vibracionales, de manera tal que se cumple la condicion de
que el ancho de banda del laser (Aw) es mayor que la densidad de estados a una

determinada energia (p(E)):

Al cumplirse esta condicion, y si la potencia del laser es lo suficientemente
alta, una gran cantidad de fotones pueden ser absorbidos debido a que siempre se
cumple la condicion de resonancia entre la energia del foton y la diferencia de
energia entre dos niveles vibracionales. Para los sistemas estudiados en el presente
trabajo de tesis, siempre se cumple esta condicion en la region espectral estudiada,

para la cual el ancho de banda del laser es aproximadamente 10 cm™.

Finalmente, el ion alcanza la region 111 del continuo en la cual la resonancia no
es requerida. En esta region se produce la fragmentacion del ion. De esta forma,
siempre que se cumpla la condicién de resonancia para la absorcién del primer fotén,

se puede alcanzar la region del continuo y producir la fragmentacion del ion.

Por lo tanto, la DMFIR constituye un método indirecto para medir los
espectros IR de iones, mediante lo que comunmente se denomina espectroscopia de
“accion”. Tales enfoques de espectroscopia de "accion” son mucho mas sensibles que
las mediciones de absorcion directa y, por lo tanto, son muy adecuados para el
estudio de muestras de baja densidad, como en el caso de iones en fase gaseosa. En
ese sentido, las trampas ionicas tipo Pening (ICR) ofrecen condiciones de ultra alto

vacio (~10° Torr) ideales para minimizar la relajacién por colisiones, excelente
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manipulacion de iones y tiempos de captura prolongados (100 ms a 5 s) para largos

tiempos de irradiacion.64]
2.6 Sistemas experimentales

Los resultados experimentales de esta tesis fueron obtenidos en el Centro Laser
IR de Orsay (CLIO) que pertenece al Laboratorio de Quimica Fisica de la
Universidad de Paris-Sud (Orsay — Francia) donde se encuentran instaladas una serie
de facilidades para la realizacion de experimentos de DMFIR. Este centro cuenta con
un laser de electrones libres (FEL, del inglés Free Electron Laser)“3*% cuyo cafién de
electrones se encuentra optimizado para que el laser emita en la region comprendida
entre los 900 y 2000 cm™. Ademés en CLIO se encuentran disponibles otros sistemas

laseres que fueron empleados ocasionalmente, principalmente el laser de CO,.%%5Y.

Estos laseres se encuentran acoplados a un espectrémetro de masas 7T FT-ICR
hibrido y un espectrémetro de masas BrukerEsquire 3000+ equipado con un sistema
para realizar DIMS-MS/MS, los cuales fueron utilizados para el desarrollo de este

trabajo.
2.6.1 Espectrometro de masas hibrido 7T FT-ICR (BrukerApexQe)

El espectrometro de masas 7T FT-ICR (BrukerApexQe) instalado en el Centro
Laser Infrarrojo d"Orsay (CLIO)®? cuenta con una fuente ESI y fue utilizado para
realizar los experimentos de MS/MS-CID y espectroscopia DMFIR, para los
agregados i6nicos formados a partir de la interaccién entre las bases del ADN y
cationes (H*, Ag* y Ba®). El espectrémetro fue modificado de manera que sea
posible hacer ingresar un haz de fotones provenientes del IR FEL, que permite

inducir la fragmentacién de los iones como se detallé anteriormente (seccion 2.5).

En términos generales el espectrometro de masas 7T FT-ICR corresponde a un
ensamble de MS/MS en el espacio y tiempo, sus partes constituyentes se
esquematizan en la Figura 2.8. El equipo esta constituido por una fuente de iones
ESI, una serie de multipolos lineales que cumplen diferentes funciones, una celda de

Resonancia Ciclotrénica de lones y un iman superconductor de 7 Teslas.
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Figura 2.8: Esquema general espectrometro de masas 7T FT-ICR instalado en

CLIO, empleado para realizar los experimentos de espectroscopia DMFIR.

Los experimentos de espectroscopia DMFIR y MS/MS-CID ocurren en una
serie de pasos que se describen brevemente a continuacion: los iones generados en la
fuente ESI son guiados a través de un capilar, por medio de una serie de lentes
electrostaticas hacia una primera trampa de iones hexapolar, donde son desacelerados
y pueden ser acumulados por algunos ms.®? Una vez que son acumulados suficientes
iones, éstos son extraidos de forma pulsada hacia un cuadrupolo lineal, que funciona
como filtro de masa, donde puede ser seleccionado el ion que nos interese estudiar
mediante la expulsién de las otras especies, por medio de la aplicacion de un campo
de RF resonante. Los iones seleccionados en masa pasan hacia un segundo hexapolo
que estd configurado como una celda de colision y en el cual los iones son
acumulados y termalizados usando un flujo de argon de alta pureza. Ademas, en esta
etapa es posible realizar los experimentos de MS/MS, pues puede producirse la
fragmentacion del ion seleccionado, mediante CID modificando los potenciales

aplicados a la trampa hexapolar y a los skimmers, que funcionan como guia de iones.

Un ion aislado y termalizado es finalmente atrapado en la celda ICR del
espectrometro FT-ICR. En CLIO la celda ICR ha sido modificada para permitir el
ingreso del haz laser dentro de la cavidad mediante una ventana de ZnSe y una serie

de orificios conicos, tanto en la carcasa del equipo como en la celda de ICR.P? Sj Ia
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energia del fotdn es resonante con la transicion fundamental de un modo vibracional
activo del ion se produce la absorcion del primer fotén, lo que desencadena el
proceso de absorcion multifotonica hasta superar el umbral de disociacion del ion,
siguiendo los mecanismos anteriormente descritos (seccién 2.5). La disociacion
resultante del ion conduce a una disminucion de la intensidad del ion padre y la
aparicion de iones hijos de menor relacion m/z, los cuales son detectados en el mismo
espectrometro de masas. La fraccion de iones que sufre una disociacion unimolecular
esta relacionada con la eficiencia en la absorcion de luz a una determinada frecuencia
laser. En otras palabras, el rendimiento de la fotodisociacién en funcion de la
longitud de onda del laser esta relacionado con el espectro vibracional del ion.

Para la obtencidn de un espectro, se varia la energia del foton incidente y se
registra la intensidad del ion padre y los iones hijos como funcion de Av. Este
proceso se repite en funcién de la longitud de onda dentro del intervalo de energia de
interés. Dicho procedimiento da como resultado un espectro de masas para cada
longitud de onda, mediante los cuales se calcula la eficiencia de fragmentacion (eff),

de acuerdo a la ecuacion (2.14).

L,(hv) )

2.14
L,(hv) + Y lprag (hv)] ( )

eff(hv) = —=Ln <[

Donde I,,(hv) Yy I¢rqq(hv), corresponden a la intensidad del ion padre y los
fragmentos en funcion de la longitud de onda (hv), respectivamente. Asi, un grafico
de la ef f(hv) vs hv proporciona informacion del espectro de DMFIR, anédlogo a un

espectro de absorcion IR.

2.6.2 Espectrometria movilidad i6nica diferencial acoplada a
espectrometria de masas en tandem (DIMS MS/MS)

Los experimentos DIMS-MS/MS fueron realizados empleando una trampa
ionica cuadrupolar modificada (Bruker Esquire 3000+) equipada con una fuente ESI.
El dispositivo DIMS se encuentra acoplado a la salida de la fuente, de manera que
los iones producidos a partir de las soluciones, sean transportados a través de la celda
de DIMS, donde son separados los diferentes isomeros. A su vez, el dispositivo

DIMS se encuentra acoplado a la entrada de la QIT que se configura como
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espectrometro de MS/MS. En la Figura 2.9 se presenta un esquema general del
dispositivo experimental instalado en CLI1O.

QIT
Capilar de
., entrada
Region DIMS A
Fuente ESI
25 mm
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Figura 2.9: Esquema general del dispositivo DIMS-QIT. SV: Voltaje de separacion;
CV: Voltaje de compensacion. La QIT funciona como espectrometro MS/MS configurada en
el tiempo. Asi la QIT funciona como detector DIMS, trampa de iones y celda de colision.

En el capitulo 3 del presente trabajo de tesis se presentan los resultados de los
experimentos DIMS-MS/MS, para los pares de bases protonados que se forman a
partir de la interaccion entre citosina/guanina y H*, por lo que, a continuacion se

detalla brevemente el procedimiento experimental y las condiciones empleadas.

Un voltaje de 4 kV es aplicado a la fuente ESI para generar los iones, los
cuales pasan a la celda DIMS donde son transportados axialmente por una corriente
de gas portador a una presion atmosférica entre los dos electrodos. Como se explicd
en la seccion 2.4, la separacion espacial de los iones se basa en sus oscilaciones
radiales inducidas por un campo eléctrico de radio frecuencia asimetrica aplicada en
los dos electrodos. Para el proceso de la separacion por DIMS se emplea una forma
de onda bisinusoidal (aproximadamente una onda cuadrada, Figura 2.9) generada
mediante la aplicacion de una forma de onda sinusoidal de 1.7MHz a uno de los
electrodos DIMS y una segunda forma de onda sinusoidal en el segundo arménico,
con un desplazamiento de fase de aproximadamente 90°, y al 50% de la amplitud de

la primera forma de onda sinusoidal.**>%
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La aplicacién un voltaje de compensacion (CV) a uno de los electrodos,
permite la transferencia de los iones de interés a traves de la celda DIMS en funcién
de su movilidad io6nica diferencial. Los iones filtrados por DIMS se transfieren a
través de un capilar a la QIT donde son atrapados y acumulados por el tiempo que
requiera el experimento. Finalmente, los espectros DIMS son obtenidos de acuerdo a
la intensidad de los iones en funcién del CV.

El CV puede ser ajustado de manera que ingrese al espectrometro de masas un
unico isdmero con el propdsito de estudiar su proceso de fragmentacion. Una vez que
el isdbmero seleccionado ha sido atrapado en la QIT, puede ser fragmentado por
DMFIR o CID. En el caso de los experimentos DIMS-MS/MS (CID), se utiliz6 He

como gas de colisién y el voltaje de colision se ajusté a 0,2 V.

2.6.4 Laser de Electrones Libres (FEL)

El principio del funcionamiento de un l&ser de electrones libres y la teoria que
sustenta su desarrollo, resulta bastante compleja y una explicacion detallada supera
los objetivos de este trabajo de tesis. Sin embargo, los FEL no son equipos
convencionales que se obtengan comercialmente, a diferencia de los demés laseres
empleados en esta tesis, sino que existen solo en algunas universidades y centros de
investigacion que los han desarrollado especificamente y funcionan como facilidades

mundiales, por lo que vale la pena describir brevemente su funcionamiento.

El principio de un FEL ha sido revisado en detalle!*®* y por lo tanto aqui solo
se discutiran aspectos fundamentales. Los laseres convencionales utilizan atomos,
iones 0 moléculas, en estado solido, liquido o gaseoso, como medio activo para la
emisién y la amplificacion de la radiacion. A diferencia de éstos, los FEL utilizan
electrones con energias cinéticas del orden de los MeV como medio activo. Los
electrones generados a partir de un electrodo metalico, una vez atravesada la region
de aceleracion, emitiran radiacion al oscilar en un campo magnético periodico
generado por una serie de electroimanes ensamblados linealmente, seccidon del
equipo que se conoce como ondulador. La radiacion emitida por los electrones en el
ondulador es almacenada en una cavidad Optica tal que puede interactuar nuevamente
con los electrones. Esta interaccion conlleva a una modulacion de la densidad

electronica en el ondulador y produce un aumento de la intensidad y coherencia de la
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radiacion producida. La longitud de onda emitida depende de parametros
experimentales como la energia de los electrones, el campo magnético aplicado y el
periodo del ondulador. En el ondulador instalado en CLIO, los electroimanes estan
montados sobre soportes neumaticos que permiten modificar la distancia entre ellos,
variando de esta forma la frecuencia del ondulador y por tanto la longitud de onda de

la radiacion emitida.

En la Figura 2.10 se muestra esquematicamente el funcionamiento de un FEL.
La radiacion de este laser es sintonizable de manera continua entre 900 y 2000 cm™ y
la energia promedio en esta region espectral es de 36,8 mJ/pulso. El perfil temporal
del pulso laser esta constituido por un "macro-pulso” de 8 ps y una frecuencia de 25
Hz. Cada macro-pulso esté a su vez constituido por 500 micro-pulsos de alrededor de
5 ps de duracion, separados cada 16 ns uno de otro. El ancho de banda del laser es
dependiente de la longitud de onda de trabajo, pero en esta regidén espectral es

cercanaa 10 cm™.
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Figura 2.10: a) Esquema basico del funcionamiento de un laser de electrones libres.

b) Plano esquematico del FEL instalado en CLIO.

55



Capitulo 2

2.6.4 Laser de CO,

En CLIO se encuentra disponible un laser continuo de CO, (A=943 cm™) de
alta potencia que puede acoplarse al FEL para optimizar el proceso de
fragmentacion. El funcionamiento de un laser de CO; ha sido ampliamente descrito

en bibliografia.>*

2.7 Calculos de estructura electronica

La asignacion estructural de los iones aislados en fase gaseosa se baso en la
comparacion de los espectros de DMFIR determinados experimentalmente con los
espectros IR monofoténicos simulados mediante célculos de estructura electronica.
En este punto es importante destacar que la naturaleza de los procesos DMFIR vy los
espectros calculados son diferentes, por un lado la espectroscopia DMFIR implica la
absorcion de multiples fotones IR, por su parte los espectros simulados implican la
absorcion lineal de un Gnico fotdn IR, por lo que la intensidad de las transiciones
observadas en un espectro DMFIR no son exactamente reproducidas por los
espectros calculados. EI modelado estructural mediante calculos de mecanica
cuéntica permite ademas obtener informacion sobre las propiedades electrénicas y
termodindmicas de los sistemas en estudio. En general, los célculos de estructura
electronica se fundamentan en la solucion aproximada de la ecuacion de Schrodinger
(ecuacion 2.15),° que describe el comportamiento de las particulas subatémicas.

2

{_h v2+V(r,t)}W (r,t) =

8mtm

ih oV (r,t)
27 at

(2.15)

5 0?2 0?2 0?2
DondeV~ = 52,2 + 32y + 52,2

Considerando que una moléecula es un sistema de N nucleos descritos por un
conjunto de coordenadas R y n electrones que a su vez estan descritos por un
conjunto de r coordenadas, es posible describir las propiedades del sistema a partir de
la funcién de onda total Wi(r,R). De manera que ahora podemos escribir la ecuacion
de Schrddinger como:

A%, (1, R) = EW;: (7, R) (2.16)
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Para sistemas moleculares de muchos atomos, ésta ecuacion no puede ser
resuelta de forma exacta, por lo que se recurre a una serie de aproximaciones que se

comentan brevemente en esta seccién
2.7.1 Aproximacion de Born-Oppenheimer

La aproximacion de Born-Oppenheimer, permite simplificar la ecuacion de
Schrddinger separando las componentes electronica y nuclear del sistema, pues se
considera al movimiento nuclear como una constante, respecto al movimiento
electrénico. En otras palabras, los electrones se mueven en una superficie de energia
potencial (SEP) generada por los nucleos en una dada posicion. Esta aproximacion

nos permite escribir la funcion de onda total Win(r,R) como un producto entre la

funcion de onda electronica We y la nuclear yn como:

l‘plfolf(rl R) = l'pel(r; R)XN(R) (217)
Ahora podemos escribir el Hamiltoniano molecular como:
A=Ty+ T, + Vye + Vyn + Voo (2.18)

Donde los dos primeros términos corresponden a la energia cinética asociada a
los nacleos y electrones, respectivamente. Mientras que los otros tres términos
corresponden a la energia potencial asociada a las interacciones de Coulomb
(atractivas/repulsivas) entre nucleos y electrones. Ahora podemos reescribir el
Hamiltoniano separando los términos asociados a los electrones y los nucleos, si
consideramos una posicion fija de los nucleos, por lo que el problema se reduce al

Hamiltoniano electrénico que se puede escribir como:

I:Itot =T+ Vye + Vee (2.19)
N n
Zy
Donde Vy, = Z —
i
n n

Vo = z !

ee — o

i=1j>1r”
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Luego, la ecuacién de Schrodinger (2.16) puede escribirse en términos del

Hamiltoniano electrénico
I:Iellpel(rv R) = Eel(R)lpel(rr R) (2-20)

Por lo tanto podemos obtener la energia electronica total del sistema para una
posicion fija de los nlcleos a partir de la ecuacion:

N N 7.7
A“~“B

ER) = Ea(R)+ ) » A
A=1B>A 4B

JWer(r,R) He1W ey (7,R)
JHet¥e1(r, R e1¥e1(T,R)ST

(2.21)

Donde E,(R) =

Donde el ultimo término de la ecuacion (2.21) corresponde a la interaccion
entre los nacleos, el cual es constante para una coordenada nuclear fija, segun la

aproximacion de Born-Oppenheimer.
2.7.2 Superficie de Energia Potencial (SEP)

Una vez conocida la funcién de onda electrénica W,;(r, R), la ecuacion de
Schrodinger nuclear que satisface la funcion de onda nuclear y,(R) puede ser
resuelta. En términos generales, a partir de los calculos de mecénica cuantica es
posible obtener EX?*(R) en funcion de las coordenadas nucleares (R). La geometria
de una molécula no lineal con N nucleos esta dada por 3N-6 coordenadas nucleares
independientes y la energia electronica es funcion de tales coordenadas. Por lo tanto,
la SEP puede obtenerse a partir de la resolucion de la ecuacion de Schrédinger

electronica para muchas configuraciones nucleares

El término de la contribucidn electronica en la ecuacién de Schrodinger (2.20)
continta siendo irresoluble de forma exacta para sistemas de mas de un electron,
debido al término de repulsion interelectronica, por lo que solo podemos obtener
soluciones aproximadas al problema electrénico. Una aproximacion a la solucion de
la funcién de onda electrénica es la de Hartree-Fock (HF),® que considera tratar a
los electrones uno por uno moviéndose en el campo promedio generado por todos los

otros electrones. La funcidn de onda electrénica W, (r, R) puede ser expresada como
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un determinante de Slater®” de la forma |@1(1), @x(2)...@x(n)| generado a partir de

los orbitales moleculares @;i(x;) que describen a un electron del sistema molecular.

Para las moléculas, las funciones de onda monoelectronicas corresponden a
orbitales moleculares, los cuales a su vez se obtienen como una combinacion lineal
de orbitales atdbmicos (CLOA). En consecuencia, la energia electronica del sistema
puede ser calculada en funcion de los OAs a partir de la solucion de las ecuaciones
de HF.B® La solucién de estas ecuaciones se obtiene por un método variacional
iterativo denominado método de campo autoconsistente, (SCF, Self-Consistent Field)
y da como resultado un conjunto de orbitales moleculares y sus respectivas energias.

Los orbitales moleculares pueden escribirse como:

K
cyi=Coeficientes de expansion OM

P = z Cpi Oy, Donde ®,=Conjunto de funciones de base (2.22)
n=1

Las funciones de base que se usan actualmente en los calculos computacionales

son construidas como una combinacion lineal de funciones primitivas de la forma:
o, = Z dyp Ip (2.23)
p

Reescribiendo la ecuacion (2.22), un orbital molecular se puede expresar como:

K
Q; = Z Cpi Z dup Ip (2.24)
n=1 p

Los célculos por el método de HF presentan una limitacion implicita y es que
no incluyen el término de la correlacion electronica, es decir, que no se incluye de
forma explicita la interaccion electrdn-electrén. Sin embargo, la aproximacion de HF
es usada como punto de partida para métodos de célculo mas sofisticados que

incluyen términos de energia de correlacion (&).

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis se empled principalmente la teoria
del funcional de la densidad (DFT) por lo que se describe brevemente a

continuacion.
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2.7.3 Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

Los principios de la teoria del funcional de la densidad (DFT) han sido
ampliamente descritos en bibliografia.®®® En términos generales DFT se
fundamenta en los teoremas de Hohenberg y Kohn,® que establecen que la energia
electronica del estado fundamental es un funcional de la densidad electrénica, y
dicha energia ha de ser un minimo para la densidad exacta del estado fundamental.
En ese sentido, para un sistema de N electrones, el potencial externo v(r) determina
completamente el Hamiltoniano del sistema y de aqui su energia, funcién de onda y
demés propiedades. Para un o(r) dado se puede definir el funcional de la energia

como:

Eo[0 (r)]

= Flpo] + f o(D)podr 2.25)

El funcional F[p,], definido como T[py] + V[p,] (términos de energia cinética
y energia potencial interaccion e-e") es independiente del potencial externo o(r). El
segundo teorema de Hohenberg y Kohn establece que la densidad electronica del

estado fundamental es aquella que minimiza Eo[p]-

Tlp'»] +V[p'm] + f p'mo(Mdr = Eq[po)] (2.26)

Donde p’( es una funcién de prueba que cumple [ p’(y = N. Sin embargo, el
problema hasta aqui es que no se conoce la forma exacta del F[p,], por lo que hace
falta emplear otras aproximaciones. Kohn y Sham (KS),®? propusieron un modelo
gue considera un sistema de referencia ficticio de N electrones no interactuantes.
Esto significa que tal sistema puede estar representado por un determinante de Slater
cuyos elementos son funciones que representan a los electrones del sistema
(orbitales). Este sistema experimenta la accion de un potencial v(r), de manera que
la densidad electronica del sistema de referencia es igual a la del sistema real.
Aplicando las aproximaciones del método de KS, el funcional de la densidad

electronica aproximado se puede escribir como:

1
Flool = 13001 +5 [ E2E a4 el @.27)
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Donde el primer término T,[p] corresponde a la energia cinetica del sistema no
interactuante, el segundo término es la expresion cléasica de la energia de repulsion
electrostatica y el ultimo termino E,.[p] corresponde al funcional de la energia de
correlacion e intercambio. A partir de las ecuaciones autoconsistentes de KS
podemos obtener la energia y orbitales de KS y si conocemos el funcional E,.[p], es

posible calcular la energia del estado fundamental a partir de la ecuacion:

N
B 1 1 (fp(r) +p(r)
EO = - f ch(r)p(r)dr - E;(G{(S(rﬂvﬂ@[{s) + Ejf T dT‘ldTZ
+ Exc[p] (2.28)

Ahora solo resta conocer el funcional de la energia de correlacién e
intercambio E,.[p] para lo cual se han desarrollado una serie de funcionales que
permiten obtener este termino de forma aproximada. El desarrollo de tales
funcionales se basa principalmente en las aproximaciones de densidad local (LDA) y
de gradiente generalizado (GGA).[®®! Para los célculos realizados en el presente
trabajo se emplearon los funcionales hibridos B3LYP® y M06-2X%! basados en las
aproximaciones de LDA y GGA, pues se ha demostrado que estos proporcionan
buenos resultados en la descripcion de las propiedades moleculares de los sistemas

estudiados.

2.7.4 Superficie de energia potencial corregida por el método de

Counterpoise

Los célculos para los sistemas ionicos ([CGH]", [C(n-Ba-C]" y [CGAg]")
fueron realizados sobre SEPs corregidas por el método de counterpoise (CP). La
razon de realizar los célculos de esta manera radica en el hecho de que se ha
informado que en el caso de sistemas con muchas formas isoméricas y con barreras
de energia potencial bajas para su interconversion, no es suficiente con realizar la
correccién por superposicion de bases (BSSE) sélo a la energia calculada, sino que
es necesario optimizar la geometria sobre una SEP corregida por CP. Se ha mostrado
que para complejos débilmente enlazados por puentes de H esto lleva a geometrias
mas precisas que las calculadas sobre una SEP sin la correccion por CP debido a la

topografia de la misma.[°®®"J En tal sentido, por ejemplo para el dimero de agua y los
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calculos con los funcionales B3LYP y M06-2X sobre una SEP corregida por CP
reproduce los pardmetros geométricos determinados experimentalmente de forma

mas precisa que el calculo sin la correccion. #&%

Puesto que en este trabajo se realiza la comparacion de espectros de DMFIR
con espectros IR calculados, es necesario que estos Ultimos sean tan precisos como
sea posible, para lo cual es importante usar el mejor método disponible para la
optimizacion de las estructuras. En tal sentido, todas las optimizaciones se llevaron a

cabo con los funcionales mencionados sobre SEP corregidas por CP.

El principio del método es simple: los subsistemas no se tratan en sus propios
conjuntos de bases, sino en los conjuntos de bases de todo el complejo.*! En otras
palabras, la metodologia se basa en separar los dimeros en sus respectivos
monomeros (fragmentos) y calcular sus energias de forma individual, luego la
correccion de CP para cada fragmento es la diferencia entre la energia de ese
fragmento en su propia base y la calculada en base a todo el grupo, en la geometria

que adopta el fragmento en el dimero.

2.7.5 Efectos del solvente: Modelo del Continuo Polarizable (PCM)

En los modelos continuos de solvatacion el solvente esta caracterizado por un
medio continuo sin estructura que se polariza por efecto del soluto provocando una
respuesta electrostatica que afecta a la energia, la estructura y las propiedades del
soluto.["®" Uno de los métodos mas ampliamente usados para describir el efecto del

solvente es el modelo del continuo polarizable (PCM, por sus siglas en ingles).l”"!

En el PCM, el solvente es tratado como un dieléctrico continuo infinito,
mientras que el soluto se localiza en una cavidad molecular obtenida en términos de
esferas entrelazadas, localizadas alrededor de cada atomo del soluto, y asi se

garantiza que la cavidad mantiene la estructura real de la molécula.

Si bien los estudios espectroscopicos realizados en esta tesis fueron todos de
especies en fase gaseosa, las mismas son originalmente formadas en una solucion, a
partir de la cual se generan los iones en fase gaseosa mediante una fuente ESI
(seccion 2.2.1). Por este motivo, ademas de los célculos de energias relativas en la

fase gaseosa, se calculé la estabilidad de las distintas especies e isdbmeros en solucién
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considerando el efecto del solvente mediante PCM. EIl objeto de estos célculos es
determinar el efecto del solvente sobre la estabilidad relativa de distintos isomeros, y
en qué medida las estructuras mas estables en solucion son mantenidas en la fase

gaseosa.
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3.1 Introduccion

Las interacciones intermoleculares entre las bases del ADN desempefian un
papel fundamental en la formacion y estabilizacion de la estructura de doble hélice
del ADN. En particular, las interacciones por puente de hidrogeno son responsables
del reconocimiento molecular entre los pares de bases del ADN, por lo que cada una
en su forma candnica interactla especificamente con su base complementaria, de
acuerdo al siguiente esquema: citosina con guanina y adenina con timina (C=G y
A=T), formando pares de bases candnicos, formalmente conocidos como pares de
Watson-Crick (WC)™! (ver Figura 1.4 en capitulo 1).

Como también se explico en el capitulo 1, una década después de que Watson
y Crick (WC) descubrieran la estructura de doble hélice del ADN!™, Hoogsteen
(Hoo)!?! informé una estructura cristalina en la que el par de bases tenia una
geometria diferente de la reportada por WC. EI mismo afio 1963, Lowdin propuso
que una reaccion de transferencia de protones (TP) intra o intermolecular dentro del
par de WC podria dar lugar a mutaciones puntuales por formacion de tautomeros

raros de las bases.!

Las barreras de energia de activacion para los procesos de TP entre las bases
del ADN son del orden de 14-16 kcal/mol.l*! Por Io tanto, a temperatura ambiente,
estos procesos solo pueden ocurrir por efecto tinel. Sin embargo, se ha encontrado
que las barreras de energia para los procesos de TP son fuertemente reducidas por

ionizacion o protonacion del par de bases (ver Figura 1.8b en capitulo 1).14®

La presencia de protones (H") en el medio favorece la protonacion de las bases
del ADN, lo que induce la formacién de pares de bases no canoénicos, responsables
de la estabilizacion de estructuras de orden superior del tipo triplex y C-cuadruplex
(i-motif), conocidas formalmente como plegamientos no canénicos./” En particular,
se ha encontrado que la protonacion de citosina induce la formacion de
apareamientos tipo Hoogsteen!*” e i-motif **! mediados por protén (ver Figura 1.7a 'y
c en capitulo 1). Estas especies protonadas desempefian un papel importante en
muchos procesos biologicos, ya que pueden alterar la estructura de doble hélice
(daplex) del ADN y comprometer las propiedades de reconocimiento molecular,

fundamentales para la estabilidad del codigo genético.™™
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Los apareamientos canonicos de tipo WC son mas estables que los no
candnicos de tipo Hoo a pH fisiologico. Sin embargo, se ha demostrado que bajo
condiciones especificas sus estabilidades pueden ser comparables o incluso

invertidas.[*3

Los triplex estabilizados por apareamientos tipo Hoo estan involucrados en el
desarrollo de enfermedades, como en el caso de la ataxia de Friedreich*® y otras
enfermedades.'”) También se ha demostrado que la formacién de triplex puede
inducir mutaciones en sitios genomicos especificos en células somaticas de ratones

adultos.*®!

Recientemente, se observaron pares de bases tipo Hoo transitorios dentro de la
doble hélice canonica del ADN y especificamente unidos a factores de transcripcién
y sitios dafiados.!*>1%%% Esta observacién abre un nuevo paradigma, pues sugiere que
la doble hélice del ADN también puede codificar pares de bases tipo Hoo transitorios
como una forma de expandir el codigo genético més alla del alcanzado en base al

modelo de pares de bases candnicos propuesto por WC.1: 92

En este contexto, resulta de gran interés el estudio detallado a nivel molecular
de las interacciones intermoleculares involucradas en el proceso de apareamiento
entre las bases del ADN protonadas, con el propdsito de mejorar la comprensién de
la quimica del ADN. Estos estudios a nivel molecular tienen la dificultad de que los
tautémeros raros y los sitios especificos de protonacion dentro de los pares de bases
son dificilmente detectables por la complejidad de los sistemas bioldgicos. En
consecuencia, se requieren experimentos muy sofisticados y que demandan mucho
tiempo para caracterizar estructuralmente estas especies, entre ellos se ha empleado
la cristalografia de rayos X, o experimentos de relajacién nuclear de RMN.™!
Adicionalmente, se han reportado muchos estudios a nivel tedrico, tanto de los
procesos de protonacion de las nucleobases como de la naturaleza de las
interacciones entre las bases protonadas,**%#?2%1 |os cuales requieren datos

experimentales en fase gaseosa para validar su veracidad y universalidad.

Los ultimos avances en espectrometria de masas en tandem (MS/MS) aplicada
a sistemas de interés biolégico!®” y su reciente acoplamiento a la espectroscopia IR y
UV han permitido estudiar pequefios complejos no covalentes de moléculas de

interés bioldgico unidas a protones y/o cationes metalicos.*#3" En este sentido,
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hasta el momento se han caracterizado las cinco bases protonadas de ADNE*2%'y Jos
homodimeros de piridina hemiprotonadal**"*. por otro lado, el acoplamiento de la
espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) con la movilidad ionica diferencial,
que se basa en las diferentes interacciones de los iones con un gas buffer a una
presion cercana a la atmosférica (seccion 2.6.2),% permite la separacion de especies

isoméricas que luego pueden ser investigadas por MS/MS.14!

En este contexto, en el presente capitulo se presentan los resultados de la
aplicacion de una metodologia basada en MS/MS acoplada a espectroscopia DMFIR
para el estudio de los efectos de la protonacion, sobre las propiedades estructurales
del par protonado [CGH]", ya sea en la forma Watson-Crick protonado (WCH)" o

Hoogsteen protonado (HooH™).

Los iones [CGH]" generados mediante ESI se caracterizaron por MS/MS,
espectroscopia de DMFIR y DIMS en complemento con célculos de estructura
electrénica. Los resultados presentados a continuacion demuestran que éste es un
método muy rapido y versatil para clasificar los pares de bases de tipo WCH" y

HooH" y determinar el sitio especifico de protonacion en los heterodimeros.

3.2 Metodologia

3.2.1 Detalles Experimentales

3.2.1.1 Espectrometria de masas en tandem ESI-FT-ICR y Espectroscopia
DMFIR

Todos los reactivos (Sigma-Aldrich) se usaron sin purificacion adicional. Se
prepararon 2 soluciones equimolares de citosina y guanina (400 uM) utilizando una
mezcla de MeOH/H,O milliQ 1:1 como solvente. La primera de las soluciones
(Solucion A) presenté un pH de 5,8; mientras que en el caso de la segunda solucion
(Solucion B), el pH se disminuy6 hasta 3,2 mediante la adicion gota a gota de
CH3;COOH. Las soluciones fueron vaporizadas e ionizadas mediante una fuente ESI
acoplada al espectrémetro de masas hibrido 7T FT-ICR, Bruker Apex Qel*!
disponible en CLIO y modificado para acoplar al FEL como se describié en detalle

en la seccion 2.6.1 del capitulo 2 del presente trabajo de tesis.

75



Capitulo 3

En ambas soluciones el ion [CGH]" (m/z 263,1) fue aislado en la interfaz
cuadrupolar del espectrometro de masas. Posteriormente, los iones fueron
transferidos a una trampa hexapolar, donde se acumularon, termalizaron y en algunos
casos se fragmentaron por CID a 1,0x10 mbar de Ar y 0,5 V. En otros casos, los
iones padres termalizados fueron extraidos hacia la celda de ICR, donde interactdan
con radiacién IR proveniente del FEL (CLIO) y fueron fragmentados por DMFIR
en el intervalo de 1100—1900 cm™, asistida o no por un laser de CO.."® Los
espectros de DMFIR se obtuvieron como la eficiencia de fragmentacion (eff), en

funcion de la frecuencia del laser, calculada de acuerdo con la ecuacion (2.14).

3.2.1.2 Espectrometria de Movilidad I6nica Diferencial (DIMS)-(MS/MS)

La espectrometria de movilidad ionica ha sido empleada para explorar los
diversos isomeros del par [CGH]" y el acoplamiento con la espectrometria de masas
en tandem nos permitio obtener informacion de los patrones de fragmentacién de los
diferentes isdbmeros que se forman en ambas soluciones. Se utiliz6 un espectrémetro
de masas Bruker Esquire 3000+ modificado!*, disponible en CLIO. Las condiciones
experimentales y de funcionamiento fueron descriptas en detalle en la seccion 2.6.2
del capitulo 2. Para la deteccion de los distintos isomeros presentes en las soluciones
Ay B, se barrio el voltaje de compensacion (VC) entre -1y 4 V. Se utiliz6 N, para la
desolvatacion y como gas portador DIMS. El voltaje de dispersion se ajusté a 1800
V. En el caso de los experimentos DIMS-MS/MS (CID), se usé He como gas de

colisién y el voltaje de colision se establecid en 0,2 V.
3.2.2 Detalles Computacionales

Todos los calculos para los diferentes isdbmeros WCH" y HooH" del par
[CGH]" se realizaron a nivel de la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) con el
paquete de programas Gaussian 09 Revisién E. 01*°. La SEP del complejo [CGH]*
se explord a nivel M06-2X utilizando el conjunto de bases 6-311G++(d,p). Todas las
optimizaciones de la geometria se realizaron en SEPs corregidas por el método de
counterpoise®®, ya que para SEP relativamente planas, este método proporciona
parametros geométricos mas precisos Yy, por lo tanto, frecuencias vibracionales mas

realistas.
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Los calculos de los espectros IR monofotdnicos para cada uno de los minimos
locales encontrados en la SEP se realizaron al mismo nivel de teoria. Las frecuencias
vibracionales se corrigieron con un factor de 0,983, recomendado para el nivel de
teorfa empleado.**”! Para una mejor comparacién con los espectros DMFIR, las
frecuencias calculadas fueron convolucionadas con perfiles gaussianos considerando
un ancho de banda de 10 cm™ que corresponde al ancho de banda del IR-FEL en la

region espectral estudiada (1100—1900 cm™).

Las energias libres de Gibbs estandar relativas para los diferentes isomeros
WCH" y HooH" del par protonado [CGH]", incluyendo las correcciones de ZPE se
calcularon a 298 K y con el mismo nivel de teoria. Esta temperatura es comparable a
la alcanzada por los iones en el proceso de termalizacidn por colisiones con Ar en la
trampa hexapolar del 7T FT-ICR!M4348],

Finalmente, el efecto del solvente sobre la estabilidad de los diferentes
isdmeros WCH™ y HooH" del complejo [CGH]" se evaludé mediante el método de
campo de reaccion autoconsistente (SCRF, por sus siglas en inglés). En particular, se
empled el modelo continuo polarizable dieléctrico (D-PCM)*® y agua como

solvente.
3.2.3 Nomenclatura

Tanto C como G pueden existir en diversas formas tautoméricas y por lo tanto
pueden dar lugar a la formacion de multiples estructuras. Ademas, teniendo en
cuenta que tanto G como C presentan varios sitios de protonacion, la diversidad
estructural que se obtiene es mucho mas amplia que en el caso de los pares de bases
neutras. Por lo tanto, a lo largo del capitulo adoptamos una nomenclatura sistematica
y suficientemente explicita, de manera que facilite la interpretacion de la estructura

molecular a partir del nombre asignado para cada isémero.

En el presente capitulo centramos la atencion en las estructuras WCH" y
HooH" (Esquema 3.1) que resultan representativas por sus implicancias a nivel
bioldgico. Sin embargo, es necesario considerar también la formacion de otro tipo de

estructuras a partir de la interaccion entre las bases y H*.
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Esquema 3.1: Estructuras tipo WC (panel izquierdo) y Hoogsteen (panel derecho). En
circulos verdes se muestran los posibles sitios de protonacion del par WC y la posicion del
H* en el par Hoo.

Las bases C y G libres presentan procesos de tautomerizacion alrededor de los
grupos C=0 y NH;, en consecuencia existen principalmente en conformaciones ceto
(K), enol (E), amino (A) e imino (I). La nomenclatura empleada a lo largo del
capitulo contempla las formas tautoméricas de las bases y la posicion donde se ubica
el H en los heteroatomos (103 en Cy 7 09 en G). Por ejemplo, en el Esquema 3.1
la citosina ceto-amino con el H en el N1 se escribe como CKA(1), por su parte la
guanina ceto-amino con el H sobre el N9 se escribe como GKA(9). En el caso de las
bases protonadas, independientemente del sitio de protonacion se mencionan como
[GH]"y [CH]".

Las estructuras tipo WCH® del par [CGH]" presentan varios sitios de
protonacion (sefialados en circulos verdes en el Esquema 3.1). Asi para las
estructuras de tipo WCH™ se indica el 4omo que se encuentra protonado, por
ejemplo, la estructura WCH™ protonada en el N7, N3 u O6 de G se nhombran como
WC N(7)GH*, WC N(3)GH" y WC O(6)GH", respectivamente. Mientras que en los
isdbmeros tipo HooH" sus estructuras difieren Gnicamente en que el H' se ubique
preferentemente sobre el N(3) de C o sobre el N(7) de G dando lugar a las estructuras
Hoo N(3)CH" y Hoo N(7)GH", respectivamente. Finalmente, las estructuras que no
corresponden a las de tipo WCH" 0 HooH™ se nombran de acuerdo a la conformacion

de cada una de las bases y la posicidn que se protona, asi por ejemplo el par formado
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por la interaccién entre GKA(9) y CKA(1) protonada N(3) se nombra como
GKA(9)-CKA(1)N(3)H".

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Espectrometria de masas en tindem MS/MS CID

Se aisld el ion padre [CGH]" de ambas soluciones (A y B), cuyos MS se
muestran en los paneles superiores de la Figura 3.1. Estos iones padres fueron
fragmentados por CID en la trampa hexapolar del FT-ICR y los correspondientes
MS/MS se muestran en los paneles inferiores de la Figura 3.1. Los MS/MS muestran
que en ambas soluciones los iones hijos formados por CID fueron [CH]" y [GH]".
Sin embargo, las intensidades relativas observadas en el patrén de fragmentacion
dependen significativamente de la solucion utilizada para preparar el i6n padre.

[CGH]" aislado [CGH]" [CGH]" aislado [CGHT"
Solucién A Solucion B
pH=5,8 pH=3,2
S S
=) =)
[%2] [%]
(] (]
§ =
E o I o
- |MS/IMSCID [CGH] S MS/MS CID [CGH]
[%2] [%2]
g ; g
£ [GH] £
+
[CH]+ [GH]
[CH]"
1

100 150 200 250 300 100 150 200 250 300
m/z m/z

Figura 3.1: Espectros de masas (MS) del i6n [CGH]" aislado, antes de la
fragmentacion (paneles superiores) producidos a partir de la solucién A (izquierda) y la
solucion B (derecha), y después de la fragmentacién por CID en la trampa hexapolar

(paneles inferiores).
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Se observa que para la solucion A (pH = 5,8), la fragmentacion del ién padre
[CGH]" conduce principalmente al fragmento m/z 152 correspondiente a [GH]"
(89,2%), con una pequefia contribucion del fragmento m/z 112 correspondiente a
[CH]" (10,8%) (panel inferior izquierdo Figura 3.1), mientras que en el caso de la
solucion B (pH = 3,2), ambos fragmentos m/z 152 [GH]" y m/z 112 [CH]" se
detectaron a intensidades similares; [GH]" (47%) y [CH]" (53%) (panel inferior
derecho Figura 3.1). Los diferentes patrones de fragmentacion observados sugieren
que pueden existir diferentes isomeros en cada solucion y que su poblacién relativa

depende del pH.

3.3.2 Espectrometria de Movilidad I6nica Diferencial (DIMS-MS/MS)

Con el propdsito de evaluar esta hipotesis, se realizaron experimentos de DIMS
para separar los isdmeros del ion [CGH]" (m/z 263,1) y posteriormente caracterizar
los patrones de fragmentacion especificos de cada isomero, mediante espectrometria

de masas en tandem (MS/MS), para las soluciones A y B.

Los espectros DIMS registrados para las soluciones A y B se muestran en la
Figura 3.2. En el panel a, se observa la intensidad del ion padre [CGH]* m/z 263,1 en
funcién del Voltaje de Compensacion (VC). Los datos experimentales fueron
ajustados a funciones gaussianas para una mejor visualizacién de los resultados. Para
ambas soluciones, se observan dos picos centrados a VC1 = (0,76 £ 0,07)V y
VC2=(1,92 £ 0,07)V.

Los espectros DIMS mostrados en la Figura 3.2.a proporcionan evidencia de la
formacion de una mezcla de dos isémeros de [CGH]" que coexisten en ambas
soluciones, denominados isomero 1 (VC1 = 0,76 V) e isémero 2 (VC2 = 1,92 V),
producidos en proporciones significativamente diferentes y dependientes del pH de
la solucion de partida. Para la solucion A, las poblaciones relativas de los isomeros 1
y 2 fueron (10 £ 5) % y (90 £ 5) %, respectivamente; mientras que en la solucion B

estas poblaciones fueron (70 £ 5) % y (30 = 5) %, respectivamente (Tabla 3.1).
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a) Sin CID, iones padre.(m/z 263,1)
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" b) Soluciéon A. Con CID, iones hijos

o [GH].
a [CH]

3
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o
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* [GH]'
4 [CH]'
10 +
O -
-1 0 1 2 3 4

(VC) Voltaje de compensacion (V)

Figura 3.2: a) Espectros DIMS del i6n padre [CGH]" (m/z 263,1) generado a partir de
la solucién A (cuadrados abiertos azules) y la solucién B (circulos rellenos de color rojo). b)
y ¢) espectros DIMS-MS/MS generados a partir de CID del i6n padre [CGH]* con un voltaje
de colisién 0,2 V y He como gas buffer producidos a partir de la solucion A (pH=5,8) y la
solucion B (pH = 3,2), respectivamente. Los simbolos ¢ y A corresponden a los fragmentos
[GH]" y [CH]" para la solucién A, asu vez ¢ y A representan los iones hijos [GH]" y [CH]"

para la solucion B.

En los paneles b y ¢ de la Figura 3.2 se muestran los espectros DIMS-MS/MS
determinados siguiendo la intensidad de los iones hijos obtenidos por CID, para las
soluciones Ay B, respectivamente. Los rendimientos de fragmentacion reportados en
la Tabla 3.1 son los promedios de ambas soluciones a cada VC. En los dos casos se
seleccionaron en masa los iones [CGH]" de m/z 263,1 y se fragmentaron por CID.

Para el isdbmero 2 que aparece a un VC2 = 1,92 V se observan los fragmentos de
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[GH]® y [CH]" con contribuciones relativas de (91 + 3) % y (9 = 3) %,
respectivamente. Mientras que para el isomero 1 que aparece a VC1 = 0,76 V, se
observan los mismos dos fragmentos de [GH]" y [CH]" pero con contribuciones

relativas de (34 +2) % y (66 * 2) %, respectivamente.

Tabla 3.1. Poblaciones relativas (P.R.) de los isomeros 1 y 2 obtenidas por
DIMS para las soluciones A y B, junto a las contribuciones relativas de los
fragmentos de [CH]" y [GH]" para cada isdmero obtenidas por DIMS-MS/MS.

Solucion A Solucién B Fragmentos

P.R. (ua.) P.R. (ua.) [CH]" (ua) [GH] (ua.)
Isbmero 1 0,10 0,70 0,66 0,34
Isbmero 2 0,90 0,30 0,09 0,91

Los espectros DIMS-MS/MS (CID) que se muestran en los paneles b y ¢ de la
Figura 3.2 proporcionan evidencia de los diferentes patrones de fragmentacion, que
presentan estos dos isomeros. En efecto, el isomero 2 (VC2 = 1,92 V) es el méas
abundante en la solucion A (90 %), y a su vez fragmenta principalmente a [GH]"
(91 %). En contraste, el isomero 1 (VC1 = 0,76 V) es el mas abundante (70 %) bajo
condiciones mas acidas como en el caso de la solucion B (pH = 3, 2) y por su parte,

este isomero fragmenta principalmente a [CH]" (66 %).

Por lo tanto, las contribuciones totales de los fragmentos [GH]" y [CH]" a los
espectros de MS/MS del i6n padre [CGH]" obtenido a partir de las soluciones Ay B
sin seleccion DIMS (Figura 3.2a), vienen dadas por la contribucion parcial de ambos

isdbmeros a cada fragmento, de acuerdo a las ecuaciones:

[CH],tei(A) = [CH*]; x (P.R.),+ [CH*], x (P.R.), (3.1)
[GH]},qu(A) = [GH*]; x (P.R.);+ [GH*], x (P.R.), (3.2)
[CH]},te:(B) = [CH*]; x (P.R.);+ [CH*], x (P.R.), (3.3)
[GH]},qu(B) = [GH]; x (P.R.);+ [GH*], x (P.R.), (3.4)

Considerando la solucion A, las contribuciones totales de [GH]" y [CH]" son

(85+9) %y (15 £ 7) %, respectivamente. De la misma manera, las contribuciones
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totales de [GH]" y [CH]" en la solucién B, son (51 + 8) % y (49 + 5) %,

respectivamente

3.3.3 Espectroscopia DMFIR de las soluciones Ay B

Para obtener mayor informacion a nivel estructural y asignar las
correspondientes estructuras de los isomeros 1 y 2, cuya poblacion depende del pH,
registramos los espectros DMFIR del i6n padre [CGH]" (m/z 263,1), aislado a partir
de las soluciones A 'y B en el espectrometro de masas 7T FT-ICR.

La fragmentacion del ion [CGH] después de la irradiacion con fotones IR-FEL,
conduce principalmente a los fragmentos de [GH]" y [CH]" (Figura 3.3), con los

mismos rendimientos que la fragmentacion por CID.

[CGH] " aislado [CGH]™ [CGH]" aislado [cGHIt
Solucién A Solucién B
pH=58 pH=3,2
i <
= <
[%2]
:
= S
§ _I. T = 1 T + g T T T
'3 | MS/MS DMIR (1600-1730 cm™)  [CGH] S |MS/MS DMIR (1600-1730 cm ™) "
z % [CGH]
£ 3
= I
+ + +
[GH] [cH]" [GH]
[CH]"
1 I A (1

100 150 200 250 300 100 150 200 250 300
m/z m/z

Figura 3.3: Espectro MS/MS del par [CGH]" aislado, antes de la fragmentacion
(paneles superiores) producido a partir de la solucion A (izquierda) y la solucién B (derecha) y
después de la fragmentacion por DMFIR integrados en el intervalo espectral 1600—1730 cm™

(paneles inferiores).
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Los espectros DMFIR para las soluciones A y B se obtuvieron de acuerdo a la
ecuacion (2.14), considerando los dos canales de fragmentacion observados, es decir,
la perdida C y/o G neutra, evidenciada por la deteccion de los fragmentos de [GH]" y
[CHI

En la Figura 3.4 se muestran los espectros DMFIR registrados entre
1100—1900 cm™ para las soluciones A y B. En los espectros se observan
caracteristicas espectrales notablemente diferentes, lo cual indica que a pesar de la
coexistencia de ambos isdbmeros en las dos soluciones, sobresalen caracteristicas
espectrales del idn mas abundante en cada una.

Solucién A Solucion B
pH=58 pH=32

Intensidad (u. a.)
Intensidad (u. a.)

=

1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 1100 1200 1300 1400 1500 1600_1700 1800 1900
N(imero de onda (cm™) Namero de onda (cm )

Figura 3.4: Espectros DMFIR de las soluciones A (lado izquierdo) y B (lado derecho)
entre 1100—1900 cm™. Los espectros de las soluciones A y B (negro) fueron irradiados con
fotones IR del FEL por 250 ms. El espectro que se muestra en rojo (panel izquierdo) se

registré con 500 ms de irradiacion.

Resultan particularmente notables las diferencias observadas en las regiones
comprendidas entre 1600—1700 cm™, donde se esperan las frecuencias de los modos
de flexion del grupo NH; y de estiramiento de los enlaces C—N y por encima de
1700 cm™, donde se espera la absorcién de los modos correspondientes a los
estiramientos de los enlaces C=0 de G y C. La asignacion de las estructuras para los
isdmeros mayoritarios presentes en las soluciones A y B se basa en la comparacion

del espectro DMFIR con los espectros de absorcion IR monofotonica de todas las
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posibles estructuras que pueden surgir del par protonado [CGH]", principalmente los

pares de bases candnicos WCH™ y no candnicos HooH".

3.3.4 Resultados teoricos y asignacion estructural

La diversidad estructural que presentan las bases que conforman el par
protonado [CGH]" es muy amplia. En ese sentido, se ha encontrado mediante

estudios experimentales y teéricos*>®

que la citosina neutra existe principalmente
en 4 formas tautoméricas que dan lugar a 6 estructuras de minima energia,®*°% entre
las cuales las estructuras CKA(1) y CEA anti, coexisten en fase gaseosa y en
solucion. Por su parte, la guanina puede existir en maltiples configuraciones, de
acuerdo con la tautomerizacion en los grupos ceto y amino, y se han encontrado 8
estructuras de minima energia por debajo de 7 kcal/mol,*%*" entre las cuales,
GKA(9), GKA(7) y GEA(9) se encuentran practicamente degeneradas en energia en
fase gaseosa, por lo que se pueden encontrar poblaciones significativas de estos

isdbmeros en fase gaseosa.

Ademaés, si consideramos que la protonacion de las bases puede ocurrir en
multiples sitios de C y G, la complejidad estructural que se obtiene es muy amplia.
Asi, los tautémeros mas abundantes de [CH]" corresponden a las estructuras KA y
EA protonadas en N(3),®%% mientras que para [GH]" los tautémeros mas
abundantes corresponden a las estructuras KA (GKA(9)) protonadas en N(7)®% (ver
detalles de numeracién y nomenclatura en Seccion 3.2.3 del presente capitulo). En
ese sentido, realizamos los calculos para todas las posibles estructuras que puede
adoptar el ion [CGH]®. En la Tabla 3.2 presentamos los resultados para las
estructuras con energias relativas por debajo de 12 kcal/mol, en fase gaseosa y en
fase acuosa. Las demas estructuras no fueron tenidas en cuenta en este estudio para la
asignacion estructural porque se encuentran muy por encima del minimo global de

energia.

Los isdmeros méas estables del par protonado [CGH]", corresponden a las
estructuras tipo HooH™: HooN(3)CH" y Hoo N(7)GH®. Mientras que el segundo
minimo local corresponde a una estructura tipo WCH™ protonada en N(7) de GKA(9)
gue se encuentra a 5,68 y 2,82 kcal/mol por encima del minimo global en fase

gaseosa Yy en solucidn acuosa, respectivamente. Como se esperaba, el par de bases
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WC se protona preferentemente en el N(7) de G, que presenta una mayor afinidad
protonica que la C en los sitios de protonacién disponibles dentro del par WC.

Tabla 3.2. Energias relativas (EE), con correccion por la energia del punto
cero (EE+ZPE) y energias libres de Gibbs estandar relativas calculadas a 298 K
(AG 2sx) en fase gaseosa y la correccion de las energfas relativas considerando el
efecto del solvente , a nivel M06-2X/6-311G++ (d,p)

Fase gaseosa D-PCM (agua)
Estructura EE+ZPE AG®98x P.R EE+ZPE AG®98x P.R
(kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol)  (kcal/mol)

“ﬁ:f) :{IEI,‘ 0 0 1 0 0 1

Hoo N(3)CH*

4
*jf_- "i 1,95 1,88 0,04 2,09 1,65 0,06
']
¢ 2

Hoo N(7)GH"

*} e 568 596  425x10° 2,82 437 623x10*
. J.*‘;f,
J

WC N(7)GH*

(* , 6,45 6,88 8,99x10°® 5,18 4,88  2,62x10*
1"7
P

? J

GKA(9)-CKA(1)
NE)H*

*} ,(1 10,73 1002  447x10° 11,97 12,44 7,51x10%
. {{I

WC O(6)GH"

X
g}' .IX_I' 11,39 10,95  9,30x10° 7,80 8,30  8,17x10”
i
Fl
) J
]

GKA(9)N(7)H*-
CKA(1)
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En adelante nos centraremos en los isdémeros Hoo N(3)CH", Hoo N(7)GH" y
WC N(7)GH® (Figura 3.5), que ademas de ser los mas estables, representan
estructuras de gran relevancia a nivel bioldgico, los demas isdmeros WCH™ se
encuentran muy por encima del minimo global, por lo que la poblacion de estos
isbmeros se espera que sea muy baja. Sin embargo, fueron también considerados

para la asignacion estructural.

238
MR
WC N(7)GH*

9 ]

- -{ —
L] *if: f;:‘:v HooN(7)GH*

HooN(3)CH*

($)]
1 1

EE+ZPE (kcal/mol)
N w N

Figura 3.5: Estructuras mas estables del par protonado de [CGH]" HooH" y WCH" en
fase gaseosa, calculadas a nivel M06-2X/6-311G++ (d,p). Las marcas verdes indican la

posicion del H'.

Los espectros DMFIR de los iones [CGH]" producidos a partir de las
soluciones A 'y B se muestran en la Figura 3.6, junto con los espectros de absorcién
IR monofotonica simulados para los isomeros mas estables considerados en este
estudio (Figura 3.5).

Los espectros vibracionales IR calculados para los isémeros Hoo N(3)CH",
Hoo N(7)GH" y WC N(7)GH" estan en muy buena concordancia con estudios
tedricos previamente reportados por otros grupos.™®?! Se observan tres regiones de
los espectros vibracionales IR de especial interés para la discusion, las cuales se
encuentran resaltadas en barras de colores trasldcidos en la Figura 3.6. La region de
los modos de estiramiento del enlace C=0 (1700—1900 cm™) presenta caracteristicas

espectrales diferentes para los iones [CGH]" producidos a partir de las soluciones A
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y B, por lo que es considerada una region diagnostico del tipo de isdbmero presente en
la fase gaseosa.

Solucion A Solucion B
pH=5,8 pH=3,2
WCN@)GH™ HooN(3)CH"

< )
2 2
ko) 1 ] | || t o) i : 1 | |
S Noedt S NGt
= |Hoo N(7)GH = |Hoo N(7)GH
c c
[<5] [<5]
E E

T T ' v + T T —

+

I il l L 1 | |I
1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900
Ntmero de onda (cm™) Ntmero de onda (cm™)

Figura 3.6: Espectros DMFIR del i6n padre [CGH]" (m/z 263,1) (paneles superiores)
producidos a partir de irradiacién de la solucién A (izquierda) y la solucién B (derecha) con
la radicacion IR-FEL por un periodo de 250 ms. El espectro en la linea rosa (panel superior
izquierdo) se registr6 con un tiempo de irradiacion de IR-FEL de 500 ms. Los paneles
inferiores muestran los espectros vibracionales calculados a nivel M06-2X/6-311G++ (d,p)
para los isomeros mas estables: el isomero WC N(7)GH" (azul) y los isomeros de Hoo
N(3)CH" (rojo) y Hoo N(7)GH" (verde).

El espectro IR asociado con el ion [CGH]" obtenido a partir de la solucion A
presenta una banda a 1786 cm™ que es asignada al modo de estiramiento del enlace
C=0 de [GH]" en el isémero WC N(7)GH" (calculada a 1784 cm™). En el caso de la

solucién B, la banda centrada en 1848 cm™ es asignada al modo de estiramiento del
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enlace C=0 de [CH]" en el isémero Hoo N(3)CH" (calculada a 1850 cm™), que a su
vez es el Unico de los tres isomeros con una banda de absorcion IR predicha entre
1800—1900 cm™. La banda fuerte que se observa a 1743 cm™ en el espectro DMFIR
del i6n [CGH]" obtenido a partir de la solucion B, también podria asignarse a una
banda de absorcién IR del isémero Hoo N(3)CH' calculada en 1753 cm™,

correspondiente al modo de estiramiento del enlace C=0 de G.

Cabe sefialar, sin embargo, que la contribucion de otros isdbmeros al espectro
DMFIR de la solucion B no se puede excluir. Por ejemplo, el isomero Hoo N(7)GH"
presenta una banda calculada a 1748 cm™ (modo de estiramiento del enlace C=0 de
C) que también podria contribuir a la fuerte banda que se observa en el espectro
DMFIR a 1743 cm™. Ademas, esta banda es asimétrica, y presenta dos hombros
desplazados hacia el azul entre 1786-1797 cm™ que podrian asignarse al modo de
estiramiento C=0 de [GH]" en el isémero Hoo N(7)GH" (calculada a 1790 cm™) y/o
al modo de estiramiento C=0 de [GH]" (calculada a 1784 cm™) para el isémero WC
N(7)GH".

Las asignaciones espectrales en la regién de los modos de flexion del grupo
amino NH, y de estiramiento del enlace C—N del anillo piridinico (1600-1700 cm™)
son consistentes con las asignaciones en la region de los modos de estiramiento C=0.
En el caso del espectro DMFIR, obtenido a partir de la solucion A, la banda intensa
observada a 1687 cm™ coincide muy bien con la banda del isémero WC N(7)GH",
calculada a 1692 cm™. En el caso del espectro DMFIR, obtenido a partir de la
solucién B, se observa un pico doble a 1658 cm™ y 1614 cm™, que podrian asignarse
a los modos de flexion del grupo NH, calculados a 1662 cm™ y 1663 cm™ para los
isdbmeros Hoo N(3)CH™ y Hoo N(7)GH", respectivamente, confirmando la presencia

de estas estructuras en la solucién B.

En la Figura 3.7 se presenta la comparacion del espectro DMFIR con los
espectros vibracionales IR calculados para los demas isdbmeros que se muestran en la
Tabla 3.2, lo que nos permitio descartar la presencia de poblaciones relevantes de
estos isomeros en las soluciones A y B. Por un lado, las estructuras WC O(6)GH" y
GKA(9)N(7)H-CKA(1) presentan energias libres de Gibbs estandar relativas muy
por encima del minimo global, por lo que la poblacién relativa de estos isomeros,
suponiendo una distribucion de Maxwell-Boltzman, es muy baja. Por su parte, la
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estructura GKA(9)-CKA(1)N(3)H" a pesar de presentar una energia relativa
comparable con la estructura WC N(7)GH", a pH alto (Solucion A) no se forma una
poblacién significativa de este isomero, pues la formacion de esta estructura implica
la protonacion inicial de C, por lo que se esperaria a pH acido, donde compite con los
procesos de formacion de las estructuras HooH™ que se ven ampliamente favorecidas

luego de la protonacion de la nucleobase, como se discutird mas adelante.

Solucién A Solucion B
pH=5,83 pH=3,2
GKA(9)-CKALNG)H" GKA(9)-CKALNG)H"
- 5
3 <)
-8 e il | M || i |_| ||| . g il | ||_I . |_| ||| .
© + © +
'3 |WC O(6)GH ‘s [WC O(6)GH
(3 o
= =

GKA(QN(T)H'-CKA(L) GKAQN(T)H'-CKA(L)

Ml

1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900
NUmero de onda (cm™ ) Nimero de onda (cm’ )

Figura 3.7: Espectros DMFIR del i6n padre [CGH]" (m/z 263,1) (paneles superiores)
producidos a partir de irradiacion de la solucién A (izquierda) y la solucién B (derecha) con
la radicacion IR-FEL por un periodo de 250 ms. El espectro en la linea rosa (panel superior
izquierdo) se registr6 con un tiempo de irradiacion de IR-FEL de 500 ms. Los paneles
inferiores muestran los espectros vibracionales calculados a nivel M06-2X/6-311G++(d,p)
GKA(9)-CKA(1)N(3)H" (azul), WC O(6)GH" (verde) y GKA(9)N(7)H"-CKA(1) (rojo)
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Por otro lado, no se encuentra un buen acuerdo entre los espectros IR
calculados para estos isomeros y los espectros DMFIR experimentales obtenidos a
partir de las soluciones A y B, como se muestra en la Figura 3.7. Particularmente las
bandas de diagnéstico para las soluciones A y B observadas a 1786 y 1848 cm™,
respectivamente, no se ajustan muy bien con la banda calculada a 1864 cm™para el
isdbmero GKA(9)-CKA(1)N(3)H". En consecuencia, el analisis termodinamico y
estructural nos permitio descartar la presencia de una poblacion significativa de las
estructuras GKA(9)-CKA(1) N(3)H*, WC O(6)GH™ y GKA(9)N(7)H*-CKA(1) en

las soluciones Ay B.

Finalmente, el espectro DMFIR del ion [CGH]" producido a partir de la
solucién B muestra un doble pico en la region de bajas frecuencias. El pico que se
observa a 1182 cm™ se correlaciona con el pico calculado a 1194 cm™ para el
isémero Hoo N(3)CH*, mientras que el pico més intenso observado a 1217 cm™
puede ser asignado a la suma de los modos vibracionales calculados a 1220 cm™ para
el isémero Hoo N(3)CH* y a 1214 cm™ para el isémero Hoo N(7)GH" (Figura 3.6).

La espectroscopia DMFIR en el intervalo de 1100—1900 cm™, en complemento
con célculos de estructura electrénica permitié realizar la asignacion estructural de
los dos isdmeros identificados por DIMS. Una estructura tipo WCH®, mas
precisamente WC N(7)GH" fue asignada al isémero 1 del ion [CGH]" que se forma
preferentemente en la solucion A (pH = 5,8). En el caso del isomero 2, que se forma
preferentemente en la solucion B (pH = 3,2), el analisis anterior sugiere que se deben
considerar las dos estructuras tipo HooH®, con el H* unido a N(3)C o N(7)G. Sin
embargo, esto contrasta con el consenso general respecto a la estructura del par de

bases HooH" que ubican al H* exclusivamente sobre el N(3)C.

En este caso, se considera que los dos isdmeros HooH™ coexisten en un doble
pozo de energia potencial y se encuentran acoplados entre ellos por el movimiento
del H” a lo largo de la coordenada N(7)G—H"—N(3)C como se muestra en la Figura
3.8. Las frecuencias para el movimiento del H* entre ambas bases (coordenada de
reaccion) son 2526 cm™ y 2008 cm™ para los isémeros Hoo N(3)CH* y Hoo
N(7)GH", respectivamente. Estas dos estructuras se encuentran conectadas a través
de wuna barrera de minima energia de 2,96 kcal/mol, calculada a nivel
MO06-2X/6-311G++(d,p). La ZPE a lo largo de la coordenada para la transferencia de
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H" entre las bases se calcula como 1/2 hv, donde v es la frecuencia a lo largo de
dicha coordenada. Considerando las frecuencias mencionadas anteriormente, la ZPE
se ubica a 0,66 kcal/mol por encima de la barrera de energia para la transferencia de
proton (TP), como se muestra en la Figura 3.8. Por lo tanto, ya que el estado
vibracional fundamental para esta coordenada se encuentra por encima de la barrera
de energia, la funcién de onda correspondiente a este estado se encuentra
deslocalizada sobre ambos minimos, indicando que ambos isémeros HooH*
coexisten en su estado fundamental, independientemente de la temperatura del

sistema.

N(7)GesH esN(3)C

Figura 3.8: Superficie de energia potencial esquematica a lo largo de la coordenada
de reaccion para la transferencia de proton (TP) entre las bases dentro del isdémero HooH".
La linea roja horizontal indica el estado vibracional fundamental correspondiente a la ZPE a

lo largo de la coordenada de reaccion, calculada a nivel M06-2X//6-311G ++ (d, p).

Por su parte el isomero WC N(7)GH" presenta una barrera de energia de 5,8
kcal/mol para la transferencia de H* desde el N(1)G hacia el N(3)C calculada a nivel
MO06-2X/6-311G++(d,p) (Figura 3.9). Sin embargo, a diferencia de lo que se observa
para los pares de bases tipo HooH" la ZPE en la coordenada de reaccion se encuentra

por debajo de la barrera de energia, por lo que el H no se mueve libremente entre las
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bases y permanece unido preferentemente a G. En consecuencia, a la temperatura a la
que se realizan los experimentos no se espera la coexistencia de distintos isémeros
WCH".

] WC N(Z)SH+
-1 _- }’&J §f<,

N(7)GeeH"+aN(3)C

Figura 3.9: Superficie de energia potencial esquematica a lo largo de la coordenada
de reaccion para la transferencia de proton (TP) entre las bases dentro del isdémero WCH'. La
linea roja horizontal indica el estado vibracional fundamental correspondiente a la ZPE a lo

largo de la coordenada de reaccidn, calculada a nivel M06-2X//6-311G ++ (d, p).

En resumen, los resultados de DMFIR y DIMS proporcionan evidencia de un
cambio en la poblacion de isomeros del par protonado [CGH]" en fase gaseosa con el
cambio del pH de las soluciones a partir de las cuales se los genera. A pH = 5,8
(solucion A), la especie mas abundante es un isdmero WCH™ mientras que a un
pH = 3,2 (solucién B), los isdmeros tipo HooH" son los dominantes. Por lo tanto, nos
permite sugerir que la poblacion de isomeros WCH"™ y HooH" observada en la fase
gaseosa, representa la poblacién de isomeros que se forma en solucion, lo que indica
que estas estructuras se mantienen durante la vaporizacion del solvente en la fuente
de ionizacion suave (ESI), lo cual ha sido también informado para otros sistemas

como los complejos de Timidina-Na [ThdNa]*.1*!
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Considerando que los isomeros HooH™ son termodindmicamente mas estables
que el isomero WCH", tanto en fase gaseosa como en solucion (Tabla 3.2), de
acuerdo a los célculos de estructura electronica resulta dificil entender que partiendo
de una solucion a pH= 5,8 se forme preferentemente el segundo de ellos. Sin
embargo, se sabe que la formacion de los pares tipo HooH™ requiere la protonacion
de una de las dos bases, bien sea en el N(3) de C (pKa = 4,5) o en el N(7) de G
(pKa = 3,3).1°%

En la Figura 3.10 se muestra la distribucion de especies (C, G, CH" y GH")
calculada para una solucién de citosina 400 uM y guanina 400 uM en funcién del
pH. A partir de este grafico se observa que en la solucion A (pH = 5,8) predominan
las bases C y G neutras, por lo cual preferentemente se forma el par WC neutro y la
formacion del par tipo HooH" no compite eficientemente debido a la baja

concentracion de bases protonadas a este pH.

400 4
350 -
300 -
250 -
% 200 -
150 -
100 -

50 -

Figura 3.10: Distribucion de especies [C] (rojo), [G] (verde), [CH]" (negro) y [GH]"
(azul), calculadas a partir de los pKa de las nucleobases informados en la referencia [60] con

el programa kintekus [67].

Asi la estructura WC se mantiene durante el proceso de vaporizacion por ESI,

y gracias a la concentracion de protones que provienen de la mezcla MeOH/H,0
94



Caracterizacion estructural del par de bases (Citosina-Guanina)H"
aislado en fase gaseosa

probablemente se protona en la posicion disponible del dimero con mayor afinidad
protonica (N(7)G) (ver Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Afinidades protonicas de las bases C y G y del par WC, calculado a
nivel MO06-2X//6-311G++(d,p). En circulos verdes se sefialan los sitios de

protonacion.

Estructuras Afinidad
Protonica
(kcal/mol)
A
228,42
9
CKA(1)
ﬁf 229 5°
GKA(9)
X‘J:i A'f 2420
WC N(7)G
ﬁi "T{J 230,3
WC N(3)G
pags
s
WC O(6)G

® Datos obtenidos de la referencia [62].

Luego, tras la fragmentacion por CID o DMFIR del isomero 1 (WC N(7)GH"),
obtenido preferentemente en la solucion A, el fragmento mas abundante observado
es [GH]" (91 + 3) % (Figuras. 3.1 y 3.3), ya que la fragmentacion para producir
[CH]" requiere de un proceso de transferencia de H* y/o una isomerizacion previa a

uno de los isdmeros de HooH®™. Esta isomerizacion implica un reordenamiento
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nuclear muy grande que incluye la disociacion de dos enlaces H del isémero WC
N(7)GH" y la rotacion del resto de [GH]" para obtener el isomero Hoo N(7)GH",
proceso que esta desfavorecido entrépicamente. Se han llevado a cabo experimentos
utilizando irradiacion con el IR-FEL a plena potencia e irradiacion simultanea con el
laser de CO,, pero no se observaron cambios en el patron de fragmentacién. Por lo
tanto, parece que la velocidad de isomerizacion es més lenta que la velocidad de
disociacion directa a [GH]", que implica simplemente una ruptura del enlace y como

consecuencia, el fragmento [CH]" se observa con solo (9 + 3) % de rendimiento.

En la solucion B (pH = 3,2), la concentracion de H* conduce a la protonacion
de N(3)C (pKa = 4,5) y N(7)G (pKa = 3,3)!"! como se muestra en la Figura 3.10.
Bajo estas condiciones se favorece la formacion de los isémeros tipo HooH" que son
termodinamicamente mas estables que el isomero WCH®. En consecuencia, se
convierten en las estructuras mas pobladas en la solucion B. Nuestros resultados son

consistentes con reportes anteriorest****!

que sugieren que a pH acido se forman
estructuras de orden superior en el ADN (triplex), estabilizadas por pares de bases de
tipo Hoogsteen. La estructura tipo HooH® se mantiene durante el proceso de
vaporizacion por ESI y la presencia de los dos isomeros Hoo N(3)CH" y Hoo
N(7)GH", es evidenciada por las caracteristicas espectrales en las que se observan
bandas IR diagndsticas de ambos isdmeros en el espectro de DMFIR. Ademas, la
ZPE a lo largo de la coordenada de reaccion para la transferencia de H" entre C y G
se ubica por encima de la barrera de energia para este proceso, lo que garantiza que

ambos isomeros coexistan en el estado fundamental (Figura 3.8).

Finalmente, aunque el patron de fragmentacion (MS/MS) de la solucion B
muestra las mismas intensidades de los iones hijos [GH]" y [CH], los experimentos
MS/MS-CID con seleccidn de isomeros por medio de DIMS indican que en el caso
de los isémeros HooH", el fragmento [CH]" es dos veces mas abundante que el
fragmento [GH]" (Figura 3.2). Esto es contraintuitivo ya que la afinidad protonica de
N(7)GKA(9) (229,46 kcal/mol) es mayor que la afinidad proténica de N(3)CKA(1)
(228,36 kcal/mol) (Tabla 3.3).°? Sin embargo, este patrén de disociacion anémalo

ya ha sido observado previamente %%

, sugiriendo que el método cinético de
Cook’s'®*®® para determinar la afinidad protonica de C y G no es adecuado para este

tipo de sistemas.
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3.4 Conclusiones

En este capitulo se mostraron los resultados de la caracterizacion estructural
del par de bases protonado [CGH]" mediante MS/MS acoplado a CID, DIMS vy
DMFIR en complemento con calculos de estructura electronica a nivel DFT. Las

principales conclusiones obtenidas a partir de estos resultados son:

1. Los is6meros del par de bases protonado [CGH]®, WC N(7)GH® o
Hoo N(3)CH" y Hoo N(7)GH" pueden prepararse preferencialmente en las
soluciones de distintos pHs y aislarse en fase gaseosa mediante DIMS, ya que
su estructura se conserva durante el proceso de vaporizacion por ESI. Esto
puede ser relevante para el estudio experimental de la estructura y las
reacciones de TP dentro de los pares de bases, relevantes en mutaciones

puntuales del ADN como lo sugirié Lowdin en 1963,

2. Los patrones DIMS-MS/MS (CID) y las huellas dactilares DMFIR de cada
isdbmero permiten su asignacién inequivoca. Se espera que esto sea aplicable
como una metodologia facil y versatil basada en espectrometria de masas en
tandem (MS/MS) en complemento con espectroscopia DMFIR para
determinar la existencia de pares de HooH™ asociados a enfermedades y

mutaciones, en muestras reales.

3. Ladinamica detallada que rige los procesos de transferencia de protones debe
considerarse cuidadosamente en la aplicacion del método cinético de Cook’s

para la determinacién de las afinidades protdnicas de estas bases.

4. Se encontr6 que la presencia de una alta concentracion de protones favorece
la formacion y estabilizacion de pares de bases no-candnicos de tipo HooH"
involucrados en la formacion de estructuras orden superior en el ADN.
Ademas, se encontrd que las estructuras Hoo N(3)CH®" y Hoo N(7)GH"

coexisten en fase gaseosa y en solucion.
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Caracterizacion estructural de los complejos [Guanina] Ag” y
[Citosina-+Guanina] Ag" aislados en fase gaseosa

4.1 Introduccion

La guanina (G) puede formar estructuras de orden superior en el ADN a partir
de las interacciones por puente de hidrdgeno e interacciones con cationes metalicos,
gracias a las caracteristicas estructurales que le confieren los dos grupos donores
(N1H, N9H y NH,) y aceptores (N7, N3 y C=0) de hidrogeno (Esquema 4.1).! En
consecuencia, se ha encontrado que la G interactda de forma especifica con cationes
(metalicos y H"), lo que favorece la formacion de pares de bases no canonicos,

responsables de estabilizar plegamientos no candnicos en el ADN, como los

triplex!® y G-cuadruplex®™ (Figura 1.7 en capitulo 1).

S0

NH
8</|\?7 I\Slj\ /

NH,
1 1

Esquema 4.1: Estructura y numeracion de la guanina en su forma canénica GKA(9),
las flechas rojas y verdes indican los sitios de interaccion por puente de hidrogeno. Las
flechas verdes indican los grupos donores de H, mientras que las flechas rojas indican los

grupos aceptores de H.

Los triplex de ADN estabilizados por cationes metalicos han despertado
recientemente el interés de la comunidad cientifica, ya que presentan prominentes
aplicaciones en el campo de la nanotecnologial®® y la biomedicina,***! gracias a sus
propiedades de reconocimiento molecular. Los triplex de ADN son frecuentemente
empleados en el disefio de sistemas para el etiquetado de secuencias especificas, la
regulacion de la expresion génica y la construccion de nanoestructuras basadas en
esta macromolécula. Mas interesante ain, se ha encontrado que la limitacion
intrinseca de la dependencia del pH™*®! que presentan los triplex formados por C y
G puede ser superada en presencia de Ag" (Figura 4.1),>™ que resulta
singularmente interesante ya que este cation se une especificamente a las bases del

ADN vy le confiere propiedades fotofisicas particulares.
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Figura 4.1: Representacion de un triplex estabilizado por Ag®*. Imagen tomada de la
referencia [5].

En ese sentido, el estudio detallado a nivel molecular de la naturaleza de la
interaccion entre C, G y Ag" es de gran interés, ya que permite comprender los
factores que favorecen la formacion de pares de bases de tipo Hoo mediados por
metal, responsables de estabilizar los triplex de C y G en condiciones de pH
fisioldgico.

En primer lugar, las propiedades estructurales y fotofisicas de C neutra han
[15,16] y

teéricos, "8 a partir de los cuales se ha demostrado que en fase gaseosa esta

sido ampliamente caracterizadas mediante estudios experimentales

molécula puede existir como una combinacion de formas ceto-amino (KA) y enol-
amino (EA) en equilibrio tautomérico. Por su parte, la G presenta una gran
diversidad estructural,[*® principalmente se han encontrado poblaciones significativas
de los tautomeros ceto-amino (KA(9) y KA(7)) y los rotdmeros (anti o syn) enol-
amino (EA(9)).12624

A pesar de que es posible encontrar una gran variedad de tautémeros de las
bases,!*®! los estudios experimentales y tedricos sugieren que los cationes interactian
principalmente con las bases en su forma canonica. Para la C, se ha reportado que los
cationes alcalinos®?® interacttian principalmente en N3, mientras que para la Ag*?”
y Cu'®® se ha encontrado que ademas interacttia parcialmente con el grupo C=0
formando estructuras bidentadas entre el N3 y O de CKA(1l). Ademas, la
caracterizacion estructural de los complejos [C2Ag]* %y [C,M]T (M=Li*, Na*, K*
y Cu™)? reveld que las estructuras imitan un apareamiento de tipo i-motif, similar al

encontrado en los dimeros de C hemiprotonada C—H*—C®Y (Figura 1.7c en capitulo
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1). Por su parte, para GKA(9) se ha encontrado que los cationes metalicos se unen a

través del N7 y O [32-36.38]

En el capitulo 3 de este trabajo de tesis se presentaron los resultados de la
caracterizacion estructural del par HooH" que se forma a pH écido (pH = 3,2).% Sin
embargo, debe enfatizarse que, aunque existe una fuerte evidencia indirecta de la
formacion triplex estabilizados por metales a pH fisioldgico,™*** no se dispone de

una caracterizacion estructural directa del par Hoo mediado por metales.

Como se menciond anteriormente, la naturaleza de las interacciones entre C y
Ag" fue extensamente estudiada en la tesis del Dr. Berdakin y se caracterizaron las

*21 y el homodimero [C,Ag]*.[2% En este contexto,

estructuras del complejo [CAg]
con el proposito de determinar si la interaccion con Ag* favorece la formacion del
par de bases CG del tipo Hoo, en el presente capitulo se presentan los resultados
obtenidos en el marco de una estrategia bottom-up para la caracterizacién estructural
y energética de los complejos [GAg]" y [CGAg]", en fase gaseosa, mediante
espectrometria de masas en tandem acoplada a espectroscopia DMFIR, en

complemento con célculos de estructura electronica.

4.2 Metodologia

4.2.1 Detalles Experimentales

Los iones fueron generados en una fuente ESI a partir de dos soluciones en una
mezcla de MeOH/H,0 milliQ 1:1. La primera de las soluciones (1) contenia 300 uM
de AgNO3 y 370 uM de G. La segunda solucién (I) contenia cantidades equimolares
de Gy C (370 uM) + 300 uM de AgNO:s.

Para llevar a cabo los experimentos de espectroscopia DMFIR se empleé el
espectrémetro de masas 7T FT-ICR¥ (descrito en la seccién 2.6.1). Inicialmente,
los iones [GAg]" y [CGAg]" fueron aislados en la interfaz cuadrupolar del 7T FT-
ICR, a partir de las soluciones (1) y (1), respectivamente. Una vez aislados los iones
de interés, estos son transferidos hacia la trampa haxapolar donde fueron acumulados
y termalizados por colisiones con Ar. Finalmente, los iones termalizados fueron
transferidos por un sistema de lentes electrostaticas hacia la celda de ICR, en donde

fueron fragmentados por DMFIR en el intervalo de 1200—1850 cm™ con el FEL,
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asistido por un laser de CO,. Los iones [GAg]" se irradiaron por 3 s con fotones IR-
FEL y durante 7 ms con el laser de CO, para mejorar la eficiencia de fragmentacion.
Por su parte, los iones de [CGAg]" se irradiaron por 820 ms con fotones del IR FEL
y 6 ms con el laser de CO,. Los espectros DMFIR se obtuvieron como la eficiencia
de fragmentacion (eff), en funcién de la frecuencia del laser, calculada de acuerdo

con la ecuacion (2.14).
4.2.2 Detalles computacionales

Todos los célculos para los diferentes isomeros de los complejos de [GAg]” vy
[CGAg]" se realizaron a nivel DFT con Gaussian 09 Revision E. 01."Y Las
geometrias fueron optimizadas empleando el funcional hibrido de correlacion e
intercambio B3LYP™? y el conjunto de bases 6-311G++(d,p) para los &tomos de C,
H, O, N, mientras que para Ag* se usé el pseudo-potencial de core efectivo SDD.[**]
Todas las optimizaciones para los complejos [GAg]* y [CGAg]" se realizaron sobre

SEPs corregidas por el método de counterpoise.[*/

Los célculos de los espectros de absorcién monofotdnica IR para cada uno de
los minimos locales encontrados en la SEP se realizaron al mismo nivel de teoria.
Las frecuencias de vibracion se corrigieron con un factor de 0,98 considerado el
valor més apropiado para el nivel de teoria empleado.”®*! Para una mejor
comparacion con los espectros de DMFIR, el espectro calculado fue convolucionado
con perfiles gaussianos suponiendo un ancho de banda de 10 cm™, que corresponde

al ancho de banda del IR-FEL en la region espectral estudiada.

Las energias libres de Gibbs estandar relativas (AG 1) para los diferentes
isdbmeros de los complejos [GAg]" y [CGAg]", incluyendo las correcciones de ZPE
se calcularon a 298 K con el mismo nivel de teoria. Esta temperatura es comparable a
la establecida para colisiones multiples con Ar en la trampa de iones hexapolar del
espectrémetro de masas hibrido 7T FT-ICR.E%4%%®! Einalmente, el efecto del solvente
sobre la estabilidad de los diferentes isdmeros de los complejos [GAg]"y [CGAg]" se
evalué mediante el méetodo de campo de reaccion autoconsistente (SCRF, por sus
siglas en inglés). En este trabajo utilizamos el modelo continuo polarizable (PCM)™"!

y agua como solvente.
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Los detalles respecto a la nomenclatura empleada han sido descritos en
capitulos anteriores. Aqui los nimeros entre paréntesis indican el tautomero de la
base, por ejemplo GKA(9), corresponde a G en su estado tautomérico K(ceto)
A(amino) con un H en el N(9). Mientras que los sitios de interaccion con la Ag™ se
indican sin paréntesis, por ejemplo GKA(9)N7Ag", indica que el cation Ag"

interacciona con el N7 de la G en su estado KA, con un H en el N(9)
4.3 Resultados y discusion

Los espectros de masas obtenidos luego de aislar los iones [GAg]" y [CGAg]"
de m/z= 257,95 y 369,01 respectivamente, se muestran en los paneles superiores de
las Figuras 4.2a y 4.2b. De acuerdo al patrén isotopico caracteristico de Ag (**’Ag
(51,8%) y PAg (49,2%)), los complejos formados pueden identificarse sin
ambigiiedad. Para el complejo [GAg]" se observan en el espectro de masas los dos
isétopos de la Ag, posiblemente como consecuencia de un error en el aislamiento.
Por su parte, para el complejo [CGAg]" se aisl6 un Gnico ion padre correspondiente
al isotopo de '’Ag.

[GAg]" aislado . [CGAg]" aislado .
[GAg] [CGAg]

a b
- <
2 2
8 8
c c
S S b
& [msmvs IrRMPD + | B |Ms/MsIRMPD +
=] [GAg] =] [CGAg]
(%) (%)
c c
] ] +
£ £ [GAq]

-[NH3]
a1, : [CAgl®
* * **

100 150 200 250 300 100 150 200 250 300 350 400
m/z m/z

Figura 4.2: Espectros de masas de los iones a) [GAg]" y b) [CGAg]" aislados (panel
superior), y después de la fragmentacion por DMFIR en el rango espectral 1600—1730 cm™

(paneles inferiores).
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Por un lado, la fragmentacion del complejo [GAg]" después de la irradiacion
con fotones IR-FEL en resonancia con un modo activo del ion conduce
principalmente a la pérdida de NHs, produciendo el fragmento [CsH,N,O-Ag]”
(m/z 241,9) como se muestra en la Figura 4.2a (panel inferior), este canal ya ha sido
observado previamente por CID y DMFIR para el complejo formado entre cisplatino
y guanina.**® Adicionalmente, en el espectro MS/MS se observa el ion Ag*, como
consecuencia de la perdida de G neutra. Finalmente, los fragmentos sefialados con *
en la Figura 4.2a no presentan dependencia con la longitud de onda del laser, por lo
tanto no son considerados como productos de fotofragmentacion; es posible que su
presencia se deba a procesos de fragmentacidn por colisiones o recombinacion de

fragmentos.

Por su parte, en la Figura 4.2b (panel inferior) se observa que la fragmentacion
del complejo [CGAg]" después de la irradiacion con fotones IR-FEL en resonancia
con un modo activo del ion padre, produce principalmente los fragmentos de [CAg]*
y [GAg]" en una relacion 14(%):86(%), como consecuencia de la perdida de Gy C
neutras, respectivamente. De acuerdo a los resultados presentados en el capitulo 3, el
patron de fragmentacion observado, es equivalente al obtenido para la fragmentacién
del par protonado [CGH]", en el cual se observan los fragmentos de [CH] vy
[GH]".*! Finalmente, no se observé dependencia con la longitud de onda del laser
para los fragmentos sefialados con * en la Figura 4.2b, por lo que no son
considerados como productos de la fragmentacion.

Para obtener los espectros DMFIR de los complejos [GAg]" y [CGAg]", se
consideraron los dos canales de fragmentacion observados y se calcul6 la eficiencia
de fragmentacion (eff) en funcion de la longitud de onda del laser (1200—1850 cm™),
de acuerdo a la ecuacion (2.14).

4.3.1 Caracterizacion estructural de los complejos [GAg]" y [CGAg]"

La asignacion estructural de los complejos [GAg]" y [CGAg]" se basa en la
comparacion de los espectros DMFIR con los espectros de absorcion IR simulados

para las posibles estructuras que pueden adoptar.
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43.1.1 Complejo [GAg]

En la Figura 4.3 se muestran las estructuras de los 6 tautomeros de G que se
encuentran por debajo de 6 kcal/mol, de acuerdo a los datos reportados
previamente!®?4 y que fueron considerados en este estudio. Ademas se indican los
sitios con mayor densidad de carga negativa donde se espera que interactie la Ag*

para formar los complejos [GAg]".

SN ~ N
J I 9 I I > ] 9 9
GKA(9) (0.5) GKA(7) (0) GKA(T)N3 (5.,9)

~
| / l*?/ /

| I 1 T 1°

GEA(9)sy (0,6) GEA(9),4(0,9) GEA(7)sy (3,3)

Figura 4.3: Estructuras de la G neutra consideradas en este estudio. Las flechas
verdes indican los sitios de interaccion con la Ag’, los tautémeros EA pueden adoptar una
conformacio6n anti o syn en funcion de la orientacion del H del grupo OH. En paréntesis se

muestran las energias relativas de los tautdmeros en kcal/mol, tomados de la referencia [17].

En la tabla 4.1 se presentan los resultados obtenidos para las estructuras del
complejo [GAg]". Los célculos indican que el minimo global corresponde a
[GKA(9)N7Ag]", una estructura plana en la cual el cation Ag® se une al N7 del
tautdmero KA(9) de G. Mientras que el segundo minimo se encuentra a 8,2 kcal/mol
por encima del minimo global y corresponde al isomero [GKA(7)N9Ag]", en el cual
la Ag® se une al N9 del tautomero KA(7) de G. Los N7 y N9 de los tautomeros
GKA(9) y GKA(7), respectivamente, son los que presentan mayor afinidad por
cationes metalicos.**% Los resultados son consistentes con los reportados por Russo
et al,®¥ para los cationes Na*y K* que se unen a la G a través del N7. El tautémero
GKA(9) se ve fuertemente estabilizado por la interaccion con Ag” respecto a los

demas tautémeros de G (Figura 4.3).1"!
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Tabla 4.1. Energias relativas con correccion por la energia del punto cero
(EE+ZPE) y energias libres de Gibbs estandar relativas calculadas a 298 K (AG k)
para los isdmeros del complejo [GAg] en fase gaseosa y la correccion de las energias
relativas considerando el efecto del solvente (PCM). Las poblaciones relativas (P.R)
se calcularon suponiendo una distribucién de Maxwell-Boltzmann, considerando que

la temperatura de los iones es ~ 298 K.[46]

Fase gaseosa PCM (agua)
Estructura EE+ZPE AG®98x P.R. EE+ZPE AG®98K P.R.
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)  (kcal/mol)

g‘
o
o
=
o
o
=

o4 ]
[GKA(9)N7Ag]"
]
‘gfj—" 8,10 8,10 1,14x10° 073 0,83 0,24
4
[GKA(7)N9Ag]"
J
,t‘w*l 10,80 10,71 1,3x10°® 9,66 9,89 5,4x10°
4
9 +
[GEA(7)synN3Ag]
J’
fbw( b 19,08 18,64 2,13x10™" 11,20 10.80 1,19x10°
"]
o
[GEA(7)antiN9Ag]+
‘e 2
'tf}“ 27,57 27,50 6,77x10% 15,10 14,92 1,14x10™
9
[GEA(7)aniN1Ag]"
»{,{;j‘, 30,67 30,50 4,27x10% 13,04 13,04 2.73x10™°
} 4
[GKA(9)N3Ag]"
© o
33,10 33,80 1,62x10% 15,20 16,57 7,03X10™"

2

[GEA(7)synN1Ag]"

Cuando consideramos el efecto del solvente de forma implicita el isomero con
mayor momento dipolar ([GKA(7)N9Ag]"; u = 3.96 D) se ve fuertemente

estabilizado en solucion, volviéndose practicamente isoenergético con el minimo
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global, por lo que se espera que en la solucion se forme una poblacion significativa
de este isomero.

El espectro DMFIR del complejo [GAg]" registrado entre 1200—1850 cm™ se
presenta en la Figura 4.4, junto a los espectros calculados para los seis isdmeros de
menor energia presentados en la Tabla 4.1. En €l se observan tres caracteristicas
espectrales bien definidas (sefialadas en barras de color) en la region de 1550—1700
cm™, una serie de bandas de menor intensidad a menores frecuencias (1200—1500

cm'™), mientras que a 1769 cm™ se distingue una banda de baja intensidad.

[GAg]' [GAg]
[GKA@NT7AG]® [GEA(T), N9AG]"
< <
s 3
E ol Wi : ks | : :
g [GKA(7)N9Ag]" E [GEA(7), N1Ag]"
o 5
= =

[GEA'(7)Synr\'13Ag]+' J | B | [GKA@N3AG]"

1 . . | \. » ol N L | | . . |
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Ndmero de onda (cm'l) Ndmero de onda (cm'l)

Figura 4.4: Espectro DMFIR del i6n padre [GAg]" (m/z 257,95) (paneles superiores)
obtenidos a partir de la solucion I, por irradiaciéon con fotones IR-FEL durante un periodo de
3s mas 7 ms de irradiacion con el laser de CO,. Los paneles inferiores muestran los espectros
vibracionales calculados a nivel B3LYP/6-311G++(d,p)//SDD para los isbmeros de menor

energia presentados en la Tabla 4.1.
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La comparacion del espectro DMFIR del complejo [GAg]® con los espectros
simulados para los seis isomeros de menor energia permitio realizar la asignacion de

las estructuras que se forman a partir de la interaccion entre G y Ag”.

De acuerdo a esta comparacion, la banda mas intensa localizada a 1634 cm™,
asignada al modo de flexion del grupo NH,, podria corresponder a cualquiera de los
tres isomeros méas estables (columna izquierda en la Figura 4.4). Sin embargo, el
isomero [GEA(7)snN3Ag]" es muy poco estable y sus poblaciones tanto en fase
gaseosa como en solucién son despreciablemente bajas para ser considerado como
responsable de dicha banda. El resto de isbmeros mostrados en la columna derecha
de la Figura 4.4 son ain menos estables que el anterior por lo que tampoco se

consideraran en la asignacion.

Por lo tanto, solo quedan los isdmeros [GKA(9)N7AgQ]" vy [GKA(7)N9Ag]"
como posibles candidatos para la asignacién del espectro DMFIR observado. En el
caso del isomero [GKA(7)N9Ag]" su estabilidad en la fase gaseosa conduce a una
baja poblacion del mismo. Sin embargo, en solucion se espera que su poblacion sea
aproximadamente ¥4 de la poblacion del isomero [GKA(9)N7Ag]". Por lo tanto, el
confirmar su presencia en la fase gaseosa seria una evidencia directa de que la
vaporizacion por ESI conserva la memoria de la composicion y estructuras existentes

en la solucion.

En tal sentido, puede considerarse que la banda intensa que se observa a 1672
cm™ en el espectro DMFIR y el hombro que se observa a 1607 cm™ son bandas
diagndsticas de la presencia del isdmero [GKA(9)N7Ag]" ya que no estan presentes
en el otro isdbmero. Estas bandas corresponden al modo de estiramiento C=0
(calculada a 1680 cm™) y al estiramiento C—N (calculada a 1610 cm™) para este

isbmero.

Del mismo modo, la banda intensa observada a 1585 cm™ y la banda débil
observada a 1769 cm™ en el espectro DMFIR se consideran diagnésticas de la
presencia del isomero [GKA(7)N9Ag]" ya que no se corresponden con ninguna de
las bandas del otro isomero. La banda que se observa en el espectro DMFIR a 1585
cm™ es calculada a 1584 cm™ para el isémero [GKA(7)N9Ag]" y corresponde a los

modos de deformacion del anillo en el plano, mientras que la banda observada a
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1769 cm™ es calculada a 1768 cm™ corresponde al modo de estiramiento del grupo

C=0 del mismo isémero.

La intensidad de esta banda en el espectro DMFIR no se reproduce
adecuadamente por el espectro IR monofotonico calculado. Sin embargo, es bien
conocido que, en general, el modo C=0 libre no se acopla adecuadamente con los
otros modos vibracionales, lo cual dificulta la absorcion multifotonica IR cuando el
laser es sintonizado en la frecuencia de este modo, y como consecuencia los
rendimientos de fragmentacion son muy bajos conduciendo a bandas DMFIR de muy

baja intensidad. 253950

Las frecuencias de los modos de estiramiento del grupo C=0 para los dos
isomeros [GKA(9)N7Ag]" (1680 cm™) y [GKA(7)N9Ag]" (1768 cm™) presentan
grandes corrimientos uno con respecto al otro, como asi también respecto a los
correspondientes tautémeros GKA(9) (1790 cm™) y GKA(7) (1730 cm™) libres,
debido a las diferentes interacciones del cation Ag* con el grupo C=0 en ambos

isdbmeros.

En el isomero [GKA(9)N7Ag]", el corrimiento de la frecuencia del C=0 (1680
cm™) hacia el rojo con respecto a la de GKA(9) (1790 cm™) libre resulta razonable
pues el cation Ag" unido al N7 interacttia parcialmente con el O de aquel grupo
(d N7—Ag" 2,29 Ay O—Ag" 2,42 A) disminuyendo la densidad de carga en el enlace
C=0 y produciendo un aumento en su distancia de enlace de 1,213A en GKA(9)

libre a 1,240 A en el complejo con Ag”.

En el caso del isdmero [GKA(7)N9Ag]" esta banda se encuentra desplazada
hacia el azul (1768 cm™) respecto a la GKA(7) libre (1730 cm™). En este caso el
corrimiento es mucho menos pronunciado que en el caso anterior debido a que el
cation Ag® se encuentra en el lado opuesto al grupo C=0 evitando cualquier tipo de
interaccidon entre ambos. El corrimiento débil observado hacia el azul puede ser
debido a una redistribucion de la densidad de carga por la presencia del cation Ag”
en las cercanias del tautomero GKA(7), lo cual fortalece el enlace C=0 produciendo
un acortamiento del mismo desde 1,222 A en GKA(7) libre a 1,207 A en el complejo
con Ag".
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El analisis energético y estructural de los complejos de [GAg]" presentados en
la Tabla 4.1, nos permite descartar la presencia de los isomeros; [GEA(7)s,nN3Ag]",
[GEA(7)aniN9AG]*, [GEA(7)aniN1Ag]", [GKA(9)N3AQ]" y [GEA(7)snN1Ag]". En
primer lugar, porque estas estructuras se encuentran muy por encima en energia,
respecto del minimo global y por lo tanto las poblaciones relativas esperadas son
despreciables tanto en fase gaseosa como en solucion. En segundo lugar, los
espectros calculados para estas estructuras difieren significativamente del espectro
DMFIR (Figura 4.4). En consecuencia, la asignacion del espectro DMFIR se realiz
considerando los isomeros [GKA(9)N7Ag]" vy [GKA(7)N9Ag]" para los cuales se

encontraron bandas caracteristicas que confirman su presencia.

Como se mencion6 anteriormente y se muestra en la Tabla 4.1, la poblacion de
equilibrio calculada en la fase gaseosa para el isomero [GKA(7)N9Ag]" a la
temperatura de trabajo es despreciable frente a la del isomero [GKA(9)N7Ag]". Sin
embargo, su poblacién de equilibrio en solucion es considerablemente mayor debido
a la estabilizacion preferencial de este isomero por el solvente. EI hecho de que el
isdbmero  [GKA(7)N9Ag]" haya sido observado en la fase gaseosa permite sugerir
que la vaporizacion por ESI conserva la memoria de la composicion y estructuras

existentes en la solucién, como se observo en capitulos anteriores.
4.3.1.2 Complejo [CGAg]"

La busqueda de las estructuras que se pueden formar a partir de la interaccién
entre la C y G en presencia de Ag", se baso en la consideracion de las estructuras
mas estables encontradas para el complejo [GAg]", para el cual en los dos isomeros
observados la G se encuentra en su forma tautomérica KA, como asi también en lo
que se conoce de trabajos previos sobre la interaccién de C con Ag*.[”’zgl En este
ultimo caso se observo que CKA(1) interacciona de forma especifica con Ag* en N3
y O. En ese sentido, en el presente capitulo centramos el interés particularmente en la
posibilidad de formacion de estructuras de tipo WC y Hoo, teniendo en cuenta las
consideraciones del parrafo anterior, ya que estas estructuras estan involucradas en la
estabilizacion de plegamientos no canonicos del ADN. En la Tabla 4.2 se presentan
los resultados obtenidos para las posibles estructuras de tipo Hoo y WC que se

pueden formar en presencia de Ag”.
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Tabla 4.2. Energias relativas con correccion por la energia del punto cero
(EE+ZPE), y energias libres de Gibbs estandar relativas calculadas a 298 K (AG 2gx)
para los isdmeros [CGAg]" en fase gaseosa, y la correccion de las energias relativas
considerando el efecto del solvente (PCM). Las poblaciones relativas (P.R) se
calcularon suponiendo una distribucion de Maxwell-Boltzmann, considerando que la

temperatura de los iones es =~ 298 K[39,40,46].

Fase gaseosa PCM (agua)
EE+ZPE AG95x P.R. EE+ZPE AG98¢ P.R.
Estructura (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

,a%f(;f 0 0 , 0 0 ,

Hoo[C-Ag-G]*

J}:;Ey f{rﬁﬁ 7,29 5,85 5,12x10°° 243 1,50 7,90x1072

4

4

Hoo[C-Ag-G*]*

9
N o
f ({ 17,31 17,43 1,64x10% 10,00 1047  2,05x10°®
4
L&Y

WC[CKA(L) GKA@)N7Ag]

R o 'I:f 17,44 17,21 2,38x10°%2 9,03 896  2,66x107
] ? 9
rl

WC [CKA(1) GKA(7)OAg]*

A:;‘ "(
-17 -9
, &-( 22,45 22,39 3,79x10 11,82 11,03 8,10x10
’
9 " “ QJ

WC[CKA(L) GKA(7)N3Ag]*

,,w' 24,54 25.03 4,39x10™%° 17,15 17,23 2,26x10°
d

WC[CKA(1)OAg GKAD)]*

Los calculos indican que el minimo global corresponde al isémero tipo Hoo
[C-Ag-G], una estructura plana en la cual el cation Ag® se sitia en medio de las

bases en la forma KA a través de los N(3)C y N(7)G en acuerdo con los resultados de
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calculos reportados por Miiller et al.*®! Esta estructura es equivalente a la encontrada
en el capitulo 3 para el par [CGH]" a pH = 3,2,% en el cual el H* ocupaba el lugar
de Ag”. A diferencia de lo observado en el par [CGH]" en el cual el H" se encuentra
deslocalizado entre las dos bases dando lugar a dos minimos uno con el H* sobre
N(3)C y otro con el H* sobre N(7)G, la interaccion con Ag" estabiliza fuertemente
una Unica estructura en la cual el cation Ag® se encuentra equidistante entre ambas
bases (IN7G—Ag =2,14 A y AN3C—Ag*=2,15A), por lo tanto se espera que el par de
bases tipo Hoo mediado por Ag* sea mas rigido que el correspondiente par mediado

por H'.

La segunda especie mas estable corresponde al isémero Hoo inverso
[C-Ag-G*]" (*indica que la interaccion se produce entre el N(9)G y N(3)C) en el
cual la G se encuentra en la forma K(7) y en consecuencia el cation Ag* se une al
N9, por lo tanto la formacion del par tipo Hoo se da a través de N(9)G—Ag™—N(3)C.
Esta estructura se encuentra 7,29 kcal/mol por encima del minimo y es ligeramente
asimétrica. La pérdida de estabilidad en el isomero Hoo [C-Ag-G*]*, se produce
como consecuencia de la perdida de la interaccién por puente de hidrogeno entre el
grupo NH; de C y el C=0 de G. Por otro lado, el anlisis estructural y energético de
la seccidn anterior permite sugerir que la interaccién por el N9 de la G es ligeramente

desfavorable frente a la interaccién a través del N7.

El momento dipolar del isomero Hoo [C-Ag-G*]* (u=7,86 D) es mayor que el
momento dipolar del isémero Hoo [C-Ag-G]* (u=5,57 D), por lo cual como era de
esperarse, el isdbmero Hoo [C-Ag-G*]" es mas fuertemente estabilizado por el

solvente que el isémero Hoo [C-Ag-G]".

El isomero WC[CKA(1) GKA(9)N7Ag]" es el mas estable dentro los isdémeros
tipo WCAg". Sin embargo, se encuentra 17 kcal/mol por encima del minimo global
(Tabla 4.2). En términos generales, la diferencia de energia entre los isomeros tipo
WCAQg" y los isémeros HooAg® es mayor que la diferencia de energia entre los
WCH" y los HooH" estudiados en el capitulo 3.5% En ese sentido, las poblaciones
relativas de los isomeros WCAg" son despreciables respecto a las de los isomeros

HooAg", tanto en fase gaseosa como en solucion (Tabla 4.2).

El espectro DMFIR del complejo [CGAg]" registrado entre 1200 y 1850 cm™
se presenta en la Figura 4.5, junto a los espectros calculados para los isémeros
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presentados en la Tabla 4.2. En él se observan tres caracteristicas espectrales bien
definidas: una banda de intensidad media en la region espectral donde se esperan los
modos de estiramiento del grupo C=0 (1700—1750 cm™), una banda intensa y
asimétrica centrada a 1648 cm™ con un hombro a 1603 cm™ en la regién espectral
donde se esperan los modos de flexién del grupo NH, (1600—1700 cm™) y

finalmente, una serie de bandas de menor intensidad a menores frecuencias

(1450—1550 cm™).

[CG-Ag]’ [CG-Ag]

Hoo [C-Ag-G]" WC [CKA-GKA(7)OAg]”

A

WC [CKA-GKA(7)N3Ag] "

Intensidad (u. a.)
Intensidad (u. a.)

WC [CKA-GKA(9)N7Ag]

. /M\ .|I|

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Numero de onda (cm'l) Numero de onda (cm'l)

Figura 4.5: Espectro DMFIR del i6n padre [CGAg]® (m/z 369,02) (paneles
superiores) obtenidos a partir de la solucidon 11, por irradiacion con fotones IR-FEL durante
un periodo de 820 ms més 6 ms de irradiacion con el laser de CO,. Los paneles inferiores

muestran los espectros vibracionales calculados a nivel B3LYP/6-311G++(d,p)//SDD para

los isbmeros de menor energia presentados en la Tabla 4.2.

123



Capitulo 4

Al igual que en el caso del complejo de [GAg]", se descartan de la asignacion
los isomeros WCAg" en primer lugar, porque estas estructuras se encuentran muy
por encima en energia, respecto del minimo global y por lo tanto las poblaciones
relativas esperadas son despreciables tanto en fase gaseosa como en solucion y en
segundo lugar, porque los espectros calculados para estas estructuras difieren

significativamente del espectro DMFIR del complejo [CGAg]" (Figura 4.5).

El isdbmero Hoo [C-Ag-G*]* cuya poblacién es despreciable en fase gaseosa y
dos 6rdenes de magnitud menor que la del isomero Hoo [C-Ag-G]* en fase acuosa,
no presenta ninguna banda caracteristica en el espectro de DMFIR, tal como el
desdoblamiento de la banda correspondiente a los grupos C=0 de C y G, lo cual no

nos permite aseverar su presencia.

En contraste con lo observado para el complejo [GAg]”, todas las bandas del
espectro de DMFIR del par [CGAg]" pueden ser asignadas considerando sélo el
isdbmero mas estable Hoo [C-Ag-G]*. El espectro calculado para el isdmero Hoo
[C-Ag-G]" esta en muy buen acuerdo con el espectro DMFIR, incluso los detalles
finos del espectro son muy bien reproducidos y no es necesario considerar otro

isdmero para realizar la asignacion espectral.

La banda ancha observada entre 1700 y 1750 cm™ y centrada a 1730 cm™ es
asignada a los estiramientos C=0 de CKA(1) y GKA(9) del isdmero Hoo [C-Ag-G]*
cuyas frecuencias son calculadas a 1728 y 1715 cm™, respectivamente. Asimismo, en
la regién comprendida entre 1660 y 1630 cm™ se observan dos bandas calculadas a
1653 y 1638 cm™, correspondientes a los modos de flexién de los grupos NH, para
CKA(1) y GKA(9), respectivamente. La convolucion de estas dos bandas, con un
ancho espectral de 10 cm™, da como resultado una Unica banda centrada a 1643 cm™
que se ajusta muy bien a la observada en el espectro de DMFIR a 1645 cm™. El
hombro que aparece en el espectro DMFIR a 1603 cm™ es asignado al modo de
estiramiento del enlace C—N de GKA(9), cuya frecuencia es calculada a 1601 cm™.
Finalmente, las bandas débiles que se observan en el espectro DMFIR entre
1450—1550 cm™ son asignadas a las deformaciones en el plano de los anillos de

ambas bases.

Las frecuencias correspondientes a los modos de estiramiento de los enlaces

C=0 para CKA(1) (1728 cm™) y para GKA(9) (1715 cm™) en el isémero
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[C-Ag-G]” se encuentran desplazadas hacia menores frecuencias respecto a las
frecuencias asignadas a los modos de estiramiento C=0 calculadas para los isdmeros
tipo HooH" (1848 cm™ C=0 CKA(1) y 1750 cm™ C=0 GKA(9)) formados a partir
de la interaccion entre la C/G y H (capitulo 3).F%1E| desplazamiento del C=0 tanto
de C, como de G, resulta razonable, pues producto de la interaccion con el cation
Ag" se observa una disminucion de la densidad de carga en el enlace C=0 para C y
G, produciendo un aumento en la distancia de enlace, desde 1.200A (dC=0 (C)) y
1,213A (dC=0 (G)), hasta 1,216A (dC=0 (C)) y 1,226A (dC=0 (G)) para el isémero
Hoo [C-Ag-G]".

La fragmentacion del complejo HooAg™ (Figura 4.2b) conduce principalmente
a los fragmentos de [GAg]" (86%) y [CAg]" (14%), en contraste con lo observado
para el isémero HooH" (pH=3,2),*" estudiado en el capitulo 3, el cual fragmenta a
[CH]" (66%) y [GH]" (34%). Dicho comportamiento puede ser explicado a partir de
la comparacion de las energias de disociacion de los isomeros HooAg" y HooH"
(Figura 4.6).

oo
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Figura 4.6: Energias de disociacion de los pares de bases tipo Hoogsteen. a) HooH" y
b) HooAg".

En el caso del par protonado HooH™ ambos canales de fragmentacion son casi
isoenergéticos (43,5 kcal para [CH]" + GKA(9) y 42,53 kcal/mol para [GH]" +

CKA(2)), por lo cual, los rendimientos de cada fragmento estan determinados por la
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estabilidad relativa de los isémeros HooH" (Hoo N(3)CH"™ y Hoo N(7)GH"), siendo
el isomero con el H* sobre el N(3)C el mas estable y por lo tanto el rendimiento

observado para el fragmento [CH]" es mayor que el de [GH]".

Por su lado, la diferencia de energia entre los dos canales de fragmentacion
(53,5 kcal/mol para [CAg]" + GKA(9) y 46,0 kcal/mol para [GAg]" y CKA(1)) del
par HooAg® es mayor que en el caso del par HooH" y ademas el par HooAg"
presenta un Gnico isdmero, en el cual el cation Ag® se encuentra equidistante entre
ambas bases, por lo que el rendimiento de los ambos fragmentos esta determinado
por la energética del proceso de fragmentacion, siendo mas favorable el canal de
formacion de [GAg]" + CKA(L) y en consecuencia, este fragmento se observa

mayoritariamente.

Los isomeros WCAg" no son observados, a diferencia de los isdmeros WCH"
que se observan preferencialmente a pH = 5,8.% En primer lugar, como se discuti6
anteriormente los isomeros WCAg" son mucho menos estables (>17kcal/mol) que
los isomeros HooAg®, en contraste con los isomeros WCH" que se encuentran
ligeramente por encima (5,3 kcal/mol) de los isomeros HooH®. En segundo lugar, de
acuerdo a las conclusiones obtenidas en el capitulo 3 el isdmero WCH" es formado
por la protonacion del par WC neutro en la fuente ESI (pH = 5,8), mientras que para
el caso de los complejos WCAg", la concentracion de iones Ag* presentes en la
solucidn es lo suficientemente alta, por lo que se une a las bases en las posiciones de
mayor afinidad blogueando las interacciones que dan lugar al par WC y en

consecuencia favoreciendo la formacion de los pares tipo HooAg".

4.4 Conclusiones

En el contexto de la busqueda de las condiciones que favorecen la
estabilizacion de triplex compuestos por C y G en condiciones fisiologicas, los
resultados presentados en este capitulo representan un avance significativo en el
propdsito de comprender las propiedades intrinsecas de las bases que favorecen la
formacion de pares de bases no canodnicos. La fuerte estabilidad del isomero Hoo
[C-Ag-G] frente a las estructuras WCAQ", permite explicar porque en presencia de
Ag" se favorece fuertemente la formacion de triplex CGCAg"™ en condiciones de pH

fisiologico-.1**!
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Los resultados presentados en el presente capitulo son evidencia de la
interaccion especifica entre el cation Ag® y las bases del ADN, particularmente C y
G. La caracterizacion estructural mediante espectroscopia DMFIR de iones aislados
en fase gaseosa, en complemento con célculos de estructura electronica, nos permitié

obtener las siguientes conclusiones:

1. La interaccion con Ag® induce una fuerte estabilizacion en el tautdmero de
GKA(9), frente a los demas tautomeros (Figura 4.3). En ese sentido, la
estructura asignada para el complejo [GAg]® corresponde al isomero
[GKA(9)N7Ag]", en el cual el cation Ag” interactCia simultaneamente con
los 4&tomos de N7 y O, lo que confirma la alta afinidad que presenta este
esquema de interaccion hacia los cationes metalicos predicha teéricamente
por otros autores.*23%% | 3 formacion y estabilizacion de este tipo de
estructuras es de gran interés, ya que se encuentran vinculadas a muchos
procesos relevantes a nivel bioldgico, entre ellos la formacidn de pares de
bases de tipo Hoo y el mecanismo de accidn del cisplatino.

2. Se encontr6 que la interaccion con Ag* favorece ampliamente la formacion
de pares de bases no canonicos de tipo HooAg", responsables de estabilizar
los triplex de ADN, vinculados a muchos procesos de relevancia a nivel

bioldgico.
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5.1 Introduccion

Como ya se discutio en capitulos anteriores los cationes metalicos juegan un
papel fundamental en muchos procesos bioldgicos.™*! En particular, en el ADN estos
cationes estan vinculados a la formacidn/estabilizacién de plegamientos no canénicos

(G-Cuadruplex, Triplex y C-Cuadruplex).[**"!

La interaccion entre las bases del ADN y cationes monovalentes ha sido
ampliamente estudiada. En el caso particular de C es bien conocido que los cationes
monovalentes (H*, Li*, Na*, K*, Rb*, Cs*, Cu* y Ag")*®%! interacttian de forma
especifica con los &tomos N3y O de la base.

Por otro lado, a pesar de la abundancia de cationes divalentes en los sistemas
bioldgicos, se sabe muy poco acerca de las estructuras que resultan de su interaccion
con las bases de ADN. Para citosina, los esfuerzos se han centrado en describir la
naturaleza de las interacciones [CM]** (M = Mg?*, Ca**, Zn**, Cd**, Hg*") mediante
calculos de estructura electronica.’’*!! Sin embargo, estos célculos solo han
considerado la interaccion de los cationes divalentes con citosina neutra.
Recientemente, se utilizd6 MS/MS acoplada a espectroscopia DMFIR para estudiar
las estructuras que surgen de la interaccion entre bases del ADN vy cationes metalicos

divalentes.[*?-%]

Uracilo (U) ha sido la base més estudiada y se han caracterizado las estructuras
de los complejos [Uwny»-M]" (M=Pb?",Cu®"),B*# [Uy)-M(H20),]" (n=1-3) y
[U-M-UT" (M = Mg®, Ca®*, Sr**, Ba®*, Pb?*, Cu®*, Zn?*),**3" mientras que para
T y C solo se ha estudiado su interaccion con Pb?%*2 3 (donde [U(n)] 0 [Ciwy]
indican que la base se encuentra desprotonada). En todos los casos se observé que la
interaccidn entre cationes divalentes y las bases (U, T, C) conduce a la formacién de
complejos monocargados, producto de la desprotonacion de la nucleobase. Ademas,
el sitio de desprotonacion depende en gran medida del cation metalico que interactia
con la nucleobase. En ese sentido, se encontrd, por ejemplo, que U se desprotona en
N3 cuando interacta con metales alcalinotérreos, Pb?* y Zn®* ¥#3" mientras que la

interaccion con Cu®* conduce a la desprotonacion de N1.5%
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En el caso de las interacciones entre C y cationes divalentes, actualmente sélo
hay un trabajo experimental reportado por Salpin et al.*®! en el cual se informa que
la interaccién de esta base con Pb** conduce principalmente a la desprotonacion en
N1 o N8 del grupo NH; (ver Figura 1.1a). En consecuencia, la interaccion con el
cation se produce principalmente entre los &omos N1 y O o N8 y N3, formando
complejos de [C(.n)-Pb]" dicoordinados.

Bajo este contexto, resulta evidente que la interaccion de las nucleobases con
cationes divalentes representa un interesante objeto de estudio, pues a diferencia de
lo observado con cationes monovalentes, los cambios estructurales inducidos por los
divalentes son muy diversos ya que pueden modificar tanto los sitios de
desprotonacién como las posiciones de interaccion de la nucleobase, en funcién de la

naturaleza del ion metalico.

En este contexto, en el presente capitulo se presentan los resultados del estudio
de la interaccion entre C y Ba®*, con el propésito de compararlos con los efectos de
la interaccion de ésta base con Pb?**® y evaluar si el sitio de desprotonacion y la
posicion de interaccidén dependen de la naturaleza del cation divalente, como ocurre

parael U.

En consecuencia, se llevo a cabo un estudio experimental y tedrico, mediante
MS/MS acoplada a espectroscopia de DMFIR en combinacién con célculos de
estructura electronica a nivel DFT, para obtener informacion a nivel molecular sobre
la naturaleza de la interaccién de C con Ba®* y las estructuras que resultan como

consecuencia de la misma.

5.2 Metodologia

5.2.1 Detalles Experimentales

Todos los reactivos (Sigma-Aldrich) se usaron sin purificacion previa. Se
prepar6 una solucion de citosina y BaCO3 en concentraciones iguales (1,0 mM)
utilizando una mezcla de MeOH/H,O milliQ 1:1 como solvente. Esta solucion se
vaporizo e ioniz6 mediante una fuente (ESI) acoplada al espectrémetro de masas
hibrido 7T FT-ICR,¥ descrito en detalle en la seccién 2.6.1 del capitulo 2 del

presente trabajo de tesis.

138



Interaccién entre Citosina y Ba®*: Estructura y reactividad

Para obtener informacién a nivel estructural de los complejos monocargados,
resultantes de la interaccion entre C y Ba®*, se aislaron los iones [C(n-Ba]® y
[Cr)-Ba-C]" de m/z 247,94 y 358,97, respectivamente, en la interfaz cuadrupolar del
espectrometro de masas 7T FT-ICR. Posteriormente, los iones fueron transferidos a
la trampa hexapolar, donde se acumularon y termalizaron por colisiones con un gas
buffer (Ar), finalmente los iones termalizados fueron extraidos hacia la celda de ICR,
donde fueron fragmentados por DMFIR en el intervalo de 1150—1800 cm™
utilizando el FEL de (CLIO),“Y con la ayuda de un laser de CO..!M! El
funcionamiento de los sistemas laser empleados se presenta en detalle en el capitulo
2, seccion 2.6.3 del presente trabajo de tesis.

Los iones [C.)-Ba]” y [C(.)-Ba-C]" se irradiaron durante 200 ms con fotones
IR-FEL. Adicionalmente, el complejo [C(.x-Ba]" fue irradiado durante 5 ms con el
laser de CO,. Los espectros DMFIR se obtuvieron como la eficiencia de
fragmentacion (eff), calculada de acuerdo con la ecuacion (2.14), en funcion de la

frecuencia del laser.
5.2.2 Detalles computacionales

Todos los calculos para los diferentes isomeros de los complejos [C(.-Ba]” y
[Cr)-Ba-C]" se realizaron a nivel DFT con el programa Gaussian 09 Revision E.
01" Las geometrias fueron optimizadas empleando el funcional hibrido de
correlacion e intercambio B3LYPM® y el conjunto de bases 6-311G ++ (d, p) para los
atomos de C, H, O, N, mientras que para Ba** se utilizé el pseudo potencial de core
efectivo ECP46MDF desarrollado por Lim et al.*Y Todas las optimizaciones se

realizaron en SEPs corregidas por el método de counterpoise.**!

Los célculos de los espectros de absorcion IR monofotonica para cada uno de
los minimos locales encontrados en la SEP se realizaron al mismo nivel de teoria.
Las frecuencias vibracionales se corrigieron con un factor de 0,97 considerado el
valor méas apropiado para el nivel de teoria empleado.”® Para una mejor
comparacion con los espectros DMFIR, el espectro calculado fue convolucionado
con perfiles gaussianos suponiendo un ancho de banda de 10 cm™ que corresponde al
ancho de banda del IR-FEL en la regién espectral estudiada (1150—1800 cm™).
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Con el fin de obtener més informacién sobre la naturaleza de las interacciones
en los complejos [C)-Ba]™ y [C()-Ba-C]™ se realizé un estudio de la distribucion
de las cargas de Orbitales Naturales de Enlace (NBO, por sus siglas en inglés), a
partir del Analisis de Poblacion Natural (NPA, por sus siglas en inglés) con el
programa NBO 3.1 implementado como una subrutina del paquete de programas
Gaussian 09 Revisién. E.01.1%

Las energias libres de Gibbs estandar relativas (AG o) para los diferentes
isomeros de los complejos [C.)-Ba]” y [Cn)-Ba-C]", incluyendo las correcciones
por ZPE se calcularon a 298 K y con el mismo nivel de teoria. Esta temperatura es
comparable a la establecida para colisiones multiples con Ar en la trampa de iones
hexapolar del espectrémetro de masas hibrido 7T FT-ICR.!*®!

Finalmente, el efecto del solvente sobre la estabilidad de los diferentes
isomeros de los complejos [C(.1y-Ba]” y [C(.)-Ba-C]™ se evalué mediante el método
de campo de reaccidn autoconsistente (SCRF). En este trabajo utilizamos el modelo
continuo polarizable (PCM)*! vy la constante dieléctrica del H,O como

representacion del solvente.

5.2.3 Nomenclatura

Como se menciond en capitulos previos, la molécula de citosina puede existir
en diversas formas tautoméricas. Considerando que ademas se desprotona para
formar aniones de [C(.)]’, los cationes metalicos pueden interactuar en diversos sitios
del anién. Por lo tanto, a lo largo del capitulo se adopta una nomenclatura sistematica
y explicita, de manera que facilite la interpretacion de la estructura molecular a partir
del nombre asignado para cada isomero, tanto de C y [C(w)] como de los complejos

[Cer-Ba]*y [Crr)-Ba-C]* formados a partir de la interaccién con Ba?'.

Para el caso de los tautdbmeros de C, se utilizan las letras A, E, K, I, para
indicar los grupos funcionales Amino, Enol, Ceto e Imino, respectivamente y (1) o
(3) para indicar la posicion del H en los N-heterociclicos, tal como se hizo en los

capitulos precedentes (ver Figura 1.1a)

Para los aniones [C+)]” KI o El, los grupos imino o enol pueden adoptar la

conformacién anti o syn con respecto al N3 (ver Tabla 5.1), que se indican en
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subindice. Asi por ejemplo, el anion [CpKI(3)anu|, corresponde a citosina
desprotonada que se encuentra en su forma ceto-imino con un H en N3 y el grupo

imino se encuentra en orientacion anti respecto a N3.

Para los complejos [C(.4)-Ba]” se conserva la nomenclatura de los aniones y
seguido de un guion (-) se indican los atomos de [C(+)]” que interactlan directamente
con Ba’*. Por ejemplo, el isémero [C.KAN1O-Ba]’, corresponde a la C
desprotonada en su forma KA, que interact(a con el catién Ba** a través de los
atomos N1 y O. Finalmente, para los complejos de [Cn)-Ba-C]" se conserva la
nomenclatura empleada para los complejos de [C(.x)-Ba]”, agregando un guién que
indica el sitio de unién con la otra C, que es nombrada como se menciond

anteriormente.

5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Espectrometria de masas FT-ICR

El espectro de masas de la solucion de Citosina/BaCO3; muestra dos
progresiones de masas principales correspondientes a iones doblemente cargados
[C,-Ba]®" conn =2, 3y 4y aiones monocargados [Cey-Ba-Cn] conm=0,1y2
como se muestra en la Figura 5.1, identificados inequivocamente a partir del patrén
isotopico de Ba. En las Figuras 5.1b y ¢, se muestran los patrones isotopicos para l0s
complejos [C,4-Ba]** y [C(.n)-Ba-C]", respectivamente.

[CoBa-Cyltm= 0 1 2

[C,-BaP* n=2 3 4

Intensidad (n.a)

a)

55 280 290 201 292 293 294
"y

Intensidad (u.a)
-

[ComBa-Cl”

5D
\ | %
1 LS JIJ | YWY LL A
100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z 351 305 356 357 355 359 360 36

354 355 356 357 358 359 360 361 362
s

Figura 5.1: a) Espectro de masas FT-ICR de la mezcla Citosina/BaCO; 1,0 mM, b)
Ampliacion del patrén isotopico del complejo [C,-Ba]*, ¢) Ampliacién del patron isotdpico

del complejo [C(.-Ba-C]".
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La formacién de complejos monocargados implica la desprotonacion de una de
las citosinas ([Cxy]) que interactda con Ba**, como se observé anteriormente para
otros cationes divalentes.*®®®! Considerando el pKa, (12,15)"" para Ia
desprotonaciéon de C, en la solucion Citosina/BaCO3; (pH = 8,2) existe un 1% de
[Cny] que resulta suficiente para la formacion de los complejos monocargados. Los
iones correspondientes a los complejos [C(n)-Ba]” y [C(1)-Ba-C]" se aislaron y se

registraron sus espectros DMFIR en el intervalo espectral de 1150—1800 cm™.
5.3.2 Espectroscopia de DMFIR del complejo [C()-Ba]”

La fragmentacion del complejo [Ciw)-Ba]” después de la irradiacion con
fotones IR-FEL en resonancia con un modo activo del ién conduce principalmente a
la pérdida de H,O, produciendo el fragmento [C4H,Ns-Ba]™ (m/z 229,9) como se

muestra en la Figura 5.2.

T

MS FT-ICR [CyBal
a

MS/MS IRMPD 1400 cm™  [C,-Bal"

b

Intensidad lones (u. a.)

-H,0

e -
100 150 200 250 300
m/z

Figura 5.2: Espectro MS/MS del complejo [C()-Ba]". a) Espectro de masas del ion
aislado, b) Espectro de MS/MS luego de irradiar con IR-FEL sintonizado a 1400 cm™.

La péerdida de HNCO es un canal de fragmentacion insignificante (< 1%), en
contraste con los resultados obtenidos a partir de DMFIR de complejos formados
entre la [C(+] "y otros cationes divalentes,'*®*% donde la perdida de HNCO resulta el
canal principal. En consecuencia, consideramos Unicamente la perdida de H,O como
canal de fragmentacion para obtener el espectro DMFIR (Figura 5.3) del complejo
[C(.-Ba]" de acuerdo a la ecuacion (2.14).
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En el espectro se observa una banda ancha e intensa centrada a 1401 cm™ en la
region de los modos de deformacion del anillo en el plano. Ademas, se observa una
banda ancha de menor intensidad en la region de los modos de flexién del grupo NH;
entre 1530—1630 cm™. Esta banda exhibe un perfil asimétrico con un méaximo a
1570 cm™, un pico de menor intensidad a 1604 cm™ y tres hombros a 1554, 1582 y
1622 cm™. Finalmente, algunas bandas de menor intensidad son observadas en las
regiones 1450—1530 cm™ y 1200—1300 cm™.

Intensidad lones (u.a.)

10x 3;‘/\
N

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
NUmero de onda (cm'l)

Figura 5.3: Espectro DMFIR del complejo [C.w)-Ba]®. En rojo se muestran las

ampliaciones del espectro entre 1200—1300 cm™ y 1450—1530 cm™.

5.3.3 Espectroscopia de DMFIR del complejo [C(n)-Ba-C]”

La fragmentacion del complejo [C(.)-Ba-C]" con fotones IR-FEL conduce a la
perdida de C neutra como el principal canal de fragmentacion, produciendo el
fragmento de [C.4-Ba]™ (m/z 247,9), como se muestra en la Figura 5.4. La pérdida
de la base neutra es el canal de fragmentacion de menor energia de este complejo y
también ha sido observado en fragmentacion por DMFIR del complejo relacionado
[Uy-M-UT* (M= Cu®*, Zn*, Pb**, Mg?*, Ca**, Sr**, Ba®*)1*** para el cual se ha

informado que el principal canal de fragmentacion es la pérdida de U neutro.

Ademas, se detecto el fragmento idnico [C4H,Ns-Ba]” con una intensidad muy
baja, correspondiente a la pérdida de [CH,O]. Por lo tanto, se consideraron los dos
canales de fragmentacion para obtener el espectro DMFIR de acuerdo con la

ecuacion (2.14).
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MS FT-ICR (S Bacl”
a

MS/MS IRMPD 1700 cm™
b O

[C(-HyBa-Cl”

Intensidad de lones (u.a.)

~[CH,0]

100 150 200 250 300 350 400
m/z

Figura 5.4: Espectro MS/MS del complejo [C(.-Ba-C]™. a) Espectro de masas del i6n
aislado, b) Espectro de MS/MS luego de irradiar con IR-FEL sintonizado a 1700 cm™.

El espectro DMFIR del complejo [C(.)-Ba-C]" (Figura 5.5), estd dominado por
dos bandas anchas e intensas. La primera de ellas se observa en la region de los
modos de deformacién del anillo en el plano, entre 1370—1440 cm™ con un maximo
a 1406 cm™. La segunda banda aparece en la regién de los modos de flexion del
grupo NH, entre 1545—1665 cm™ y presenta un perfil asimétrico con un méaximo a
1622 cm™ y dos hombros a 1574 y a 1645 cm™, respectivamente. Ademas, aparece
un grupo de bandas mas débiles entre 1450—1550 cm™. Finalmente, se observan una

serie de bandas de menor intensidad a 1200 cm™ y 1350 cm™.

Intensidad lones (u. a.)

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Numero de onda (cm'l)

Figura 5.5: Espectro DMFIR del complejo [C()-Ba-C]* entre 1150—1800cm™.
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5.3.4 Resultados tedricos

Para obtener mas informacion sobre la estructura de los complejos [C(n)-Ba]” y
[Ccr)-Ba-C]" y la naturaleza de las interacciones entre C, [Ci] Y Ba®, realizamos
calculos de estructura electronica en el estado fundamental a nivel DFT como se
menciona en la seccién 5.2.2. La molécula de C neutra tiene una gran variedad de
tautdbmeros que se han caracterizado por varios meétodos experimentales y
te6ricos.®**"! Como se discutié en el capitulo 3, se ha establecido que la citosina
existe en cuatro formas tautoméricas: las formas ceto-amino (CKA(1) y CKA(3),
enol-amino (CEAani Y CEAsy), ceto-imino (CKlai Yy CKlgy) y enol-imino
(CEI(L)anti, CEI(1)syn, CEI(3)anti Y CEI(3)syn) la nomenclatura empleada se detall6 en

la seccién 5.2.3.

Luego, se calcul6 la energia de los seis isdmeros de la C neutra para validar el
método utilizado. Nuestros resultados estan de acuerdo con informes anteriores de
calculos a nivel DFT y MP2,55%8 en |os cuales se ha demostrado que el isémero
CKA(2) y los isomeros CEA,ni son los mas estables en fase gaseosa, mientras que en

solucidn los isdmeros mas estables son los tautdmeros KA (CKA(1) y CKA(3))

Los isomeros de [C(.1)]” que surgen a partir de la desprotonacion de los atomos
N1, N3, N8 u O de los diferentes tautdbmeros de C fueron calculados al mismo nivel
de teoria y comparados con resultados previos reportados en la literatura. En la Tabla
5.1 se presentan los aniones de menor energia que pueden surgir a partir de la
desprotonaciéon de las seis estructuras de menor energia de C neutra. Nuestros
calculos indican que los aniones de menor energia en fase gaseosa son los tautdmeros
ceto-imino  [CimKIB)anei] Y [CemKIB)syn] =, que surgen a partir de la
desprotonacién del N8 del tautdbmero de citosina neutra CKA(3) o de la
desprotonacion del N1 de los tautomeros CKlgy, y CKlani, respectivamente. Mientras
que, la desprotonacion de CKA(1) o CKA(3) y CEAaniisyn conducen al isdmero ceto-
amino [C_KA] de citosina desprotonada el cual, en fase gaseosa, estd 5,68

kcal/mol por encima del minimo global (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1. Isébmeros de menor energia de C neutra y los correspondientes
aniones que se forman luego de la desprotonacion de los 4&tomos que se indican en
circulos verdes. Los numeros en paréntesis indican las energias relativas con ZPE
calculadas a nivel B3LYP/6-311G ++(d,p) para C y [C()] en fase gaseosa (negro) y
en fase acuosa, modelo PCM (rojo)

Citosina neutra Citosina desprotonada
2 (6,90)
CKA(3) (4.45)
N © b lekal 659
CKA(1) ©) -H m ©)
: [ 5
CEAw V;;‘:t, 1
CEAy ‘;{flr 150
(7,27)
(6,90)
- ‘;’{ixv “o 2 )
3 ) O @)
(2,40) -]
CKlani ;I:I (6.45)
a (6,90)
CKA(3) "1:‘1. (4,45) H+ & (1.80)
@ 3 i} [CmKIB)syn]| (3,94)
K woy N
CKlgn (7,60) ¢ 9
* (0)
CKA(1) v{f}: 0 . & (14.50)
/ -H [Con KI(D) anec] (7,56)
N 2,40
S -4 A
o LT, ¢
_H+ ic _ ;a (8,32)
¢ (—H)Kl(l)s}m] (6’03)
CKlgyn :I:I (4,04) °
(7,60)
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En la Tabla 5.1 se muestran las energias relativas de los isomeros de [C( )]
mas estables y por lo tanto los mas relevantes para la interpretacion de la estructura
molecular y la naturaleza de las interacciones con el ion metalico Ba®*. Cabe destacar
que las energias relativas calculadas para los diferentes aniones estan en
concordancia con las determinadas previamente por Vézquez et al.® a nivel
MP2/6-311+G(2d,p). Méas recientemente Zhu et al.’” encontraron evidencia
experimental, por medio de ESI acoplada a espectroscopia fotoelectronica con mapeo
por imagenes de alta resolucién, de la  presencia de los

aniones [CmKI(3)anti] » [CemKIB)syn] ¥ [C-mKA] en fase gaseosa.

En contraste, cuando se considera el efecto del solvente de forma implicita en
los célculos, como se menciona en la seccién 5.2.2, el isémero [C_pKA| se
convierte en la estructura mas estable de [C(w)], mientras que los isomeros
[CinKIB)anei] ¥ [C-mKIB)syn| se encuentran ahora ligeramente por encima del

minimo como se puede observar en la Tabla 5.1.

Recientemente, se informé que de todos los isomeros de [C(w)]’, el isdmero
[CmKA] presenta la mayor afinidad para formar complejos con agual®!
consistente con los resultados presentados aqui. EI cambio en la estabilidad relativa
de los isdmeros de [C.n)] como consecuencia de la solvatacion es debido al alto
momento dipolar del isémero [C._;KA] (U= 7,5 D) con respeto a los momentos
dipolares de los isémeros [C_KI(3)anei] (M= 4,0 D) ¥ [CeinKI(B)ane] (=19
D).

Los 5 aniones de menor energia en la fase gaseosa y acuosa se consideraron
como precursores de los complejos que pueden formarse a partir de la interaccion
entre Ba®* y los 4&tomos con mayor densidad de carga negativa de [Cew] . Enla Tabla
5.2 se muestra la distribucién de cargas de los distintos &tomos de los cinco isomeros
mas estables de [C(.w)]” determinadas a partir de los calculos de Orbitales Naturales
de Enlace (NBO). Se espera gque los atomos con mayor densidad de carga negativa
(N1, N3, 02 y NB8) presenten una mayor afinidad por el i6n Ba®" y por lo tanto

formen complejos mas estables.
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Tabla 5.2. Distribucion de cargas NBO para los cinco isomeros de [C(.y] de
menor energia. En negrita se resaltan los atomos con mayor densidad de carga

negativa en cada isomero.

Atomo  [C KAl [CemKI®ane]  [CemKI®gn]  [CemKIMane]  [CmKIMiyn]

N1 -0,607 -0,654 -0,657 -0,649 -0,651
C2 0,732 0,773 0,772 0,760 0,762
o7 -0,712 -0,719 -0,720 -0,743 -0,745
N3 -0,650 -0,646 -0,662 -0,661 -0,700
C4 0,405 0,415 0,414 0,381 0,382
N8 -0,823 -0,834 -0,818 -0,775 -0,806
C5 -0,472 -0,450 -0,417 -0,365 -0,333
C6 0,080 0,074 0,068 0,029 0,022

La optimizacion de la geometria de los complejos [C(.y)-Ba]” se realiz6 sin
ningun tipo de restriccion de simetria y sobre SEP corregidas por el método de
counterpoise. En la Tabla 5.3 se muestran las energias relativas de los isémeros méas
estables del complejo [Cny-Ba]” en un intervalo de 16 kcal/mol en fase gaseosa y la
correspondiente energia corregida por el efecto del solvente (PCM), los demas
isdbmeros presentaron energias relativas muy altas, por lo que no fueron tenidos en

cuenta para el analisis de los resultados.

El isomero méas estable del complejo [C(n)-Ba]” ya sea en fase gaseosa o
acuosa nombrado como [C._y)KAN10-Ba|" corresponde a una estructura plana en la
cual el Ba®* interactda simultaneamente con los atomos N1y O de [C_mKA],

formando una estructura dicoordinada.

Aunque el minimo global corresponde al mismo isomero tanto en la fase
gaseosa como en la acuosa, el solvente reduce la diferencia de energia entre los
distintos isdbmeros, cambiando sustancialmente las estabilidades relativas. Los
isbmeros mas estabilizados por el solvente son aquellos con el momento dipolar mas
alto, como se muestra en la Tabla 5.4. Debido a la estabilizacion por el solvente el
isomero [C_iKAN30O-Ba|" que es la tercera estructura mas estable en la fase gaseosa
se convierte en la segunda estructura mas estable en solucion, casi isoenergetico con
el minimo global [C(_H)KANIO-BaT, mientras que en fase gaseosa la segunda
estructura mas estable corresponde al isémero [C(_y)KI(1)4n;N3N8-Ba]", este Gltimo

es el mismo orden de energia que el reportado para los complejos de [C)-Pb]*".*®!
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Tabla 5.3. Energias relativas con correccion por la energia del punto cero
(EE+ZPE) y energias libres de Gibbs estandar relativas calculadas a 298 K (AG 20sK)
para los isomeros del complejo [C.-Ba]” en fase gaseosa y la correccion de las
energias relativas considerando el efecto del solvente (PCM). Las poblaciones
relativas se calcularon suponiendo una distribucion de Maxwell-Boltzmann,

considerando que la temperatura de los iones es ~ 298 K.

Fase gaseosa PCM (agua)
Estructura EE+ZPE AG®p8x P.R. EE+ZPE AG®98x P.R.
(kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol)  (kcal/mol)

&
0 0 1 0 0 1
J

[C-mKAN10O-Ba]*

A
7,35 7,15  5,71x10°® 0,57 0,26 0,65
)

[CmyKAN3O-Ba]*

A
i : 5,35 536  1,17x10* 7,33 7,05 6,76x10°

[C-m)KI(1) gneiN3N8-Ba]".

o,
J:I? 12,98 13,01 2,68x10™ 5,56 5,38 1,13x10™

[C—mKI(3) gneN10-Ba]"

i! 15,28 15,92 2,11x10™"2 8,77 8,88 3,07x107

[C(_H)KI(3)SynNIO-Ba]
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Tabla 5.4. Momentos dipolares (W), energias relativas considerando la
correccion de la energia de punto cero (AE+ZPE), en fase gaseosa y acuosa de los
cinco isdmeros mas estables de [C(.n)-Ba]” y sus respectivas energias de solvatacion,
calculadas a nivel B3LYP/6-311 G++(d, p)//ECP46MDF

Isémero (AE+ZPE) s (AE+ZPE)j0 AEgy Hgas (D)
kcal/mol kcal/mol kcal/mol
[C_yKAN10O-Ba]’ 0 0 -119,16 78
[Cc_15yKI(1) 4eiN3N8-Ba|" 5,36 7,34 -117,18 6,6
[C-uyKAN3O-Ba|’ 7,35 0,57 -125,94 10,6
[C_yKI(3) gneiN10-Ba]* 12,98 5,57 -126,58 11,9
[CwKI(3),»N10-Ba]" 15,92 8,77 -126,32 12,4

Se realiz6 el andlisis de distribucion de las cargas NBO, para las tres
estructuras de menor energia de los complejos [C(.4-Ba]™ y se compararon con las
obtenidas para los correspondientes isomeros de [C(.+)] Yy los resultados se muestran
en la Tabla 5.5. En los tres casos, la carga en el &tomo de Ba se encuentra entre +1,84
y +1,86, lo que demuestra que hay una muy pequefia transferencia de carga desde
[Cmy] hacia el cation de Ba?* sugiriendo que la interaccién entre estos dos grupos es

principalmente electrostatica.

Tabla 5.5. Distribucion de cargas NBO para los tres isémeros menor energia
de [C(-H)-Ba]+.

Atomo  [CpKA] [Cc.wyKAN10-Ba]* [ComKAN3O-Ba]*  [ComKIWanul  [C(_y)KI(1)qneiN3N4-Ba]*
N1 -0,607 -0,826 -0,524 -0,649 -0,593
C2 0,732 0,738 0,733 0,760 0,795
o7 -0,712 -0,917 -0,926 -0,743 -0,634
N3 -0,650 -0,561 -0,806 -0,661 -0,883
C4 0,405 0,451 0,446 0,381 0,442
N8 -0,823 -0,730 -0,763 -0,775 -1,019
C5 -0,472 -0,347 -0,359 -0,365 -0,364
C6 0,080 0,105 0,137 0,029 0,126
Ba 1,845 1,843 1,864
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Asi mismo, se encontré que la interaccién con Ba** induce una ligera
polarizacion en [C()]’, como lo demuestra la disminucion en la carga parcial sobre
los atomos N1, N3, O y N8 coordinados directamente a Ba®*, en comparacién con
sus respectivas cargas en el anion [Cy)] libre (ver Tabla 5,5). Los resultados
concuerdan con los obtenidos en fase gaseosa para los complejos [Cuy-Pb]" y
[Ur-Pb]* *2%88 aunque en estos complejos, la transferencia de carga de la
nucleobase al i6n metalico es mayor, lo que indica una interaccion mutua mas
covalente. Por un lado, esto es esperable ya que el radio idnico de Ba®* (149 A) es
mayor que el radio iénico de Pb?* (133 A) y se espera que al aumentar el radio i6nico
del metal disminuye la transferencia de carga desde la nucleobase.?”*! Por otro lado,
los cationes de metales de transicion tienen una mayor capacidad que los cationes
alcalinos y alcalinotérreos para coordinar covalentemente diferentes ligandos.
Recientemente se ha informado que los complejos [U+)-M-U]" (con M= Ba®*, Sr*,
Ca’* y Mg?®") presentan principalmente interacciones electrostaticas.*®

La busqueda de las geometrias mas estables de los complejos [C(.)-Ba-C]" se
basé en la consideracién de la interaccion entre catién de Ba** de los cinco isdmeros
de menor energia de [C()-Ba]” y los atomos N1, N3, O y N8 de los seis tautémeros
de menor energia de C neutra, presentados en la Tabla 5.1. En tal sentido, se
encontré que la dicoordinacién de Ba®* a los 4&tomos N3 y O de C neutra en su forma
candnica CKA(1), conduce a los cinco isomeros mas estables de [C(n)-Ba-C]
presentados en la Tabla 5.6, mientras que los otros sitios de interaccién conducen a

estructuras menos estables que no fueron consideradas en el andlisis subsiguiente.

Los complejos mas estables de [C(.n)-Ba-C]" presentan como caracteristica en
comun una estructura tetracoordinada, en la que el Ba actia como atomo central,
mientas que [Cw)]” y C se encuentran en diferentes planos. Cabe destacar que no se
encontré ninguna estructura plana en fase gaseosa ni en fase acuosa, contrario a lo
encontrado para los complejos monocargados de citosina neutra con H* ([C,H]"),™
metales alcalinosi*”? ([C,M]* M=Na", Li* K*, Rb*, Cs") y de transicién 217 ([C,M]*
M=Ag" y Cu®), los cuales, imitan la estructura tipo i-motif responsable de estabilizar
plegamientos de orden superior en el ADN. Sin embargo, se sabe que cuanto mayor
sea el tamafo del cation metalico, la estructura de los complejos se vuelve menos
simétrica, como consecuencia de un debilitamiento de las interacciones por puente de

hidrégeno entre los grupos NH, y C=0 entre ambas CP®'"2 responsables de
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mantener la planaridad del sistema. En este escenario, se espera que el radio ionico
grande de Ba** favorezca la perdida de planaridad de los complejos [C(.x)-Ba-C]".

Tabla 5.6. Energias relativas con correccion por la energia del punto cero
(EE+ZPE) y energias libres de Gibbs estandar relativas calculadas a 298 K (AGozggK)
para los isomeros del complejo [C(n)-Ba-C]* en fase gaseosa y la correccion de las
energias relativas considerando el efecto del solvente (PCM). Las poblaciones
relativas (P.R) se calcularon suponiendo una distribucion de Maxwell-Boltzmann,

considerando que la temperatura de los iones es ~ 298 K.

Fase gaseosa PCM (agua)
Estructura EE+ZPE AG®y8i P.R. EE+ZPE AG®98x P.R.
(kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol)  (kcal/mol)
N
0 0 1 0 0 1
J 9
L)
[C_nyKAN10-Ba-C,)|*
N f}?
5,29 2,27 1,35x10* 1,11 0,81 0,25
4
J
J

[C_uyKAN30-Ba-Cy)]"
<

o

% 10,88 12,96 3,31x10™%° 7,80 4,87 2,68x10™
9
9

[CorKI(1) gneiN3N8-Ba-Cypy|*.

12,89 6,18 2,92x10°° 5,48 4,45 5,43x10™

[C-KI(3) niiN10-Ba-Cy,) |

&,
J
15,58 15,27 6,34x10? 6,81 10,91 9,99x10°°
&
J

+
[CwKI(3),,,N10-Ba-C )]
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Los célculos indican que los cinco isbmeros de menor energia, se encuentran
dentro de un intervalo de 15,6 y 7,8 kcal/mol en fase gaseosa y en solucién,
respectivamente. ElI minimo global en ambas fases corresponde al isémero
[C-KAN1O-Ba-C(»)|*, en el cual Ba®" del complejo [C_yKAN1O-Bal’
interactUa con los atomos N3 y O de C neutra. Entre las diferentes conformaciones
que puede adoptar este isomero, la conformacién anti es ampliamente favorecida
debido a la estabilizacion adicional inducida por la formacion del puente de
hidrogeno (NH-O=C) entre el grupo NH, de [C.y)] y el C=0O de C neutra.
Consecuentemente, e independiente de la orientacion conformacional inicial de C y
[C)], todas las estructuras evolucionan espontaneamente, durante la optimizacion,

hacia la conformacién anti.

Consistentemente, con los resultados obtenidos para los isémeros de
[Cr-Ba]”, se encontrd que las estructuras del complejo [Ciw)-Ba-C]* mas
estabilizadas por el efecto del solvente son aquellas con un mayor momento dipolar
(1), como se muestra en la Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Momentos dipolares, energias relativas considerando la correccién
de la energia de punto cero (AE+ZPE) en fase gaseosa y acuosa de los cinco
isomeros mas estables de [C.n-Ba-C]", y sus respectivas energias de solvatacion
calculadas a nivel B3LYP/6-311 G++(d, p)//ECP46MDF

Isémero AE+ZPE g5 AE+ZPE, 0 AEgow Mgas (D)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
[C1)KAN10-Ba-C(,)|* 0 0 -82,78 4,0
[CyKAN30O-Ba-C(,y|* 5,29 1,11 -86,96 5,69
[C-)KI(1) 4niN3N8-Ba-C ) | 10,88 7,80 -85,86 3,51
[C—)KI(3) gneiN10-Ba-C(,|* 12,89 5,48 -90,19 9,28
[C—)KI(3) gneiN10-Ba-C )| 15,58 6,81 -91,55 10,00

En ese sentido, el isomero [C_p)KAN3O-Ba-C,)|" que en fase gaseosa se

encuentra 5,2 kcal/mol por encima del isomero mas estable, en solucién se encuentra
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practicamente degenerado con el minimo global de energia. De igual forma, los
isomeros en la  forma  ceto-imino  [CyKI(3)gnuiN1O-Ba-Crpy|” Y
[C(_H)KI(E»)an“-NlO-Ba-C(S)]+ que presentan un alto momento dipolar son fuertemente

estabilizados en fase acuosa.

El analisis NBO de las dos estructuras de menor energia de los complejos de
[Cn)-Ba-C]" (Tabla 5.8) revela que la carga sobre Ba en ambos casos es +1,86. Esto
indica que, al igual que en el caso de los complejos de [C()-Ba]”, existe una muy
pequefia transferencia de carga desde las nucleobases hacia el ion Ba®* y por lo tanto,

la interaccion es principalmente electrostatica, tanto con CKA(1), como con

[C-mKA]

Tabla 5.8. Distribucion de las cargas NBO para los dos isomeros de menor

energia de [C(n)-Ba-C]".

i 1somero [Ci.n-Ba]” 1somero [C(.p-Ba-C]* 1somero [Ci.n-Ba]” Isémero [C(n)-Ba-C]*
Atomo  CKA(Q)
[C(-mKAN10-Ba]" [C(_1KAN10-Ba-C ()| [C(_uKAN3O-Ba]* [C(-1)KAN30-Ba-C( "
N(1) -0,598 -0,826 -0,579 -0,524 -0,578
C(2) 0,777 0,738 0,782 0,733 0,783
0O(2) -0,625 -0,917 -0,757 -0,926 -0,762
N(@3) -0,600 -0,561 -0,734 -0,806 -0,737
C(4) 0,444 0,451 0,478 0,446 0,478
N(@4) -0,760 -0,730 -0,714 -0,763 -0,709
C() -0,373 -0,347 -0,333 -0,359 -0,331
C(6) 0,104 0,105 0,116 0,137 0,116
Ba 1,845 1,859 1,843 1,857

5.3.5 Comparacion del espectro DMFIR con los espectros IR calculados
para los isomeros del complejo [C()-Ba]”

Para obtener informacion estructural acerca de los isdbmeros que se forman a
partir de la interaccion entre [Ciy)] Yy Ba?*, se calcularon los espectros vibracionales
de absorcion IR monofotdnica para las estructuras de menor energia del complejo
[Cwy-Bal™, que se muestran en la Tabla 5.3, y se compararon con el espectro

experimental de DMFIR del mismo.

La comparacion del espectro experimental con los calculados para los isomeros
de menor energia se muestra en la Figura 5.6. La asignacion de las bandas
observadas en el espectro experimental se basa en su comparacion con los espectros
calculados. Las bandas débiles observadas en el espectro DMFIR a 1247 y 1268 cm™
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son asignadas a la combinacion de los modos de deformacion del anillo en el plano,

calculadas a 1242 y 1264 cm™, respectivamente, para el isémero [C-1KAN1O-Ba]".

T ’ T T
[C(—nyKAN10-Ba]
]

r o -

r---1%4

[C(—nyKAN3O-Ba|*

Intensidad (u.a.)

[CKI(1) 4t N3NB-Ba |*

[CmKI(3) 4y N1O-Ba]*

[C-myKI(3)5y,N10-Ba]"

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Namero de onda (cm™)

By EEE

Figura 5.6: Comparacion del espectro experimental DMFIR del complejo [C(-Ba]”

entre 1150—1800 cm™ con los espectros de absorcion IR monofoténicos calculados para los
cinco isdbmeros de menor de este complejo, a nivel B3LYP/6-311G++(d,p)//ECP46MDF.

La banda ancha e intensa centrada a 1401 cm™ es asignada al modo de estiramiento

del enlace C=0, acoplado con la deformacion del anillo en el plano, la cual es

calculada a 1412 cm™ para el isémero [C—1)KAN10-Ba]". Sin embargo, el ancho y la

intensidad de esta banda sugieren la presencia de varias transiciones que absorben en

esta region espectral, probablemente pertenecientes a isomeros diferentes. Los dos

hombros observados en el espectro DMFIR a 1341 y 1374 cm™ se asignan a los
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modos de respiracion del anillo calculados en 1334 y 1353 cm™ para los isémeros
[C—1KAN3O-Ba]" y [C_)KAN10-Ba|", respectivamente. El hombro que aparece a
1387 cm™ en el espectro DMFIR puede ser asignado al estiramiento del C=0,
acoplado a una deformacion del anillo en el plano, calculado a 1377 cm™ para el
isomero [C_y)KAN30-Ba]’, mientras que el hombro que aparece a 1429 cm™ es
asignado a los modos de estiramiento de los enlaces C2—N1 y N3—C4 para esta
misma estructura. El grupo de bandas débiles observadas entre 1460 y 1530 cm™ en
el espectro DMFIR estan en buen acuerdo con las frecuencias calculadas (1472 y
1513 cm™) para los modos de respiracién en anillo de [Cny] en el isomero

[C—myKAN10-Ba]".

En el espectro de DMFIR se observa una banda ancha e intensa, entre
1535—1635 cm™, que consta de dos picos principales en 1570 y 1604 cm™ vy tres
hombros en 1554, 1582 y 1622 cm™, lo que sugiere la contribucién de varias
transiciones en esta region espectral. La asignacion de las bandas que aparecen en
esta regidon espectral nos permitié sugerir la presencia de los isomeros
[C-my)KAN10-Ba|" y [C(_zyKAN3O-Ba]". El pico intenso observado a 1570 cm™ es
asignado a la combinacién de los modos de estiramiento (C4—C5 + C2—N1) y el
modo de flexion del grupo NH, del isdmero [C(_H)KAN3O-Ba]+ calculado a
1566 cm™. Este isémero esta ligeramente por encima en energia del minimo global
en fase acuosa, pero es el tercer isbmero mas estable en la fase gaseosa (Tabla 5.3).
Adicionalmente, la caracteristica espectral observada a 1604 cm™ es asignada al
modo de flexion del grupo NH;, del isémero [C_y)KAN10-Ba|" calculada a 1612
cm™. Finalmente, los hombros observados a 1554 y 1622 cm™ corresponden a los
modos de estiramiento de los enlaces C5—C6 y N3—C4 y al modo de flexion del
grupo NH,, del isémero [C_yKAN3O-Ba]* calculados a 1551 y 1614 cm™,
respectivamente; mientras que el hombro observado a 1582 cm™ corresponde a la
combinacion de los modos de estiramiento (C5—C6) y flexion del grupo NH,, del

isomero [C(_y;KAN10-Ba]" calculado a 1591 cm™.

Los modos de estiramiento del enlace C=0 en los isdmeros
[C-;yKAN10-Ba|* (calculado a 1412 cm™) y [C_sKAN3O-Ba]" (calculado a

1377 cm™) se encuentran fuertemente desplazados hacia menores frecuencias con

respecto al estiramiento del C=0O en [Cw)] (calculado a 1591 cm™). La gran
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disminucidn en la frecuencia vibracional de este modo es debida al incremento en la
masa reducida del mismo, como consecuencia de un fuerte acoplamiento con el
cation Ba** que induce una fuerte polarizacién del C=0, de acuerdo con la
comparacion de las cargas entre la [C)KA] vy sus correspondientes complejos (ver
Tabla 5.5). En efecto, se observa un debilitamiento del enlace C=0, producto de esta
interaccion, evidenciado por el alargamiento de la distancia de enlace C—O, desde

1,238 A en [Ce] libre, a 1,307 Ay 1,310 A en los isomeros [C(_y)KAN10-Ba]*

Y [C1)KAN3O-Ba]", respectivamente.

La asignacion del espectro DMFIR, luego de su comparacion con los espectros

calculados para los diferentes isomeros, nos permitio identificar la presencia de los
isomeros [C_KAN10-Ba] "y [C(_i)KAN30-Ba]", que a su vez son las estructuras
mas estables en fase acuosa. De hecho, la ausencia de la banda mas prominente del
isdbmero [C(_H)Kl(l)antiN3N8-Ba]*, correspondiente al modo de estiramiento del
enlace C=0, calculada a 1701 cm™, nos permite desestimar la presencia de este
isdbmero, que es la segunda estructura mas estable en la fase gaseosa y que ha sido
encontrada previamente en complejos analogos [C(-H)-Pb]+.[38] Los isémeros
[CmKI(3)antiN10-Ba]" y [C_pyKI(3) aneiN10-Ba] " se encuentran a energias muy
por encima del minimo global (en ambas fases) y no se observan bandas

caracteristicas en el espectro DMFIR, por lo cual no son tenidos en cuenta.

Como se observa en la Tabla 5.3, las poblaciones relativas esperadas para los
isomeros [C(_y)KAN10-Ba|", [C_pyKAN3O-Ba|" y [C(_pyKI(1)4ne;N3N8-Ba|" en fase
gaseosa son; 1,0; 5,71 x 10° y 1,17 x 10, respectivamente. Mientras que las

correspondientes poblaciones relativas en solucién son 1,0; 0,65; 6,76 x 10°. El

hecho de que experimentalmente se observen los isomeros [C(_H)KANIO-Ba]+ y

[C(_H)KAN3O-Ba]+ como mayoritarios permite sugerir que la poblaciéon observada

en la fase gaseosa se parece mas a la poblacion de isomeros que se forma en
solucion, lo que indica que los isomeros se forman en la solucion y estas estructuras
se mantienen durante la vaporizacién suave del solvente en la fuente de ESI, como se
ha observado previamente en otros trabajos para los complejos de [CGH]" y
Timidina-Na [Thd-Na]*.* ¢3!
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A diferencia de lo observado para el complejo [C(x)-Ba]™ en el cual se
desprotona exclusivamente N1 de C, en el caso de los complejos [C(.H)-Pb]+[38] se
encontré que la interaccién con el Pb?* ocurre a través de los atomos N1-O y N3-N8
de [Cw)]’, indicando que la desprotonacion tiene lugar tanto en N1 como en N8. La
diferencia observada entre ambos complejos permite concluir que el sitio de
desprotonacién y el esquema de interaccion dependen de la naturaleza del metal,
como ya se habia observado previamente para U con diversos metales

divalentes.[*3%"]

5.3.6 Comparacion del espectro DMFIR con los espectros IR calculados
para los isomeros del complejo [C(n)-Ba-C]”

Se calcularon los espectros vibracionales para los cinco isémeros de menor
energia del complejo [C(.)-Ba-C]™ mostrados en la Tabla 5.6 y se compararon con el
correspondiente espectro DMFIR, como se muestra en la Figura 5.7. Todo el
espectro DMFIR puede asignarse a las transiciones calculadas para los isomeros mas
estables [C_uKAN10-Ba-C(y)|" ¥ [C—nyKAN30O-Ba-C(,)|" incluso los detalles finos

que se observan en el espectro DMFIR son muy bien reproducidos.

Aunque todos los demés isomeros tienen bandas de absorcidon en la misma
region, especialmente entre 1700 y 1550 cm™, el espectro podria asignarse
completamente considerando el isomero mas estable. Sin embargo, las bandas que se
observan en el espectro calculado para el isomero [C_y)KAN30-Ba-C,|" también se
ajustan a las del espectro experimental DMFIR. Ademas, este isomero es el segundo
mas estable en ambas fases. En efecto, es casi isoenergético con el minimo global en
fase acuosa (1,11 kcal/mol) y, por lo tanto, no se puede descartar su presencia en la
solucién. Por su parte, los isdmeros Kl (ver Tabla 5.6) [C(—H)KI(3)antiN10'Ba'C(a)]+v
[CmKIB)aneiN1O-Ba-Cigy|" Yy [CemKI(1)aneiN3N8-Ba-C(»y]" se  encuentran
significativamente mas altos en energia, ya sea en fase gaseosa o en solucion. Por lo
tanto, se espera una poblacion muy baja de estos isomeros a la temperatura

experimental de aproximadamente 298 K (Tabla 5.6)..

En ese sentido, son particularmente notables la intensidad relativa de la banda del

espectro DMFIR que aparece a 1466 cm™ y la asimetria de la banda intensa que
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aparece a 1407 cm™, las cuales no se reproducen adecuadamente en el espectro

calculado para el isémero [C_y)KAN10O-Ba-C(,)|".

[cmKAN30 — Ba'— c(a)]+

[CmKI(3)qniiN10 — Ba — C ()]

Intensidad (u.a.)

: . . v
[CcmKI(1)aniN3N8 — Ba — Cy)] N

1

N~ T ‘ _ %
+
[CmKI(3)qniN10 — Ba — C(5)] Q
J
rs
J

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Namero de onda (cm™)

Figura 5.7: Comparacion del espectro experimental DMFIR del complejo [C(..-Ba-

C]" entre 1150—1800 cm™ con los espectros IR calculados para los cinco isémeros de menor

a nivel B3LYP/6-311G++(d, p)//ECP46MDF.

La intensidad particularmente alta de la banda 1466 cm™ en relacion a las otras
bandas cercanas podria racionalizarse como el solapamiento de las bandas calculadas

a 1462 cm™ y 1443 cm?, para los modos de estiramiento de los enlaces NI—C1 y
N3—C4 de [C(n)] en los isdmeros [C(_y)KAN10-Ba-Ciy)|" Y [C—iyKAN3O-Ba-Cy]",

respectivamente.
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La asimetria de la banda intensa observada a 1407 cm™ con un hombro a
1421 cm™ se podria explicar considerando la presencia de las bandas calculadas a
1401 cm™ para el isomero [Ci_yKAN30-Ba-C,y|" y 1405 cm™ para el isomero
[C—KAN10-Ba-C(,)|". En ambos isémeros, esta transicion es asignada a los modos
de deformacién del anillo en el plano, asociado a los modos de estiramiento C=0 y
N3—C4 para la [C(.)] .

Por lo tanto, estas dos observaciones podrian ser consideradas como
. ;. . . + . - 4
diagnéstico de la presencia del isémero [C._y)KAN30-Ba-C(,| junto al isémero

mayoritario [C._y,KAN10-Ba-C(y)] .

El resto de las transiciones en la region espectral comprendida entre
1300—1450 cm™ son asignadas principalmente a los modos de deformacion del
anillo en el plano para los dos isdmeros de menor energia. La banda que se observa a
1348 cm™ en el espectro DMFIR es calculada a 1350 y 1335 cm™ para los isémeros
[CcKAN10-Ba-Coy|" y [C—myKAN3O-Ba-C(,)|", respectivamente; y es asignada a
los modos de balanceo de los enlaces C6—H y N8—H de [C.n] .

La banda a 1496 cm™ en el espectro DMFIR es calculada a 1484 y 1482 cm™
para los dos isomeros de menor energia, respectivamente y corresponde a la
combinacidén de los modos de estiramiento del enlace N3—C2 y de flexién del grupo
NH; de CKA(1). Por otro lado, la banda débil que es observada a 1513 cm™ en el
espectro DMFIR es calculada a 1504 cm™ para ambos isémeros y es asignada a los
modos de estiramiento de los enlaces N1—C6 + C4—C5 acoplados al modo de

flexion del grupo NH;.

Finalmente, la region espectral entre 1545—1700 cm™ exhibe una banda ancha

e intensa compuesta por varias transiciones.

El hombro que se observa en el espectro DMFIR a 1565 cm™, es asignado a la
combinacion de los modos de estiramiento C5—N3 y flexion del grupo NH, para
[Cw], cuya frecuencia calculada a 1561 cm™ se observa Gnicamente en el espectro

simulado para el isémero [C(_y)KAN30-Ba-C(y|".

El hombro que se observa a 1600 cm™ corresponde al modo de flexion del
grupo  NH; de [Cuy] en  los isémeros  [C_yKA-N10Ba-Cqy|™ Yy
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[C_my)KA-N30Ba-C(y)]", cuyas frecuencias son calculadas a 1603 y 1611 cm™,

respectivamente.

El pico intenso observado a 1622 cm™ es muy bien reproducido en los
espectros  calculados de  los  isémeros  [C_yKA-N1OBa-C»|* vy
[C_my)KA-N30Ba-C(,)]* cuyas frecuencias calculadas son 1622 y 1620 cm™,
respectivamente. Esta banda es asignada a la combinacion de los modos de
estiramiento de los enlaces C=0 y C5—C6 de CKA(1). Como es esperable, la
frecuencia de estiramiento del enlace C=0 de CKA(1), calculada a 1715 cm™ para la
molécula libre, se encuentra desplazada hacia menores frecuencias como
consecuencia del debilitamiento de este enlace, que resulta de la interaccion directa
con Ba®*, lo cual es evidenciado por un ligero alargamiento de la distancia de enlace
C=0 desde 1,216 A en CKA(1) libre a 1,249 A en los dos isomeros mas estables del
complejo [C()-Ba-C]".

El hombro que aparece a 1645 cm™, en la regién de mayores frecuencias, es
asignado a la frecuencia de la flexion del grupo NH, de CKA(1), la cual es calculada
a 1649 y 1648 cm® para los isomeros [C_pKA-N10Ba-Ciy|™ 'y

[C—mKA-N30Ba-C, |", respectivamente.

Por lo tanto, el espectro DMFIR del complejo [Cn)-Ba-C]" puede asignarse
considerando una mezcla de los dos isomeros mas estables. A pesar de que el
isomero [C_y)KA-N30Ba-C(,)|" es el segundo més estable tanto en fase gaseosa
como en solucion, la poblacién esperada para esta especie en fase gaseosa es
despreciable y no se esperaria que tenga algun aporte significativo al espectro
DMFIR. Sin embargo, la poblacién de este isomero en solucién es comparable a la
del isomero maés estable y se espera observar aportes de ambas especies al espectro
experimental, como se mostro en los parrafos precedentes. Por lo tanto, al igual que
en el caso del complejo [C.)-Ba]”, las estructuras encontradas en fase gaseosa para
el complejo [Cn)-Ba-C]" representan la composicion de las mismas en la solucion
de partida, indicando una vez mas que su estructura se mantiene tras la vaporizacion

en la fuente suave de ESI.
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5.4 Conclusiones

En este capitulo se presentaron los resultados de la caracterizacion estructural,
mediante espectroscopia DMFIR en complemento con céalculos de estructura
electronica de los complejos que se forman a partir de la interaccion entre citosina y
Ba®*. Las conclusiones presentadas a continuacién muestran que el estudio de las
propiedades estructurales que se obtienen a partir de la interaccion entre las bases del
ADN vy cationes divalentes, representa un interesante objeto de estudio, pues los
cambios estructurales inducidos por estos son muy diversos y pueden modificar
significativamente las propiedades de reconocimiento molecular entre las bases, asi

como favorecer la formacion y estabilizacion de especies anidnicas de las bases.

1. Se encontré que la interaccion entre citosina y Ba®*, da lugar a complejos
monocargados,  estabilizando  principalmente el anion [C.y)KA].
Adicionalmente, la comparacién con los resultados encontrados para los
complejos [C(-H)-Pb]+,[38] sugiere que el sitio de desprotonacién depende de la
naturaleza del catién, y por lo tanto el esquema de interaccion puede ser
modificado en funcién de las propiedades del cation metalico.

2. Se caracterizaron las estructuras de los complejos monocargados [C(.n-Ba]” y
[Cr-Ba-C]". Las estructuras encontradas en la fase gaseosa, para ambos
complejos, corresponden a las generadas en solucién, consistentemente con lo
que observamos para los sistemas estudiados en los capitulos 3 y 4 del
presente trabajo de tesis.

3. Las estructuras encontradas para los complejos [C.)-Ba-C]* no corresponden
a pares de bases no canbnicos de tipo i-motif, como sucede para los
complejos formados a partir de la interaccion entre citosina y cationes

monovalentes.
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Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

El objetivo principal de esta tesis doctoral fue el estudio de la naturaleza de las
interacciones entre las bases del ADN y cationes metalicos y H* con el propdsito
comprender los efectos de las mismas sobre las propiedades estructurales y la
reactividad de las bases, que conducen a la formacion de pares no candnicos,

responsables de estabilizar plegamientos no canonicos en el ADN.

Los sistemas estudiados corresponden a los complejos i6nicos [CGH]" y
[CGAg]", lo que nos permitio evaluar el efecto de la naturaleza del cation sobre la
estructura del par CG. El otro sistema estudiado corresponde a los complejos idnicos
que se forman a partir de la interaccién entre C y el catién divalente Ba".

Los sistemas estudiados representan modelos reduccionistas factibles de ser
estudiados en fase gaseosa mediante espectrometria de masas en tandem (MS/MS)
acoplada a espectroscopia DMFIR. A continuacion se repasan brevemente las

conclusiones que se derivan de los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis.

En el capitulo 3 se presentaron los resultados de la caracterizacion estructural y
energética del par protonado [CGH]". Los experimentos de DIMS-MS/MS y de
espectroscopia  DMFIR evidenciaron que, en las condiciones experimentales
estudiadas se forma una mezcla de los isémeros: tipo Hoogsteen (HooH") y Watson-
Crick (WCH™), cuyas poblaciones relativas dependen del pH de la solucion a partir
de la cual se los genera. En ese sentido, se encontré que a pH = 5,8 se forma
preferencialmente el isomero WCH" ya que a ese pH las bases se encuentran
principalmente en su forma neutra por lo que en la solucién se forma principalmente
el par WC neutro, cuya estructura se conserva tras la vaporizacion y es protonada en
el N(7)G en la fuente ESI. Por otro lado, a pH = 3,2 se forman mayoritariamente los
isdbmeros HooH". A ese pH las bases C y G se encuentran principalmente protonadas,
por lo que se ve favorecida la formacion del apareamiento no canonico tipo HooH”,

responsable de la estabilizacion de los triplex de ADN.

El analisis estructural y energético revelé que en el caso de la estructura tipo
HooH™ se forma una mezcla de dos isémeros (HooN(3)CH" y Hoo N(7)GH"). En
ambos el H* se encuentra entre N(3) de C y N(7) de G, y difieren Gnicamente en la

distancia de enlace entre el H" y el N de cada base, pudiendo encontrarse mas cerca
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de C (HooN(3)CH") o de G (Hoo N(7)GH"). En efecto, se encontré que ambos
isdbmeros HooH™ coexisten en un doble pozo de energia potencial que se encuentran
acoplados a través del movimiento del H" a lo largo de la coordenada
N(7)G—H"—N(3)C y la energia de punto cero (ZPE) a lo largo de esta coordenada se
encuentra por encima de la barrera de energia para la transferencia de H" entre ambas
bases. Estos resultados contrastan con el consenso general que sostiene que el H* se

une exclusivamente al N(3)C.

Los resultados obtenidos demuestran que la metodologia empleada representa
una herramienta rapida y eficiente para clasificar los pares de bases de tipo WCH™ y
HooH". Se espera que esto sea aplicable como una metodologia facil y versatil
basada en espectrometria de masas en tandem (MS/MS) en complemento con
espectroscopia DMFIR para determinar la existencia de pares tipo HooH" asociados

a enfermedades y mutaciones genéticas en muestras reales.

Por su parte, en el capitulo 4 se estudiaron los complejos [GAg]" y [CGAg]",
mediante la misma metodologia que se utilizé en el capitulo 3. En primer lugar, se
encontr6 que la interaccion entre G y el cation Ag® induce una fuerte estabilizacion
del tautomero GKA(9), en el cual el cation Ag" interacciona a través de los atomos
de N(7) y O para dar lugar al isdmero [GKA(9)N7Ag]" que es el mas estable de
todas las posibles estructuras, tanto en fase gaseosa como en solucion. Sin embargo,
también se observd experimentalmente la presencia del isomero [GKA(7)N9Ag]”
donde el cation Ag” interacciona a través de los atomos de N(9) y N(3) del tautémero
GKA(7). Este isomero es el segundo més estable en fase gaseosa con una poblacion
relativa despreciable, mientras que en solucion se encuentra ligeramente por encima
del minimo global con una poblacidn relativa calculada, comparable a la del isomero

mas estable.

Para el complejo idnico [CGAg]" se encontrd que se favorece ampliamente la
formacion de un apareamiento tipo HooAg" [C-Ag-G]*, en el cual el cation Ag*
interactta simultaneamente con N(3)C y N(7)G de manera equidistante, lo cual da
lugar a la formacién de un Gnico isdmero de esta estructura, a diferencia de lo
observado para el par HooH™ (capitulo 3). El analisis estructural y energético reveld

que los isémeros WCAQg" no se forman en las condiciones estudiadas.
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Los resultados presentados en los capitulos 3 y 4 demuestran que tanto la
interaccion con H* como con Ag" conduce a la formacion de apareamientos no
canonicos de tipo Hoo entre C y G. Asimismo, se encontrd que las propiedades
estructurales son dependientes de la naturaleza del cation. En efecto, se encontré que
la protonacion de las bases (pH = 3,2) favorece la formacion de dos isomeros HooH",
que a su vez coexisten en un doble pozo de energia potencial acoplado por el
movimiento del H" entre las bases. Mientras que la interaccion con Ag* favorece la

formacion de un Gnico isdmero HooAg".

En el capitulo 5 se presentd6 la caracterizacion estructural (tedrica y
experimental) de los complejos [C(.4)-Ba]” y [C(.)-Ba-C]", con el objeto de estudiar
el efecto de la interaccion de las bases con cationes divalentes sobre su estructura y

reactividad.

Se encontré que la interaccion con el Ba*, da lugar a la formacién de
complejos monocargados, estabilizando principalmente el anion [C.w)KA] cuya
interaccion con el catiébn metalico se da a través de los atomos N(1) o N(3) y O

dando lugar a la formacion de dos isémeros del complejo monocargado [C(.n)-Ba]™:
[C-myKAN10-Ba]" y [C(_i;)KAN3O-Ba]", respectivamente. Consistentemente con

los resultados obtenidos en los capitulos 3 y 4, los isdbmeros observados en fase

gaseosa, conservan las estructuras que se forman en solucion.

Por su parte, los isomeros mas estables del complejo [C(.)-Ba-C]" presentan
como caracteristica en comdn una estructura tetracoordinada, en la cual el cation
Ba?* actlia como 4tomo central, mientras que [C] Y C se encuentran en diferentes
planos. Cabe destacar que no se encontrd ninguna estructura plana en fase gaseosa ni
en solucion, contrario a lo informado para los complejos monocargados de [C-M-C]*
(donde M = cationes monovalentes), en los cuales se forman estructuras planas del

tipo i-motif.

La comparacion de los resultados reportados previamente por Salpin et al. para
el complejo [Cn)-Pb]", con los resultados presentados en el capitulo 5 demuestra
que la naturaleza de las interacciones entre las bases del ADN vy cationes divalentes,

varia significativamente en funcion de las propiedades del cation.
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Los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis reflejan que las especies
isoméricas formadas en solucion mantienen su estructura cuando son transferidas a la
fase gaseosa en la fuente de ESI, por lo que es posible utilizar la caracterizacion en la
fase gaseosa para obtener informacion sobre la estructura de las especies presentes en

la solucion.

6.2 Perspectivas

Las perspectivas mas prominentes que surgen de este trabajo estan relacionadas
con los resultados obtenidos en el capitulo 3 que muestran que la fragmentacion del
isdmero WCH" del par de bases protonado [CGH]" genera los fragmentos [GH]"
(91%) y [CH]" (9%). Considerando que en el par de bases el protdn no se encuentra
compartido por ambas bases, sino exclusivamente sobre N(7) de G, la unica
posibilidad de formar el fragmento [CH]" es a través de una transferencia de H* (PT)

intermolecular entre G y C.

Por mucho tiempo se ha predicho que esta reaccion puede conducir a
mutaciones puntuales en el ADN vy los calculos te6ricos muestran que la protonacion
del par WC produciria una disminucion en la barrera de energia para la reaccion de
PT.

Por tal motivo, a modo de perspectiva, se espera caracterizar estructuralmente,
mediante espectroscopia DMFIR, los fragmentos [GH]" y [CH]" producidos a partir
de la fragmentacion inducida por colision (CID) o fotoinducida (PID) del par WCH"*

aislado en una trampa ionica.

De manera preliminar, se comenz0 a realizar la caracterizacion estructural del
fragmento [CH]" que se produce luego de la fotofragmentacion a 266 nm del par
protonado [CGH]’, encontrando que se observan tres tautomeros de esta base
protonada (CKA(1)N3H", CEA(1)O7H" y CEI(1)ayi) los cuales se muestran en la
Figura 6.1. La gran diversidad de isémeros de [CH]® que se observan por
espectroscopia DMFIR indica la apertura de muchos canales de isomerizacion y

transferencia de H" a esta energia de excitacion (4,6 eV).

Se deberia continuar realizando la caracterizacion estructural de fragmento

[GH]", como asi también seria muy interesante variar la longitud de onda de
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excitacion y el voltaje de colision en el caso de los experimentos de fragmentacion
por CID y caracterizar ambos fragmentos bajo la distintas condiciones de

fragmentacion.

Finalmente, se espera también caracterizar la fragmentacion del isémero

HooH™ del par protonado [CGH]".
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Figura 6.1: Comparacién del espectro DMFIR de [CH]®, producto de la
fotofragmentacion del ion padre de [CGH]® con los isémeros de CKA(1)N3H",
CEA(1)O7H", CEI(1)an.
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