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Las interacciones intermoleculares entre las bases del ADN desempeñan un 

papel fundamental en la formación y estabilización de la estructura de doble hélice del 

ADN. En particular, las interacciones por puente de hidrógeno son responsables del 

reconocimiento molecular entre las bases de ADN, por lo que cada base en su forma 

canónica interactúa específicamente con su base complementaria, es decir, citosina con 

guanina y adenina con timina (C≡G y A=T), formando pares de bases canónicos, 

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

La interacción entre cationes metálicos 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 

investigación básica como para el desarrollo de futuras aplicaciones tecnológicas. 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 todavía no se conoce el mecanismo 

molecular que regula la formación y estabilización de este tipo de estructuras.  

El objetivo central del este trabajo doctoral fue estudiar cómo la interacción con 

diferentes átomos y cationes permite estabilizar apareamientos y plegamientos no 

canónicos en el ADN/ARN y cómo dicha interacción determina las propiedades 

estructurales de los agregados generados.  

Para obtener información molecular detallada acerca del problema planteado, se 

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



asilados y mediante técnicas de espectroscopía láser. 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 químicos más relevantes empleados 

fueron las bases del ADN/ARN, interaccionando con H+, Ag+ y Ba2+. Para obtener 

información acerca de la estructura de los agregados estudiados se utilizó la 

espectrometría de masas en tándem (MS/MS), espectroscopía de disociación 

multifotónica IR, en complemento con cálculos de estructura electrónica. 
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En este primer capítulo se presenta una revisión general de las propiedades 

estructurales y fisicoquímicas de los sistemas estudiados en este trabajo de tesis. En 

los capítulos destinados a los distintos sistemas estudiados se presentan los 

respectivos antecedentes y una discusión más detallada de cada sistema en particular.  

En primer lugar, se presenta una breve descripción de la estructura y 

conformación de los ácidos nucleicos. Luego, se tratan las interacciones 

intermoleculares que dan lugar a la formación y estabilización de la estructura de 

doble hélice del ADN (ácido desoxi-ribonucleico), en esta misma línea se discuten 

brevemente los efectos de la interacción entre el ADN y cationes (metálicos y H
+
), 

sobre sus propiedades estructurales y de reactividad. Finalmente, se presentan los 

objetivos y organización de la tesis.  

1.1  Ácidos Nucleicos: Una visión general 

Desde la elucidación de la estructura de doble hélice del ADN por Watson y 

Crick,
[1] 

con importantes contribuciones de Rosalind Franklin y Maurice Wilkins,
[2,3]

 

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 formación 

de tres y dos puentes de hidrogeno con su base complementaria, respectivamente. La 

relación 1:1 de las bases que forman cada par fue dilucidada por E. Chargaff,
[4] 

incluso antes de que se conociera la información estructural sobre cómo las bases se 

organizan para permitir una copia fiel de la información genética. La secuencia de 

estas cuatro bases establece lo que hoy se conoce como la capa de información 

genética en el ADN, que consta de elementos reguladores y codificadores de 

proteínas.
[5]

 

1.2 Composición y estructura de los ácidos nucleicos 

La composición de los ácidos nucleicos determina su estructura y su función. 

Los ácidos nucleicos han estado vinculados desde su descubrimiento con importantes 

funciones a nivel biológico, sobre todo en la preservación del código genético en los 

seres vivos,
[5,6]

 gracias a las interacciones especificas entre las unidades básicas que 
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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 ácidos nucleicos. 

1.2.1 Bases, nucleósidos y nucleótidos 

Los ácidos nucleicos son polímeros cuyas unidades monómericas son los 

nucleótidos, a partir de las cuales se conforman las estructuras primarias, 

secundarias, terciarias y de orden superior de dichos ácidos. Los nucleótidos están 

compuestos de tres sub-unidades enlazadas entre sí: un grupo fosfato, un azúcar y 

una de las cinco nucleobases, como se muestra en la Figura 1.1.
[7,8]

 

Las nucleobases (en adelante nos referimos a éstas como bases), constituyen el 

componente principal de los nucleótidos, pues son las responsables de las 

propiedades de reconocimiento molecular y por tanto en ellas se alberga la 

información genética de todas las secuencias de aminoácidos empleadas para la 

síntesis de proteínas. 

 

 Figura 1.1: a) Estructura química de las cinco bases canónicas. En celeste se 

muestra la numeración establecida y con la flecha se indica el punto de unión con el azúcar, 

b) esquema nucleósidos y nucleótidos. 
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Las bases son moléculas heterocíclicas aromáticas 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 ácidos ribonucleicos 

(ARN). Todas estas pueden adoptar diferentes estructuras  de acuerdo a la 

tautomerización alrededor de los grupos ceto (K) y amino (A). En ese sentido, se ha 

encontrado que las bases en su forma canónica adoptan una estructura KA.
 
En la 

Figura 1.1a se muestran las estructuras de estas cinco bases en su forma canónica y la 

numeración estándar empleada. 

Por su parte, los nucleósidos (Figura 1.1b) están constituidos por una base a la 

cual se le une mediante un enlace glicosídico una pentosa, que es una β D-ribosa para 

ARN o una β 2´-desoxirribosa para ADN. La unión de al menos un grupo fosfato a 

un nucleósido, mediante un enlace fosfoéster da lugar a la formación de un 

nucleótido, los cuales, como se mencionó anteriormente constituyen las unidades 

monómericas que conforman los ácidos nucleicos.  

La unión fosfoéster se produce a través de los grupos hidroxilo que ocupan las 

posiciones 3’ ó 5’ del azúcar y el grupo fosfato. El grupo fosfato es el responsable de 

la acidez de los nucleótidos, ya que a pH fisiológico se encuentra completamente 

desprotonado.  

Si consideramos la estructura tridimensional de los nucleótidos la complejidad 

estructural es mucho mayor. La pentosa puede adoptar las configuraciones C2´ endo 

y C3´ endo, de acuerdo con la orientación respecto del grupo fosfato (Figura 1.2a). 

Adicionalmente, en torno del enlace glicosídico (C─N) las bases pueden presentar 

dos conformaciones diferentes: la conformación syn es aquella en la que la ribosa 

está eclipsando la base y la anti es aquella en la que el azúcar está en posición 

opuesta a la base (Figura 1.2b). En la forma C2´-endo, la conformación anti es 

energéticamente favorable.
[9] 

Sin embargo, también se ha encontrado que puede 

existir la conformación syn, dependiendo del entorno. En la conformación C3´-endo, 

debido a que la base se encuentra en una posición axial respecto al azúcar, la 

conformación syn está fuertemente desfavorecida por razones estéricas, por lo que se 

encuentra preferiblemente la forma anti.
[9-11]
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Figura 1.2: a) Conformaciones adoptadas por el azúcar, respecto al grupo fosfato b) 

Estructuras anti o syn en función del ángulo de enlace glicosídico (χ), ilustrada con 

adenosina en la conformación C2´-endo.  

1.2.2 Estructura primaria  

Los ácidos nucleicos son oligonucleótidos unidos a través de los grupos 

fosfato, que por una parte se enlazan con el OH del C3’ de la pentosa de un 

nucleótido y por otra con el OH del C5’ de la pentosa de otro nucleótido. Al enlace 

que se forma se le denomina fosfodiéster (Figura 1.3). La estructura primaria de los 

ácidos nucleicos adopta una conformación de simple hélice, donde las bases se apilan 

una encima de la otra.
[12]

 

En los ácidos nucleicos se puede hablar de dos comportamientos diferenciados. 

El azúcar 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 específicamente las interacciones de reconocimiento molecular 

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

propiedades y parámetros estructurales del ácido desoxirribonucleico (ADN).  

 

 

 

a) 

b)  

χ 

≈ 210° 

χ 

≈ 49° 
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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 secundaria y terciaria del ADN 

El reconocimiento molecular entre las bases que constituyen los 

oligonucleótidos, da lugar a la formación de la estructura secundaria del ADN. Así, 

la secuencia de una de las hélices (estructura primaria), define automáticamente 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)
[1]

, se convirtió desde su descubrimiento en el modelo más 

ampliamente aceptado.  

1.2.3.1 Pares de bases canónicos 

El modelo de doble hélice propuesto por WC
[1]

, se basa en la consideración de 

que las bases pueden unirse de forma específica, 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 hidrógeno 

específicos, denominados comúnmente como pares de bases canónicos. Teniendo en 

cuenta las relaciones estequiométricas entre las bases (ley de Chargaff),
[4] 

WC 

establecieron que la A se une a la T mediante dos puentes de hidrogeno (A=T), 

Citosina 

Guanina 

Citosina 

Guanina 

 

Citosina 

Guanina 

5´ 

3´ 

a) b) 
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mientras que las bases C y G se unen por tres puentes de hidrogeno (C≡G), a través 

de los átomos de nitrógeno y oxígeno (N-H····N y N-H····O).  

En la Figura 1.4 se muestra un esquema de los pares de bases formados por las 

estructuras de las bases en su forma canónica, es decir, A=T (KA=KA) y C≡G 

(KA≡KA). El reconocimiento base-base mediante apareamientos WC es clave en 

procesos de replicación, transcripción y transducción, por lo que el estudio detallado 

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

 

Figura 1.4: Pares de bases canónicos del tipo WC, entre A=T y C≡G en círculos rojos 

se señala el sitio de unión con el azúcar. 

El plegamiento tridimensional que adoptan las cadenas de nucleótidos unidas 

por pares de bases canónicos define la estructura terciaria del ADN. En efecto, dicho 

plegamiento está condicionado por la interacción entre los pares de bases y la 

conformación de los demás constituyentes de los oligonucleótidos (β-Desoxirribosa 

y fosfato). Las cadenas giran alrededor de un eje común 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 biológico. Entre las estructuras terciarias más conocidas se encuentran las 

dobles hélices A, B y Z (Figura 1.5), las cuales se diferencian principalmente por la 

conformación anti o syn que adoptan el azúcar y la base (Figura 1.2b) y la 

conformación del azúcar respecto al grupo fosfato (C2´-endo y C3´-endo).
[9,10,13-16] 

En condiciones fisiológicas se ve favorecida la doble hélice B, descubierta por WC, 

sin embargo, en fase gaseosa se ha encontrado que puede ocurrir la transición 

B─A.
[11]
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Figura 1.5: Representación 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 dextrógiras, mientras que la Z es levógira.  

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 formación de 

pares de bases no canónicos.  

1.2.3.2 Pares de bases no canónicos 

El apareamiento canónico entre las bases del ADN a menudo se considera 

únicamente 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 formación de pares de bases no canónicos. Aunque en condiciones fisiológicas se 

favorecen ampliamente las estructuras de doble hélice, estabilizadas por 

apareamientos canónicos, existen una serie de factores que pueden alterar dicha 

estabilidad, entre los que se encuentran; la composición de la secuencia, la 

tautomerización de las bases,
[17,18]

 interacción con ligandos y/o cationes presentes en 

el medio
[19-21] 

y la modificación química de las bases, por lo que el esquema de 

interacción canónico puede ser modificado y en consecuencia el apareamiento entre 

las bases puede ocurrir de múltiples formas.
[22] 

En adelante, nos centramos en los 

a) 

b) 
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efectos que tiene sobre las propiedades estructurales y de reactividad, la interacción 

entre las bases del ADN y cationes (metálicos y/o H
+
). 

1.2.3.2.1 Efectos de la interacción entre las bases del ADN y cationes (metálicos 

y H
+
) sobre sus propiedades estructurales y de reactividad  

Los metales pueden interactuar de forma específica y en sitios bien definidos 

dentro del ADN, en particular, los metales se unen a las bases en los sitios 

involucrados en la formación de los pares de bases WC, dando lugar a los 

comúnmente denominados pares de bases mediados por metal (PBMM), como se 

muestra en la Figura 1.6.
[22-24] 

 Este concepto se basa en la modificación de las 

interacciones, por puente de hidrogeno del par de bases tipo WC, por nuevas 

interacciones no canónicas, que conducen a la formación y estabilización de pares de 

bases no canónicos. Por otro lado, este concepto representa una alternativa para la 

expansión del código genético y potenciales aplicaciones en nanotecnología, pues se 

ha encontrado que los PBMM podrían impartir propiedades magnéticas o 

conductoras a la nanoestructuras basadas en ADN.
[22,24]

 

 

Figura 1.6: a) Representación esquemática 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 

átomos de N y O, los cuales exponen sitios de unión bien definidos principalmente 

para cationes mono y divalentes. La interacción con cationes (metálicos y H
+
) 

favorece la formación y estabilización de pares de bases no canónicos. Incluso, bajo 

determinadas condiciones estos pares no canónicos mediados por cationes pueden ser 
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más estables que los pares de bases canónicos del tipo WC. Una década después de 

que Watson y Crick descubrieran la estructura de doble hélice del ADN, Hoogsteen 

(Hoo)
[25] 

encontró un apareamiento entre las bases distinto al propuesto por WC
[1] 

(Figura 1.7a). Este tipo de apareamiento se puede formar entre A y T a pH neutro, y 

entre C y G a pHs ácidos ya que una de las dos bases debe encontrarse 

protonada.
[26,27]

  

 

Figura 1.7: Apareamientos no canónicos junto a sus correspondientes plegamientos 

no canónicos, a) Hoogsteen y triplex, b) G:G y G-cuadruplex, c) 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 catión 

metálico ocupa la posición del H
+
 y sirve como puente entre las dos bases, formando 

el apareamiento tipo Hoo.
[28,29] 

 Los pares de bases tipo Hoo están vinculados con la 

formación y estabilización del triplex de ADN, como se discutirá en la siguiente 

sección. 

a) 

b) c) 
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Por otro lado, en secuencias de ADN con abundancia de G y en presencia de 

cationes mono y 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).
[30-33]

  

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 ácidas.
[34-37] 

Sin embargo, al igual que para los apareamientos tipo 

Hoo
[28,29]

 se ha encontrado que en presencia de cationes metálicos es posible 

encontrar apareamientos del tipo i-motif  a pH neutro.
[38-40]

 

Como se mencionó anteriormente la interacción 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 formación de los puentes de hidrógeno responsables de la 

estabilización de los pares de bases canónicos tipo WC.
[36-41]

 Además, se ha 

establecido que las propiedades de reactividad de las bases se pueden ver 

modificadas por la interacción con cationes. Particularmente, se ha prestado especial 

atención a los procesos de protonación/desprotonación de las bases. Por un lado, 

porque este tipo de reacciones ocurre frecuentemente en numerosas reacciones 

enzimáticas que involucran segmentos del ADN. Por otro lado, la 

protonación/desprotonación de las bases favorece los procesos de tautomerización en 

éstas y como consecuencia se forman pares de bases entre tautómeros raros (pares de 

bases no canónicos) que a su vez están vinculados con efectos mutagénicos.  

En 1963, Löwdin
[17] 

propuso que los procesos de transferencia de protones 

(TP) intermolecular dentro del par de bases de WC (Figura 1.8a) podría dar lugar a 

mutaciones puntuales por la formación de tautómeros raros. Si el error se mantiene 

durante el proceso de replicación, se puede introducir una mutación puntual en el 

ADN.
[42,43] 

Sin embargo, las barreras de energía de activación para la reacción de TP 

entre las bases neutras son del orden de 14-15 kcal/mol,
[44]

 por lo cual a temperatura 

ambiente, este proceso solo puede tener lugar mediante efecto túnel. Cuando una de 

las bases adquiere una carga extra (interacción con radiación ionizante, 

protonación/desprotonación, interacción con cationes metálicos), la barrera de 
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activación para dicha reacción 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. 
[44-46]

 

 

Figura 1.8: Perfiles de energía 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 protonación en las bases y en círculos verdes se indican los 

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

1.2.3.3 Plegamientos no canónicos: Implicancias a nivel biológico 

Como se mencionó en la sección anterior, la formación de pares de bases no 

canónicos es fuertemente dependiente de factores externos (Sección 1.2.3.2). Estos 

pares no canónicos inducen la estabilización de plegamientos no canónicos de una 

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

a) 

b) 
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tres de los más conocidos ya que presentan mayor relevancia a nivel biológico por 

estar vinculados directamente con una serie de enfermedades congénitas y por sus 

potenciales aplicaciones biomédicas.  

De estas tres estructuras no canónicas, el triplex de ADN
[48-50] 

(Figura 1.7a) 

está constituido por 3 cadenas de oligonucleótidos, 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.
[25]

 En secuencias 

constituidas principalmente por A y T, se pueden encontrar triplex en condiciones de 

pH fisiológico. Sin embargo, en estas condiciones se ve ampliamente favorecida la 

estructura canónica de doble hélice. 

Por su parte, en secuencias de ADN ricas en C y G la formación de los triplex 

de ADN está además condicionada por el pH del medio, pues se requiere que la C o 

G de la tercera cadena de oligonucleótidos se encuentre protonada en el N3 o N7, 

respectivamente (Figura 1.7a), favoreciendo la formación del apareamiento tipo Hoo. 

La protonación de cualquiera de las dos bases no ocurre significativamente a pH> 6 

lo que representa una limitación intrínseca para la formación y estabilización de este 

tipo de estructuras en condiciones de pH fisiológico. Sin embargo, recientemente se 

ha informado que la interacción con cationes metálicos, particularmente Ag
+
, 

favorece la formación y estabilización de triplex de ADN en dichas condiciones.
[29]

 

Los triplex de ADN generalmente se han encontrado vinculados a factores de 

transcripción, sitios de ADN dañados
[51]

 y/o formando complejos ADN-proteína.
[52]

 

Por lo que se ha demostrado que pueden estar involucrados en el desarrollo de 

enfermedades como la Ataxia de Friedreich´s
[53]

 y otras enfermedades encontradas 

en humanos.
[54] 

Nikolova et al
[55-57] 

demostraron que en algunas secuencias de ADN 

los apareamientos tipo Hoo existen como especies transitorias que están presentes en 

equilibrio térmico con pares de bases canónicos de WC. Esta observación 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 código genético.  

Actualmente, no está completamente claro qué papel juegan estas estructuras 

en la célula. Se piensa que pueden estar implicadas en los procesos de regulación 
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transcripcional o en la inhibición de ciertas enzimas.
[58-60]

 Por otro lado, una de las 

aplicaciones más prominentes de los triplex de ADN es su potencial uso como agente 

terapéutico.
[60] 

Las aplicaciones de estas estructuras se basan en bloquear la 

transcripción de ciertos genes de forma específica mediante la unión 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 protonación de la citosina es el plegamiento del tipo (i-motif) encontrado 

principalmente en material genético rico en C. Especialmente a pHs ácidos, estas 

estructuras podrían describirse como C-Cuádruplex (Figura 1.7c)
[30] 

con dos 

secuencias de oligonucleótidos paralelas también unidas en una orientación 

antiparalela por pares de bases C-H
+
-C.

 
Dado que estas estructuras son estables a pH 

ácido, pueden actuar como nanointerruptores en función del pH.
[61-64] 

Sin embargo, 

se ha encontrado que en presencia de Ag
+
 y otros cationes monovalentes se pueden 

formar estructuras del tipo i-motif a pH fisiológico.
[35] 

Recientemente se informó la presencia de estructuras de tipo i-motif en células 

humanas,
[65] 

estas estructuras están presentes en algunas regiones que están 

relacionadas con la regulación 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 desregulación, de estos mecanismos suele tener fuertes consecuencias a nivel 

biológico.  

Finalmente, las estructuras de los cuádruplex 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 

canónicos del tipo G-Cuádruplex (Figura 1.7b).
[66] 

En un G-cuádruplex cada G está 

comprometida en cuatro interacciones por puente de hidrógeno a través de sus caras 

Hoo y WC, de modo que las guaninas están relacionadas por un eje de rotación 

cuádruple 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.
[66]
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Los G-cuádruplex tienen una gran relevancia biológica.
[67-69] 

Durante los 

últimos años, se ha observado la presencia de estas estructuras in vivo, y la existencia 

de secuencias ricas en guaninas tanto en el telómero, como en secuencias 

promotoras.
[70,71]

 Actualmente, se consideran potenciales dianas terapéuticas capaces 

de inhibir tanto la actividad como la expresión de ciertas proteínas.
[72] 

Por ejemplo, la 

estabilización de los cuádruplex de secuencias teloméricas, mediante la adición de 

ligandos, es capaz de inhibir la formación de la telomerasa; complejo proteína-ADN 

que está presente en aproximadamente el 80% de las líneas celulares asociadas al 

cáncer.
[73]

 Por otro lado, la formación de cuádruplex en regiones promotoras de 

oncogenes afecta la expresión de proteínas fundamentales para las células 

cancerosas. Por ello, el desarrollo de nuevos ligandos y modificaciones químicas, 

que estabilicen este tipo de estructuras, es de gran importancia para el desarrollo de 

nuevos fármacos. 

En este contexto, los estudios detallados a nivel molecular de los procesos de 

interacción entre las bases del ADN y cationes (metálicos y H
+
) son de gran 

importancia para una mejor comprensión de la química biológica del ADN. Sin 

embargo, los tautómeros raros y los sitios de protonación/cationización específicos 

dentro de los pares son muy difíciles de detectar pues existen de manera transitoria, 

en baja abundancia e involucran movimientos sutiles de protones que son difíciles de 

visualizar, por lo que se requieren experimentos muy sofisticados y que demandan 

mucho tiempo y en ocasiones es difícil obtener una caracterización estructural 

detallada. 

En ese sentido, teniendo en cuenta que la diversidad estructural que puede 

presentar la macromolécula de ADN, así como sus propiedades de reconocimiento 

molecular están 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 intrínsecas que conducen a la formación/estabilización 

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 más complejos, 

incluidos segmentos de ADN más grandes y evaluar las contribuciones del solvente. 



Introducción General  

 

17 

 

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 interacción 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 formación de las 

estructuras de doble hélice canónica y otros plegamientos no canónicos. Las 

condiciones de vacío brindan entornos libres de colisiones, por lo que proporcionan 

información sobre las propiedades intrínsecas de las moléculas individuales, que 

permiten comprender las relaciones causa-efecto de los daños observados en el ADN 

asociados a enfermedades o bien para potenciar las aplicaciones biomédicas.  

Las moléculas en solución, desde el punto de vista termodinámico se 

encuentran como un ensamble canónico, por lo que pueden intercambiar energía con 

el entorno, mientras que en fase gaseosa la energía del sistema se encuentra bien 

definida, pues las moléculas se consideran en un ensamble microcanónico que no 

intercambia energía con el entorno. La energía de una molécula dada es la suma de 

su energía traslacional, energía rotacional, energía vibracional, energía electrónica y 

energía nuclear, en consecuencia la distribución de la energía de una determinada 

molécula puede llevarse a cabo de diversas maneras.
[47, 74,75,76] 

 

La ventaja clave de los estudios en fase gaseosa es que cuando se tienen en 

cuenta todos los factores que contribuyen a la acumulación de energía interna o la 

disipación de la misma, podemos estudiar la estructura y la reactividad de un sistema 

energéticamente bien definido. Las colisiones, la absorción/emisión de fotones, la 

unión de electrones de energía cinética conocida, el desprendimiento de electrones 

cuya energía cinética se puede medir, y la fragmentación son fenómenos que están 

todos unidos por el principio de conservación de energía.
[47] 

Con el conocimiento y 

control de todos los eventos que afectan la distribución de energía 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 mencionó anteriormente, algunas de las propiedades intrínsecas de 

los sistemas estudiados pueden ser enmascaradas por los efectos del solvente,
[76] 

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 y los 

complejos que estas pueden formar. La filosofía del enfoque reduccionista consiste 

en que primero se deben comprender las propiedades de los bloques de construcción 

para sentar las bases de arquitecturas moleculares más complejas, y por lo tanto 

caracterizar las propiedades de las moléculas aisladas ayudará a comprender sus 

propiedades en entornos más complejos.
[47]

 

En ese sentido, los estudios de sistemas aislados en fase gaseosa nos permiten 

una comparación directa con las simulaciones de la mecánica cuántica. De hecho, 

aislar los efectos del solvente de los efectos de interacciones puramente 

intermoleculares es un enfoque muy común para predecir las energías libres de 

interacción de las moléculas en general,
[47]

 lo que implica la consideración de un 

ciclo termodinámico a fin de obtener las propiedades fisicoquímicas del sistema 

(Figura 1.9). 
  

 

Figura 1.9: Ciclo termodinámico modelo. Se representa la unión de un ligando a una 

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

La contribución de las diferencias en la energía libre de transferencia de cada 

componente generalmente se estima por la diferencia en el área de superficie 
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accesible al solvente (SASA) en cada componente, y este SASA calculado se escala 

bien con la contribución por solvatación a la energía libre de reacción en solución. 

Las interacciones intermoleculares, también llamadas interacciones intrínsecas, 

pueden calcularse mucho más fácilmente en la fase gaseosa que en solución, además 

las mediciones en fase gaseosa son la única forma de verificar esos cálculos 

experimentalmente.
[42]

 

Adicionalmente, si la estructura de la fase gaseosa no ha cambiado demasiado 

en comparación con las estructuras que se forman en la solución de la que provienen 

o si los cambios se producen de manera predecible, en última instancia, es posible 

utilizar métodos en fase gaseosa para obtener información sobre la estructura de las 

especies presentes en la solución. 

1.4 Objetivos y organización 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 interacción entre las bases del ADN mediada por cationes 

metálicos y H
+
. Estos estudios tienen como propósito comprender los efectos de estas 

interacciones sobre las propiedades estructurales y de reactividad de las bases, que 

conducen a la formación de pares no canónicos, responsables de estabilizar los 

plegamientos no canónicos en el ADN. En consecuencia, se plantearon los siguientes 

objetivos específicos: 

I. Estudiar el efecto de la protonación sobre las propiedades estructurales 

y de reactividad en el par CG. 

II. Evaluar el efecto de la sustitución del H
+
 por un catión monovalente 

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

III. Estudiar la naturaleza de las interacciones entre un catión divalente 

(Ba
2+

) y C y evaluar el efecto sobre las propiedades de la C y su 

homodímero.  

Este trabajo de tesis está estructurado en 6 capítulos. En el capítulo 1 se 

presentan algunas generalidades de los ácidos nucleicos, con énfasis en la estructura 
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y composición de los constituyentes del ADN y las consecuencias de la interacción 

de esta molécula con cationes.  

En el capítulo 2 se presenta una descripción detallada de cada uno de los 

componentes que integran los dispositivos experimentales empleados en esta tesis 

para desarrollar los objetivos planteados, como así también de la metodología teórica 

empleada para contribuir a la interpretación de los resultados experimentales.  

En el capítulo 3 se presentan los resultados obtenidos del estudio en fase 

gaseosa del par protonado [CGH]
+
 en función del pH de la solución, mediante 

(MS/MS) acoplada a espectroscopia DMFIR.  

En el capítulo 4 se presentan los resultados obtenidos sobre la caracterización 

estructural de los agregados iónicos [GAg]
+
 y [CGAg]

+
, utilizando la misma 

metodología experimental  

En el capítulo 5 se aborda el estudio de la interacción entre C y Ba
2+

 y en 

particular la estructura y estabilidad de los complejos [C(-H)-Ba]
+
 y [C(-H)-Ba-C]

+
., 

mediante (MS/MS) acoplada a espectroscopia DMFIR.  

Finalmente, en el capítulo 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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El desarrollo de este trabajo de tesis implica la aplicación de diversas técnicas 

basadas principalmente en espectrometría de masas en tándem (MS/MS) acopladas a 

espectroscopía de Disociación Multifotonica IR (DMFIR), lo que nos permite en 

principio obtener información detallada a nivel molecular de la naturaleza de las 

interacciones entre las bases del ADN y cationes (metálicos y/o protón). El 

complemento de las técnicas anteriormente mencionadas con cálculos de estructura 

electrónica nos permite realizar la caracterización estructural de los complejos 

iónicos entre las bases y dichos cationes. 

La espectroscopia de DMFIR se basa en la fragmentación de los iones aislados 

en fase gaseosa, a partir de la absorción de múltiples fotones de radiación 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 

espectrometría de masas. Por tal motivo, en el presente capítulo se describen los 

fundamentos y principios de funcionamiento de las partes que constituyen los 

espectrómetros de masas empleados en este trabajo, así como también los esquemas 

experimentales. Además, se hace una breve revisión de los fundamentos que 

subyacen la espectroscopia DMFIR y se describen los láseres IR empleados. 

Finalmente, se presenta una breve descripción de los métodos de cálculo utilizados 

para determinar las estructuras de los complejos iónicos estudiados.  

2.1 Espectrometría de masas: Descripción general 

La espectrometría de masas (MS) representa una herramienta muy eficiente y 

versátil al momento de obtener información a nivel estructural en diversas áreas de la 

química. La MS ha desempeñado un papel cada vez más importante en las ciencias  

químicas, gracias al  desarrollo que se ha alcanzado en las metodologías de 

vaporización e ionización suave, análisis de masas y detección, que le confieren a la 

técnica una alta sensibilidad y precisión, lo que permite que la MS tenga una amplia 

gama de aplicaciones, particularmente en el estudio de sistemas con relevancia 

biológica. Existen en la actualidad una gran cantidad de aplicaciones de la MS, desde 

el estudio de sistemas biológicos
[1-4]

 hasta la detección y cuantificación de 

contaminantes presentes en el ambiente.
[5,6]

 En ese sentido, la MS es ampliamente 

utilizada para la secuenciación de aminoácidos en proteínas
[7,8]

 y caracterización de 

ácidos nucleicos.
[9,10] 
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El diseño básico de un espectrómetro de masas consta de tres componentes 

principales: La fuente de iones, un analizador de masas y un detector, los cuales se 

describirán por separado en las siguientes secciones. Los analizadores de masas son 

operados frecuentemente en condiciones de alto vacío de manera que la trayectoria 

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

2.5 Fuente de Iones: Ionización por Electrospray (ESI) 

La ionización por electrospray (ESI, por sus siglas en inglés) representa una 

fuente de iones versátil y eficiente, de manera que su desarrollo ha permitido estudiar 

sistemas de relevancia a nivel biológico mediante MS,
[12]

 por lo que en el año 2002 

fue galardonado con el nobel de química John B. Fenn
[13]

, junto a K. Tanaka y K. 

Wüthrich, quienes desarrollaron la técnica de ionización/desorción láser asistida por 

matriz (MALDI). ESI se considera un método de ionización suave, por lo que es 

posible generar iones en fase gaseosa altamente cargados, conservando las 

propiedades estructurales de las especies que se forman en solución. La ionización 

por ESI permite vaporizar especies poco volátiles y térmicamente lábiles
[12,14]

 que 

van desde especies orgánicas e inorgánicas, hasta macromoléculas
[15]

 y complejos 

formados por interacciones no covalentes.
[16] 

En la Figura 2.1a se muestra un esquema básico 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 solución electrolítica que contiene el analito de 

interés, que a su vez fluye a través de un capilar a presión atmosférica, lo que resulta 

en la emisión de iones moleculares producto de la vaporización del solvente en las 

gotas altamente cargadas que se forman; la solución electrolítica que contiene el 

analito de interés se infunde a través de una jeringa hacia un capilar metálico, a 

velocidades entre uno y varios cientos de μL min
−1

. La aguja se fija a un potencial 

eléctrico de entre 2 y 5 kV con respecto a un electrodo cilíndrico que la rodea, lo que 

conduce a la formación de un fino roció de gotas altamente cargadas (cono de 

Taylor), por la acción de los altos campos eléctricos, que además permiten superar 

las fuerzas de tensión superficial del líquido y emitir gotas altamente cargadas. 
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2.2.1 Mecanismo de generación de iones en fase gaseosa por ESI 

El mecanismo por el cual se generan los iones se puede dividir en tres etapas: 

formación del rocío de gotas altamente cargadas (cono de Taylor), reducción del 

tamaño de las gotas y por último la evaporación completa del solvente, que produce 

iones libres en fase gaseosa (Figura 2.1b). Para el proceso de formación del cono de 

Taylor, los iones presentes en la solución se mueven por la acción de un 

contraelectrodo hacia la punta de la aguja, donde se acumulan y se forman gotas 

altamente cargadas que contienen el analito de interés. 

 

 

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

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

El proceso de reducción del tamaño de las gotas se inicia en el cono de Taylor, 

que se encuentra a la salida del capilar, por la expansión de las gotas contra una 
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corriente de N2 seco donde la evaporación del solvente puede ocurrir por el 

calentamiento en el módulo que contiene el capilar, o por colisiones con el N2 seco 

(Figura 2.1). A medida que se evapora el solvente las gotas adquieren una mayor 

densidad de carga (alrededor de 10
6 

V m
-1

), lo que permite superar las fuerzas de 

tensión superficial del líquido y emitir gotas altamente cargadas (límite Rayleigh).
[17]

 

Las gotas en el límite de Rayleigh producen sucesivamente gotas de menor tamaño y 

altamente cargadas a través de explosiones Coulómbicas. Los eventos repetidos de 

evaporación/explosión finalmente producen pequeñas gotas con radios de unos pocos 

nanómetros. 

En la actualidad aún se debate sobre cuál es el mecanismo que mejor 

representa la forma en que se obtienen los iones en fase gaseosa por la desolvatación 

de las gotas altamente cargadas. Recientemente, Konermann et. al.
[18]

 presentaron 

una revisión de los mecanismos por los cuales se forman los iones en fase gaseosa. 

Los analitos de bajo peso molecular siguen el modelo de evaporación 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 más grandes.
[18]

 Las especies estudiadas en el 

presente trabajo de tesis no exceden las 500 u.m.a, por lo que en adelante se hará 

referencia al IEM.
[19]

 En este modelo, el aumento en la densidad de carga superficial 

como resultado de la evaporación del solvente produce una repulsión de Coulomb 

que excede la adhesión de la especie cargada a la superficie de la gota y, por lo tanto, 

algunos iones son expulsados de la superficie.
[20,21]

 Finalmente, los iones libres de 

solvente son transferidos al analizador de masas a través de un colimador y una serie 

de lentes electrostáticas.  

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

trampas iónicas. 

Durante el desarrollo de esta tesis se emplearon diferentes arreglos 

experimentales, compuestos por diversos analizadores de masas, los cuales son 

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

El analizador de cuadrupolo lineal se considera un instrumento dinámico, pues 

las trayectorias de los iones están influenciadas por un conjunto de fuerzas dinámicas 

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 según sus relaciones m/z.  

Un cuadrupolo lineal está constituido por cuatro electrodos cilíndricos o 

hiperbólicos, dispuestos de forma colineal en el eje z, a lo largo del cual los iones se 

mueven por la acción de campos eléctricos (Figura 2.2). A cada par de electrodos se 

les aplica un potencial eléctrico (Ф0) que está compuesto por una fase continua (U) y 

una fase alterna de radiofrecuencia (V) con una frecuencia ω, de forma tal que el 

potencial total aplicado (Φ0) puede escribirse como: 

                                      (  )                                                         (   ) 

 

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. Así, 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 atraídos 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 2r0 (donde r0 es 

el radio de la circunferencia interna del cuadrupolo).
[11]  

El movimiento de los iones al interior del dispositivo cuadrupolar es descrito 

mediante la solución de las ecuaciones del movimiento (2.2 y 2.3) comúnmente 

denominadas como ecuaciones de Mathieu,
[22]

 que han sido tratadas en detalle,
[23,24]

 

por lo que su desarrollo no se discutirá aquí. Las ecuaciones relevantes se presentan 

de forma resumida a continuación: 

                                               
    

   
 (         (  ))                                        (   ) 

                                                
   

   
 (         (  ))                                        (   ) 

                                            Donde   
  

 
 

Donde los parámetros de atrapamiento de Mathieu       son dependientes de la 

relación m/z del ión y de las condiciones experimentales de U, V y ω. Estos 

parámetros se obtienen a partir de las ecuaciones (2.4) y (2.5). 

                                                                
   

   
   

                                                (   )  

                                                                
   

   
   

                                                (   )  

De manera que para unas determinadas condiciones de U, V y ω, la trayectoria 

de los iones de determinada m/z será 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 espectrometría de masas en tándem.  

Los fundamentos y el principio de funcionamiento de los multipolos lineales de 

mayor orden (hexapolos, octápolos) han sido ampliamente revisados
[24]

 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 específico.  

2.3.2 Trampas Iónicas y Celdas de Colisión 

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

superposición 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 acción 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 energía potencial en el 

que los iones quedan atrapados.  

Si se hace ingresar un gas inerte (generalmente Ar o He) a la trampa iónica, 

ésta funciona como celda de colisión, pues el ion aislado puede ser termalizado y/o 

fragmentado por disociación inducida por colisiones con el gas (CID, del inglés 

collision-induced-dissociation), en función de la energía de colisión, que a su vez es 

un parámetro que depende del potencial de la radiofrecuencia (RF). Adicionalmente, 

las trampas iónicas y/o celdas de colisión pueden ser modificadas, de manera que se 

pueda hacer ingresar una fuente de radiación que, luego de la absorción de fotones 

por parte del ion atrapado se produce su fragmentación. Seguir los canales de 

fragmentación del ión en función de la energía de los fotones, constituye uno de los 

desarrollos más destacados de la espectroscopia moderna y se discute en detalle más 

adelante.  

2.3.2.1 Trampa Iónica Cuadrupolar (QIT) 

Las trampas iónicas cuadrupolares de tipo Paul (QIT)
[26-28] 

están constituidas 

por un electrodo angular, y dos electrodos hiperbólicos ubicados a la entrada y la 

salida del multipolo como se esquematiza en la Figura 2.3. 
 

 

Figura 2.3: Esquema de una trampa iónica 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 superposición 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. Así los iones pueden quedar 

atrapados durante un largo período de tiempo.
[27]

 

Al igual que en los multipolos lineales, la solución de las ecuaciones de 

Mathieu permiten determinar las condiciones en las que los iones de una determinada 

relación 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 simetría cilíndrica de la trampa (x
2
+y

2
 = r

2
) 

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 

espectrómetro de masas de amplio rango y alta resolución. En este tipo de 

espectrómetros se pueden producir trayectorias estables para iones de una 

determinada relación m/z, en función de los parámetros U, V, ω y Ω (donde ω y Ω 

corresponden a la frecuencia del campo RF, de los electrodos hiperbólicos y el anillo, 

respectivamente). Los iones que presenten trayectorias inestables colisionaran con 

los electrodos o serán expulsados de la trampa en forma aleatoria. En efecto, una QIT 

puede ser empleada como analizador de masas de diversas maneras. A continuación 

se describen brevemente los procedimientos más usados y que tienen una relación 

directa con los experimentos realizados en el presente trabajo de tesis.  

 Análisis de masas por eyección de iones en el límite 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 eyección secuencial de iones según su relación m/z. Luego, puede 

relacionarse el valor del potencial V al cual un ión es eyectado con su relación m/z a 

partir de los parámetros de Mathieu para la QIT, que se detallan brevemente a 

continuación. En ausencia de voltaje de la fase continua (U), el parámetro       
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(ver la ecuación 2.4, análoga para la QIT), mientras que el parámetro    para una 

QIT está dado por la ecuación 2.6  

                                                  
    

 (  
     

 )                                                          (   ) 

                              √   
  
 

 
     Donde βz= Parámetro de estabilidad        (2.7) 

Dado que la frecuencia ω es un valor fijo, r0 y z0 son constantes que dependen 

del diseño de la QIT, de acuerdo a la ecuación 2.6    aumentará con el incremente de  

V y disminuirá con el aumento m. Se ha establecido que si    alcanza un valor de 

1,408, el ión alcanza el límite de estabilidad (Aproximadamente 1,0). Una vez 

alcanzado este límite, un ligero aumento de V hará que este ion tenga una trayectoria 

inestable, y será expulsado de la trampa en la dirección del eje z, lo que permite 

analizar los iones presentes en la trampa. 

 Análisis de masas por eyección 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 hiperbólicos, ubicados a la 

entrada y la salida del multipolo, pueden considerarse mutuamente independientes; 

cada uno con una frecuencia característica asociada a la relación m/z del ion. La 

aplicación de un campo de RF con una frecuencia resonante con el movimiento axial 

de los iones produce la eyección de éstos. 

Si consideramos que la frecuencia secular a la que oscila un ion en la trampa 

3D está dada por la ecuación 2.8, y como el valor máximo que puede alcanzar β para 

una trayectoria estable es 1,0, la frecuencia secular máxima de un ion será la mitad 

de la frecuencia fundamental.  

                                                                
   

 
                                                                   (   ) 

Donde       u       u               u                  

Como se mencionó anteriormente el parámetro de estabilidad βz incrementa a 

medida que    incrementa, por lo que es posible calcular el valor de V (ecuación 2.6) 
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que se aplicará para que los iones de una determinada relación m/z oscilen a una 

frecuencia seleccionada. Si se aplica un voltaje de RF con una frecuencia fz a los 

electrodos ubicados a la entrada y salida del multipolo, los iones resonarán 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 serán tan grandes que sus 

trayectorias se verán desestabilizadas y los iones serán expulsados de la QIT. Así 

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 relación 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 metodologías que entre las más ampliamente usadas se 

encuentran: disociación inducida por colisiones (CID)
[29] 

y disociación inducida por 

fotones (PID del inglés photo-induced-dissociation) con láseres de alta potencia (UV 

y/o IR). Los fragmentos generados por CID o PID pueden ser analizados en la misma 

QIT como se describió en la sección anterior, o pueden ser expulsados por la 

aplicación 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 Ciclotrónica de Iones con Transformada de Fourier 

(FT-ICR) 

El espectrómetro de masas de Resonancia Ciclotrónica de Iones con 

Transformada de Fourier (FT-ICR) ofrece el mayor poder de resolución y precisión 

de masas entre todos los tipos de espectrómetros que se pueden encontrar 

actualmente en el mercado.
[30,31] 

El espectrómetro de masas FT-ICR está constituido 

principalmente por una trampa de iones (tipo Penning), un imán que crea un campo 

magnético dentro de la trampa, un sistema de formación y transporte de iones al 

interior de la trampa, y finalmente el sistema de detección y análisis de datos. El 

componente principal de un espectrómetro de masas FT-ICR corresponde a la trampa 

iónica de tipo Penning (ICR) en la cual los iones son analizados en función de su 

frecuencia de rotación producida por la acción de un campo magnético (frecuencia 
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ciclotrónica).
[32]

 En los espectrómetros FT-ICR modernos, se utilizan imanes 

superconductores para crear un campo magnético de alta intensidad  . 

La espectrometría 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). Así, los iones que 

ingresan a la celda ICR interactúan con el campo B que se encuentra en dirección 

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 ciclotrón. El movimiento de los iones a través del campo magnético B 

describe una trayectoria circular de radio rm (descrito por la ecuación 2.9) debida a 

las fuerzas de Lorentz. A partir del rm de los iones se puede obtener la frecuencia del 

ciclotrón (ω), descrita por la ecuación 2.10.  

                                                      
  

  
                                                          (   ) 

                                                      
   

 
                                                                         (    ) 

Por lo tanto, el movimiento de los iones en el interior de una celda ICR 

depende solo de la relación m/z de cada ion y de la fuerza del campo magnético B, 

que se mantiene constante. En función de los parámetros anteriormente descritos los 

iones pueden ser atrapados, analizados y detectados en la celda ICR, que está 

constituida por tres pares de electrodos, que junto con el campo magnético se utilizan 

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

 

Figura 2.4: a) Esquema general de una celda ICR hiperbólica; 1 y 2 electrodos de 

captura, 3 y 4 electrodos de excitación, 5 y 6 electrodos de detección b) Principio de la 

medición de la señal en una celda ICR; q´1(t) y q´2(t) carga de imagen inducida por los iones 

a) b) 
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Los iones son atrapados en la celda ICR mediante una combinación 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 dirección radial. 

Para evitar que los iones se muevan libremente en la dirección axial (fuera de la 

celda), se aplica un pequeño potencial eléctrico a dos electrodos de captura en cada 

extremo de la trampa (electrodos 1 y 2, Figura 2.4a). Esto atrapa a los iones dentro de 

la celda, donde teóricamente podrían almacenarse indefinidamente.
[32]

 

El análisis de los iones de acuerdo a su relación m/z (ecuación 2.10), se realiza 

mediante la medición de la frecuencia ciclotrónica (ω), la cual es específica para cada 

ion. Inicialmente, los iones atrapados, compuestos por un amplio rango de relaciones 

m/z, tienen una pequeña cantidad de energía cinética y describen trayectorias de 

pequeños radios de giro ciclotrón. La excitación de los iones a un radio de ciclotrón 

más grande los acerca lo suficiente a los electrodos de detección, por lo que los iones 

pueden ser detectados.  

Los procesos de excitación y detección de los iones ocurren de manera 

sincronizada y se detallan a continuación: 

La excitación de los iones se lleva a cabo mediante la aplicación de una onda 

de RF a las placas de excitación de la celda ICR (electrodos 3 y 4, Figura 2.4a). 

Cuando la frecuencia de la señal de RF está en resonancia con la frecuencia 

ciclotrónica de un ion con una determinada relación 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.
[33-35] 

Los iones 

cuya frecuencia de ciclotrón 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 

simultáneamente todos los diferentes iones dentro de la celda. Cuando se apaga la 

señal de RF, la excitación se completa y los iones permanecerán en un radio de giro 

detectable. Luego de producirse la excitación 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 excitación en la celda del analizador ICR. 

La detección de los iones dentro de la celda ICR, se basa en la medición de la 

carga imagen que los mismos generan al moverse cerca de los electrodos de 

detección (5 y 6 Figura 2.4a).
[36] 

La carga imagen es una corriente alterna entre las 

dos placas de detección que es inducida por cada paquete de iones individual al pasar 

repetidamente a su frecuencia ciclotrónica característica. La señal se amplifica y se 

almacena en la computadora como una función de respuesta a la corriente en el 

dominio del tiempo, denominada decaimiento de inducción libre (FID, por sus siglas 

en inglés). La señal se convierte al dominio de las frecuencias por la aplicación de la 

transformada de Fourier.
[37]

 Finalmente, las frecuencias obtenidas son características 

de cada ion de acuerdo a su relación de m/z, según la ecuación 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 única relación m/z y confinarlos por el 

tiempo necesario para ser analizados por diferentes metodologías. El procedimiento 

se basa en la aplicación de una onda de RF a los electrodos de excitación, lo 

suficientemente grande para excitar los iones que no sean de interés, hasta que 

alcanzan un radio de ciclotrón superior a las dimensiones de la celda ICR donde 

colisionarán con uno de los electrodos de detección y posteriormente se 

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

2.4 Espectrometría de movilidad iónica diferencial (DIMS) 

La espectrometría de movilidad iónica diferencial (DIMS, por sus siglas en 

inglés), representa una herramienta muy eficiente para identificar y separar mezclas 

de isómeros. A diferencia de las técnicas de espectrometría de movilidad iónica 

(IMS), en las cuales los iones son separados en función de su sección eficaz de 

colisión con moléculas de gas en campos eléctricos bajos, en DIMS los iones son 

separados en función de su movilidad iónica diferencial en campos eléctricos 
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alternos bajos y altos. La separación de los iones se basa en la relación 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 fisicoquímicas que 

incluyen la masa, la forma, el centro de masa, el momento dipolar y los efectos de la 

formación de agregados moleculares por la interacción entre iones y moléculas de 

gas neutro durante el proceso de separación.
[37]  

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis se empleó DIMS acoplada a 

MS/MS para identificar y separar la mezcla de isómeros que se forma por la 

interacción entre las bases C y G con H
+
 (Capítulo 3), por lo que a continuación se 

presenta una breve descripción de los principios fisicoquímicos que subyacen a la 

técnica.  

La separación 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 

adición de un par de electrodos de detección (placas de Faraday). Otra alternativa es 

emplear la MS para detectar los iones que son separados por DIMS. En este último 

caso se puede considerar que DIMS funciona como un pre-filtro para espectrometría 

de masas.  

En la celda DIMS los iones se desplazan axialmente entre los electrodos, 

transportados por un flujo de gas, típicamente a presión atmosférica. La aplicación 

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 Ecuación (2.11). Cuando el campo 

eléctrico es bajo, el coeficiente de movilidad iónica es un valor constante en un 

amplio intervalo de intensidades de campo, típicamente denominado como constante 

de movilidad iónica a campo bajo (K (0)), lo que constituye el principio de la 

separación de los iones en dispositivos convencionales de IMS.  

                ( )   ( ) ( )                                            
                                                      (    ) 
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Figura 2.6: Imagen modificada de la referencia [38]. a) Sensor DIMS autónomo, con 

electrodos de Faraday como detectores. b) Esquema DIMS con un espectrómetro de masas 

como detector de iones, y representación de la forma de onda asimétrica, donde las áreas 

integradas de voltaje/tiempo debajo de las porciones de campo bajo y alto dentro de cada 

período son las mismas (áreas celestes). 

Por su parte, cuando se trabaja a campos eléctricos altos de manera que la 

relación entre la energía 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. Así, 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 parámetro dependiente del 

campo y varía de acuerdo a las propiedades fisicoquímicas del ion
[37]

 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 función de sus propiedades fisicoquímicas y constituye 

las bases de DIMS. La movilidad de los iones puede ser expresada según la ecuación 
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(2.12). Por su parte, la función de movilidad diferencial, denominada alfa (α), puede 

expresarse generalmente como la diferencia normalizada entre las movilidades de 

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

                                           (
 

 
)   ( ) [   (

 

 
)]                                                (    )  

                                                (
 

 
)  

 (
 

 
)   ( )

 ( )
                                                   (    ) 

En una celda DIMS, los iones están expuestos a condiciones alternas de 

campos altos y bajos mediante la aplicación de una RF en forma de onda asimétrica a 

los electrodos paralelos como se muestra en la Figura 2.6b. Cada período de la RF 

expone al ion a un campo alto durante un período corto, para forzar el movimiento 

del ion hacia uno de los electrodos, seguido de un campo bajo de polaridad opuesta 

durante un período más largo, que invierte su trayectoria con la misma fuerza neta. 

Si un ion tiene la misma movilidad de campo alto y bajo (α=0), se moverá en 

una trayectoria ¨zig-zag¨ por la línea central de la celda sin golpear ninguno de los 

electrodos, como se muestra en la Figura 2.6b. Sin embargo, todos los iones exhiben 

algún grado de α>0 o α<0, de modo que la trayectoria neta se desvía del centro hasta 

que los iones colisionan contra uno u otro electrodo en donde se neutralizan antes de 

llegar al detector. Para evitar esta colisión y neutralización del ión se aplica un 

voltaje DC a los electrodos, denominado voltaje de compensación (CV), con el 

propósito 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 única de un ion en particular, un haz de iones continuo para esa única 

especie logra pasar al detector. Este modo de operación 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 característica.
[38]

 

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 específico 

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 parámetro empleado para controlar la trayectoria de un ion a través de 

una celda DIMS.  

De esta forma, durante un experimento típico de DIMS, se fija el voltaje 

alterno para producir la desviación 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 gráfico de la intensidad de iones en función del CV es equivalente a un 

cromatograma en el cual la separación de los iones es debido a sus diferentes 

movilidades diferenciales, lo cual es una característica de cada estructura particular y 

por lo tanto permite separar isómeros de una misma especie. 

2.5 Espectroscopia de Disociación Multifotónica IR (DMFIR) 

En el proceso de DMFIR, la energía del campo electromagnético absorbida por 

la molécula a través de un modo vibracional activo se transforma en energía interna 

de la misma, y si esta energía supera la barrera de energía umbral, se puede producir 

la disociación ó fotofragmentación de la molécula. En consecuencia, la 

espectroscopia de DMFIR implica que se produzca la absorción de múltiples fotones 

en el intervalo IR, de manera tal que secuencialmente se incremente la energía 

almacenada en los modos vibracionales de la molécula hasta alcanzar el límite de 

disociación. La fragmentación observada no es estado específica, es decir, 

independientemente del modo vibracional que sea excitado, la fragmentación se 

produce generalmente por el canal de fragmentación de mínima energía, como 

consecuencia del proceso de redistribución intramolecular de energía vibracional 

(IVR, por sus siglas en inglés).
[40,41]

 

En los procesos de DMFIR la formación de las especies excitadas y su 

posterior fragmentación no es instantánea sino que implica varias etapas que han sido 

descriptas en una serie de modelos cualitativos que explican este proceso.
[42,43]

 

El modelo de Bloembergen,
[42]

 unánimemente aceptado hoy en día, divide el 

sistema de niveles vibro-rotacionales de un ion (o molécula) en tres zonas que 

presentan un comportamiento característico diferente de acuerdo a la densidad de 

estados vibracionales y su respuesta frente a la absorción de la radiación (Figura 2.7): 

la de los estados discretos (región I), la del cuasicontinuo intramolecular (región II) y 

el continuo (región III). 

b)
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Figura 2.7: Representación esquemática del modelo de absorción multifotonica IR a) 

Proceso que desencadena la fragmentación de un ión, b) Obtención de un espectro de 

DMFIR acoplando un láser IR sintonizable y un sistema de espectrometría de masas. 

La Región I corresponde a los niveles de baja energía vibracional, donde los 

niveles son discretos. En esta zona gobiernan las leyes cuánticas de forma que, desde 

un nivel dado, sólo son posibles las transiciones permitidas por las reglas de 

selección vibro-rotacionales (Δν = ± 1, ΔJ = ±1). A medida que ascendemos en la 

energía vibracional del modo considerado, la separación entre niveles disminuye 

debido a la anarmonicidad vibracional, provocando una pérdida de resonancia con la 

frecuencia de la transición fundamental a la cual se encuentra sintonizado el láser IR. 

De esta forma, para las intensidades láser utilizadas habitualmente (1─100MWcm
-2

), 

solo sería posible que el ion absorbiera un único fotón IR de manera resonante. Sin 

embargo, existen diversos mecanismos que, para moléculas con una elevada 

densidad de estados vibracionales (moléculas de más de 3 ó 4 átomos), compensan el 

efecto de la anarmonicidad, permitiendo que la absorción de energía IR continúe. 

Algunos de los mecanismos responsables de la compensación de la 

anarmonicidad son, (1) el ensanchamiento por potencia, (2) la absorción 

multifotónica concertada y (3) la compensación rotacional.
[44,45] 

Para que el proceso 

de compensación rotacional ocurra eficientemente el experimento debe realizarse a 

presiones suficientemente altas, para que la distribución poblacional se reestablezca 

por medio de transferencia de energía 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 mencionó anteriormente la presión 

alcanzada en la celda ICR, donde ocurre la fragmentación, es aproximadamente 10
-9

 

Torr. Sin embargo, para el tamaño de los sistemas estudiados en esta tesis, la 

importancia de los mecanismos de compensación de la anarmonicidad es mucho 

menor, pues se sabe que al aumentar los grados de libertad del ion su densidad de 

estados será grande a bajas energías, por lo que la absorción del primer fotón lleva al 

sistema directamente a la región II.  

La región II, denominada como zona del cuasicontinuo se caracteriza  por una 

alta densidad de estados vibracionales, de manera tal que se cumple la condición de 

que el ancho de banda del láser (Δω) es mayor que la densidad de estados a una 

determinada energía (ρ(E)): 

   
 

 ( )
 

Al cumplirse esta condición, y si la potencia del láser es lo suficientemente 

alta, una gran cantidad de fotones pueden ser absorbidos debido a que siempre se 

cumple la condición de resonancia entre la energía del fotón y la diferencia de 

energía entre dos niveles vibracionales. Para los sistemas estudiados en el presente 

trabajo de tesis, siempre se cumple esta condición en la región espectral estudiada, 

para la cual el ancho de banda del láser es aproximadamente 10 cm
-1

.  

Finalmente, el ion alcanza la región III del continuo en la cual la resonancia no 

es requerida. En esta región se produce la fragmentación del ion. De esta forma, 

siempre que se cumpla la condición de resonancia para la absorción del primer fotón, 

se puede alcanzar la región del continuo y producir la fragmentación del ión. 

 Por lo tanto, la DMFIR constituye un método indirecto para medir los 

espectros IR de iones, mediante lo que comúnmente se denomina espectroscopia de 

“acción”. Tales enfoques de espectroscopía de "acción" son mucho más sensibles que 

las mediciones de absorción 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 iónicas tipo Pening (ICR) ofrecen condiciones de ultra alto 

vacío (~10
-9 

Torr) ideales para minimizar la relajación por colisiones, excelente 
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manipulación de iones y tiempos de captura prolongados (100 ms a 5 s) para largos 

tiempos de irradiación.
[46,47]  

2.6 Sistemas experimentales 

Los resultados experimentales de esta tesis fueron obtenidos en el Centro Láser 

IR de Orsay (CLIO) que pertenece al Laboratorio de Química Física de la 

Universidad de Paris-Sud (Orsay – Francia) donde se encuentran instaladas una serie 

de facilidades para la realización de experimentos de DMFIR. Este centro cuenta con 

un láser de electrones libres (FEL, del inglés Free Electron Laser)
[48,49] 

cuyo cañón de 

electrones se encuentra optimizado para que el láser emita en la región comprendida 

entre los 900 y 2000 cm
-1

. Además en CLIO se encuentran disponibles otros sistemas 

láseres que fueron empleados ocasionalmente, principalmente el láser de CO2.
[50,51]

. 

Estos láseres se encuentran acoplados a un espectrómetro de masas 7T FT-ICR 

hibrido y un espectrómetro 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 Espectrómetro de masas hibrido 7T FT-ICR (BrukerApexQe) 

El espectrómetro de masas 7T FT-ICR (BrukerApexQe) instalado en el Centro 

Laser Infrarrojo d´Orsay (CLIO)
[52]

 cuenta con una fuente ESI y fue utilizado para 

realizar los experimentos de MS/MS-CID y espectroscopia DMFIR, para los 

agregados iónicos formados a partir de la interacción entre las bases del ADN y 

cationes (H
+
, Ag

+
 y Ba

2+
). El espectrómetro fue modificado de manera que sea 

posible hacer ingresar un haz de fotones provenientes del IR FEL, que permite 

inducir la fragmentación de los iones como se detalló anteriormente (sección 2.5). 

En términos generales el espectrómetro 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 está constituido por una fuente de iones 

ESI, una serie de multipolos lineales que cumplen diferentes funciones, una celda de 

Resonancia Ciclotrónica de Iones y un imán superconductor de 7 Teslas. 



Fundamentos y Metodología 

51 

 

 

 Figura 2.8: Esquema general espectrómetro 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 continuación: los iones generados en la 

fuente ESI son guiados a través de un capilar, por medio de una serie de lentes 

electrostáticas hacia una primera trampa de iones hexapolar, donde son desacelerados 

y pueden ser acumulados por algunos ms.
[52] 

Una vez que son acumulados suficientes 

iones, éstos son extraídos 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 expulsión de las otras especies, por medio de la aplicación de un campo 

de RF resonante. Los iones seleccionados en masa pasan hacia un segundo hexapolo 

que está configurado como una celda de colisión y en el cual los iones son 

acumulados y termalizados usando un flujo de argón de alta pureza. Además, en esta 

etapa es posible realizar los experimentos de MS/MS, pues puede producirse la 

fragmentación del ion seleccionado, mediante CID modificando los potenciales 

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

Un ion aislado y termalizado es finalmente atrapado en la celda ICR del 

espectrómetro FT-ICR. En CLIO la celda ICR ha sido modificada para permitir el 

ingreso del haz láser dentro de la cavidad mediante una ventana de ZnSe y una serie 

de orificios cónicos, tanto en la carcasa del equipo como en la celda de ICR.
[52]
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energía del fotón es resonante con la transición fundamental de un modo vibracional 

activo del ion se produce la absorción del primer fotón, lo que desencadena el 

proceso de absorción multifotonica hasta superar el umbral de disociación del ion, 

siguiendo los mecanismos anteriormente descritos (sección 2.5). La disociación 

resultante del ion conduce a una disminución de la intensidad del ion padre y la 

aparición de iones hijos de menor relación m/z, los cuales son detectados en el mismo 

espectrómetro de masas. La fracción de iones que sufre una disociación unimolecular 

está relacionada con la eficiencia en la absorción de luz a una determinada frecuencia 

láser. En otras palabras, el rendimiento de la fotodisociación en función de la 

longitud de onda del láser está relacionado con el espectro vibracional del ion.  

Para la obtención de un espectro, se varía la energía del fotón incidente y se 

registra la intensidad del ion padre y los iones hijos como función de hν. Este 

proceso se repite en función de la longitud de onda dentro del intervalo de energía de 

interés. Dicho procedimiento da como resultado un espectro de masas para cada 

longitud de onda, mediante los cuales se calcula la eficiencia de fragmentación (eff), 

de acuerdo a la ecuación (2.14).  

                                  (  )     (
  (  )

[  (  )   ∑      (  )]
)                              (    )  

Donde   (  ) y      (  ), corresponden a la intensidad del ion padre y los 

fragmentos en función de la longitud de onda (  ), respectivamente. Así, un gráfico 

de la    (  ) vs    proporciona información del espectro de DMFIR, análogo a un 

espectro de absorción IR. 

2.6.2 Espectrometría movilidad iónica diferencial acoplada a 

espectrometría de masas en tándem (DIMS MS/MS) 

Los experimentos DIMS-MS/MS fueron realizados empleando una trampa 

iónica 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 isómeros. A su vez,  el dispositivo 

DIMS se encuentra acoplado a la entrada de la QIT que se configura como 
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espectrómetro de MS/MS. En la Figura 2.9 se presenta un esquema general del 

dispositivo experimental instalado en CLIO.  

 Figura 2.9: Esquema general del dispositivo DIMS-QIT. SV: Voltaje de separación; 

CV: Voltaje de compensación. La QIT funciona como espectrómetro MS/MS configurada en 

el tiempo. Así la QIT funciona como detector DIMS, trampa de iones y celda de colisión. 

En el capítulo 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 interacción entre citosina/guanina y H
+
, por lo que, a continuación 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 presión atmosférica entre los dos electrodos. Como se explicó 

en la sección 2.4, la separación espacial de los iones se basa en sus oscilaciones 

radiales inducidas por un campo eléctrico de radio frecuencia asimétrica aplicada en 

los dos electrodos. Para el proceso de la separación por DIMS se emplea una forma 

de onda bisinusoidal (aproximadamente una onda cuadrada, Figura 2.9) generada 

mediante la aplicación 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 armónico, 

con un desplazamiento de fase de aproximadamente 90°, y al 50% de la amplitud de 

la primera forma de onda sinusoidal.
[53,54]
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La aplicación un voltaje de compensación (CV) a uno de los electrodos, 

permite la transferencia de los iones de interés a través de la celda DIMS en función 

de su movilidad iónica 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 función del CV.  

El CV puede ser ajustado de manera que ingrese al espectrómetro de masas un 

único isómero con el propósito de estudiar su proceso de fragmentación. Una vez que 

el isómero 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 utilizó He 

como gas de colisión y el voltaje de colisión se ajustó a 0,2 V. 

2.6.4 Láser de Electrones Libres (FEL) 

El principio del funcionamiento de un láser de electrones libres y la teoría que 

sustenta su desarrollo, resulta bastante compleja y una explicación 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 demás láseres 

empleados en esta tesis, sino que existen solo en algunas universidades y centros de 

investigación que los han desarrollado específicamente 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
[48,49]

 y por lo tanto aquí solo 

se discutirán aspectos fundamentales. Los láseres convencionales utilizan átomos, 

iones o moléculas, en estado sólido, líquido o gaseoso, como medio activo para la 

emisión y la amplificación de la radiación. A diferencia de éstos, los FEL utilizan 

electrones con energías cinéticas del orden de los MeV como medio activo. Los 

electrones generados a partir de un electrodo metálico, una vez atravesada la región 

de aceleración, emitirán radiación al oscilar en un campo magnético periódico 

generado por una serie de electroimanes ensamblados linealmente, sección del 

equipo que se conoce como ondulador. La radiación emitida por los electrones en el 

ondulador es almacenada en una cavidad óptica tal que puede interactuar nuevamente 

con los electrones. Esta interacción conlleva a una modulación de la densidad 

electrónica en el ondulador y produce un aumento de la intensidad y coherencia de la 
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radiación producida. La longitud de onda emitida depende de parámetros 

experimentales como la energía de los electrones, el campo magnético aplicado y el 

período del ondulador. En el ondulador instalado en CLIO, los electroimanes están 

montados sobre soportes neumáticos que permiten modificar la distancia entre ellos, 

variando de esta forma la frecuencia del ondulador y por tanto la longitud de onda de 

la radiación emitida. 

En la Figura 2.10 se muestra esquemáticamente el funcionamiento de un FEL. 

La radiación de este láser es sintonizable de manera continua entre 900 y 2000 cm
-1

 y 

la energía promedio en esta región espectral es de 36,8 mJ/pulso. El perfil temporal 

del pulso láser está constituido por un "macro-pulso" de 8 µs y una frecuencia de 25 

Hz. Cada macro-pulso está a su vez constituido por 500 micro-pulsos de alrededor de 

5 ps de duración, separados cada 16 ns uno de otro. El ancho de banda del láser es 

dependiente de la longitud de onda de trabajo, pero en esta región espectral es 

cercana a 10 cm
-1

. 

 

 

Figura 2.10: a) Esquema básico del funcionamiento de un láser de electrones libres. 

b) Plano esquemático del FEL instalado en CLIO.  

a) 

b) 

Radiación IR 

Ondulador 

Óptica  Óptica  
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2.6.4 Láser de CO2 

En CLIO se encuentra disponible un láser continuo de CO2 (λ=943 cm
-1

) de 

alta potencia que puede acoplarse al FEL para optimizar el proceso de 

fragmentación. El funcionamiento de un láser de CO2 ha sido ampliamente descrito 

en bibliografía.
[50,51]

 

2.7 Cálculos de estructura electrónica  

La asignación estructural de los iones aislados en fase gaseosa se basó en la 

comparación de los espectros de DMFIR determinados experimentalmente con los 

espectros IR monofotónicos simulados mediante cálculos de estructura electrónica. 

En este punto es importante destacar que la naturaleza de los procesos DMFIR y los 

espectros calculados son diferentes, por un lado la espectroscopia DMFIR implica la 

absorción de múltiples fotones IR, por su parte los espectros simulados implican la 

absorción lineal de un único fotón IR, por lo que la intensidad de las transiciones 

observadas en un espectro DMFIR no son exactamente reproducidas por los 

espectros calculados. El modelado estructural mediante cálculos de mecánica 

cuántica permite además obtener información sobre las propiedades electrónicas y 

termodinámicas de los sistemas en estudio. En general, los cálculos de estructura 

electrónica se fundamentan en la solución aproximada de la ecuación de Schrödinger 

(ecuación 2.15),
[55]

 que describe el comportamiento de las partículas subatómicas.  

                                                {
   

   
     (   )}  (   )  

  

  

   (   )

  
                        (    )    

                               
  

    
 

  

    
 

  

    
          

Considerando que una molécula es un sistema de N núcleos descritos por un 

conjunto de coordenadas R y n electrones que a su vez están descritos por un 

conjunto de r coordenadas, es posible describir las propiedades del sistema a partir de 

la función de onda total Ψtot(r,R). De manera que ahora podemos escribir la ecuación 

de Schrödinger como: 

                                                               (   )       (   )                                                  (    ) 
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Para sistemas moleculares de muchos átomos, ésta ecuación no puede ser 

resuelta de forma exacta, por lo que se recurre a una serie de aproximaciones que se 

comentan brevemente en esta sección  

2.7.1 Aproximación de Born-Oppenheimer 

La aproximación de Born-Oppenheimer, permite simplificar la ecuación de 

Schrödinger separando las componentes electrónica y nuclear del sistema, pues se 

considera al movimiento nuclear como una constante, respecto al movimiento 

electrónico. En otras palabras, los electrones se mueven en una superficie de energía 

potencial (SEP) generada por los núcleos en una dada posición. Esta aproximación 

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

función de onda electrónica Ψel  y la nuclear χN como: 

                                                          (   )     (   )  ( )                                                 (    ) 

Ahora podemos escribir el Hamiltoniano molecular como: 

                                                                                                                    (    ) 

Donde los dos primeros términos corresponden a la energía cinética asociada a 

los núcleos y electrones, respectivamente. Mientras que los otros tres términos 

corresponden a la energía potencial asociada a las interacciones de Coulomb 

(atractivas/repulsivas) entre núcleos y electrones. Ahora podemos reescribir el 

Hamiltoniano separando los términos asociados a los electrones y los núcleos, si 

consideramos una posición fija de los núcleos, por lo que el problema se reduce al 

Hamiltoniano electrónico que se puede escribir como:  

                                                                                                                                  (    )  

                                                              ∑∑
  
   

 

   

 

   

 

                                                                     ∑∑
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Luego, la ecuación de Schrödinger (2.16) puede escribirse en términos del 

Hamiltoniano electrónico 

                                                            (   )     ( )   (   )                                            (    ) 

Por lo tanto podemos obtener la energía electrónica total del sistema para una 

posición fija de los núcleos a partir de la ecuación: 

                                                     
   ( )      ( )  ∑ ∑

    
   

 

   

 

   

                                          (    ) 

                              Donde          ( )  
∫   (   )       (   )

∫      (   )      (   )  
 

Donde el último término de la ecuación (2.21) corresponde a la interacción 

entre los núcleos, el cual es constante para una coordenada nuclear fija, según la 

aproximación de Born-Oppenheimer.  

2.7.2 Superficie de Energía Potencial (SEP) 

Una vez conocida la función de onda electrónica    (   ), la ecuación de 

Schrödinger nuclear que satisface la función de onda nuclear   ( ) puede ser 

resuelta. En términos generales, a partir de los cálculos de mecánica cuántica es 

posible obtener    
   ( ) en función de las coordenadas nucleares (R). La geometría 

de una molécula no lineal con N núcleos está dada por 3N-6 coordenadas nucleares 

independientes y la energía electrónica es función de tales coordenadas. Por lo tanto, 

la SEP puede obtenerse a partir de la resolución de la ecuación de Schrödinger 

electrónica para muchas configuraciones nucleares 

El término de la contribución electrónica en la ecuación de Schrödinger (2.20) 

continúa siendo irresoluble de forma exacta para sistemas de más de un electrón, 

debido al término de repulsión interelectrónica, por lo que solo podemos obtener 

soluciones aproximadas al problema electrónico. Una aproximación a la solución de 

la función de onda electrónica es la de Hartree-Fock (HF),
[56]

 que considera tratar a 

los electrones uno por uno moviéndose en el campo promedio generado por todos los 

otros electrones. La función de onda electrónica    (   ) puede ser expresada como 
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un determinante de Slater
[57]

 de la forma |Ф1(1), Ф2(2)…Фn(n)| generado a partir de 

los orbitales moleculares Фi(xi) que describen a un electrón del sistema molecular.
 

Para las moléculas, las funciones de onda monoelectrónicas corresponden a 

orbitales moleculares, los cuales a su vez se obtienen como una combinación lineal 

de orbitales atómicos (CLOA). En consecuencia, la energía electrónica del sistema 

puede ser calculada en función de los OAs a partir de la solución de las ecuaciones 

de HF.
[56] 

La solución 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 energías. 

Los orbitales moleculares pueden escribirse como:  

                        ∑   

 

   

                                                          

                                                   (    ) 

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

son construidas como una combinación lineal de funciones primitivas de la forma: 

                                                             ∑   
 

                                                                      (    ) 

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

                                                        ∑   

 

   

(∑   
 

  )                                                      (    ) 

Los cálculos por el método de HF presentan una limitación implícita y es que 

no incluyen el término de la correlación electrónica, es decir, que no se incluye de 

forma explícita la interacción electrón-electrón. Sin embargo, la aproximación de HF 

es usada como punto de partida para métodos de cálculo más sofisticados que 

incluyen términos de energía de correlación (Ɛc).  

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis se empleó principalmente la teoría 

del funcional de la densidad (DFT) por lo que se describe brevemente a 

continuación. 
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2.7.3 Teoría del Funcional de la Densidad (DFT) 

Los principios de la teoría del funcional de la densidad (DFT) han sido 

ampliamente descritos en bibliografía.
[58-60] 

En términos generales DFT se 

fundamenta en los teoremas de Hohenberg y Kohn,
[61] 

que establecen que la energía 

electrónica del estado fundamental es un funcional de la densidad electrónica, y 

dicha energía ha de ser un mínimo para la densidad exacta del estado fundamental. 

En ese sentido, para un  sistema de N electrones, el  potencial externo  ( ) determina 

completamente el Hamiltoniano del sistema y de aquí su energía, función de onda y 

demás propiedades. Para un ʋ(r) dado se puede definir el funcional de la energía 

como: 

                                                 [ ( )]

  [  ]  ∫ ( )                                                      (    ) 

El funcional  [  ], definido como  [  ]   [  ] (términos de energía cinética 

y energía potencial interacción e
-
-e

-
) es independiente del potencial externo ʋ(r). El 

segundo teorema de Hohenberg y Kohn establece que la densidad electrónica del 

estado fundamental es aquella que minimiza   [ ( )].  

                                   [  ( )]   [  ( )]  ∫  ( ) ( )     [ ( )]                                    (    ) 

Donde   ( ) es una función de prueba que cumple ∫  ( )   . Sin embargo, el 

problema hasta aquí es que no se conoce la forma exacta del  [  ], por lo que hace 

falta emplear otras aproximaciones. Kohn y Sham (KS),
[62]

 propusieron un modelo 

que 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). Éste sistema experimenta la acción de un potencial  ( ), de manera que 

la densidad electrónica del sistema de referencia es igual a la del sistema real. 

Aplicando las aproximaciones del método de KS, el funcional de la densidad 

electrónica aproximado se puede escribir como: 

                              [  ]    [ ]  
 

 
∬

 (  )   (  )

    
           [ ]                             (    ) 
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Donde el primer término   [ ] corresponde a la energía cinetica del sistema no 

interactuante, el segundo término es la expresión clásica de la energía de repulsión 

electrostática y el último termino    [ ] corresponde al funcional de la energía de 

correlación e intercambio. A partir de las ecuaciones autoconsistentes de KS 

podemos obtener la energía y orbitales de KS y si conocemos el funcional    [ ], es 

posible calcular la energía del estado fundamental a partir de la ecuación:  

                ∫   ( ) ( )   
 

 
∑〈  

  ( )|  
 |  

  〉

 

   

 
 

 
∬

 (  )   (  )

    
         

    [ ]                                                                                                        (    ) 

Ahora solo resta conocer el funcional de la energía de correlación e 

intercambio    [ ] 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).
[63]

 Para los cálculos realizados en el presente 

trabajo se emplearon los funcionales híbridos B3LYP
[64]

 y M06-2X
[65]

 basados en las 

aproximaciones de LDA y GGA,  pues se ha demostrado que estos proporcionan 

buenos resultados en la descripción de las propiedades moleculares de los sistemas 

estudiados.  

2.7.4 Superficie de energía potencial corregida por el método de 

Counterpoise 

Los cálculos para los sistemas iónicos ([CGH]
+
, [C(-H)-Ba-C]

+
 y [CGAg]

+
) 

fueron realizados sobre SEPs corregidas por el método de counterpoise (CP). La 

razón de realizar los cálculos 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 energía potencial bajas para su interconversión, no es suficiente con realizar la 

corrección por superposición de bases (BSSE) sólo a la energía calculada, sino que 

es necesario optimizar la geometría sobre una SEP corregida por CP. Se ha mostrado 

que para complejos débilmente enlazados por puentes de H esto lleva a geometrías 

más precisas que las calculadas sobre una SEP sin la corrección por CP debido a la 

topografía de la misma.
[66,67-]

 En tal sentido, por ejemplo para el dímero de agua y los 
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cálculos con los funcionales B3LYP y M06-2X sobre una SEP corregida por CP 

reproduce los parámetros geométricos determinados experimentalmente de forma 

más precisa que el cálculo sin la corrección. 
[68-69]

 

Puesto que en este trabajo se realiza la comparación de espectros de DMFIR 

con espectros IR calculados, es necesario que estos últimos sean tan precisos como 

sea posible, para lo cual es importante usar el mejor método disponible para la 

optimización 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.
[69]

 En otras 

palabras, la metodología se basa en separar los dímeros en sus respectivos 

monómeros (fragmentos) y calcular sus energías de forma individual, luego la 

corrección de CP para cada fragmento es la diferencia entre la energía de ese 

fragmento en su propia base y la calculada en base a todo el grupo, en la geometría 

que adopta el fragmento en el dímero. 

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

En los modelos continuos de solvatación el solvente está caracterizado por un 

medio continuo sin estructura que se polariza por efecto del soluto provocando una 

respuesta electrostática que afecta a la energía, la estructura y las propiedades del 

soluto.
[70,71]

 Uno de los métodos más ampliamente usados para describir el efecto del 

solvente es el modelo del continuo polarizable (PCM, por sus siglas en ingles).
[72,73] 

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 átomo del soluto, y así se 

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

Si bien los estudios espectroscópicos realizados en esta tesis fueron todos de 

especies en fase gaseosa, las mismas son originalmente formadas en una solución, a 

partir de la cual se generan los iones en fase gaseosa mediante una fuente ESI 

(sección 2.2.1). Por este motivo, además de los cálculos de energías relativas en la 

fase gaseosa, se calculó la estabilidad de las distintas especies e isómeros en solución 
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considerando el efecto del solvente mediante PCM. El objeto de estos cálculos es 

determinar el efecto del solvente sobre la estabilidad relativa de distintos isómeros,  y 

en qué medida las estructuras más estables en solución son mantenidas en la fase 

gaseosa. 
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3.1 Introducción 

Las interacciones intermoleculares entre las bases del ADN desempeñan un 

papel fundamental en la formación y estabilización de la estructura de doble hélice 

del ADN. En particular, las interacciones por puente de hidrógeno son responsables 

del reconocimiento molecular entre los pares de bases del ADN, por lo que cada una 

en su forma canónica interactúa específicamente 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 canónicos, formalmente conocidos como pares de 

Watson-Crick (WC)
[1]

 (ver Figura 1.4 en capítulo 1). 

Como también se explicó en el capítulo 1, una década después de que Watson 

y Crick (WC) descubrieran la estructura de doble hélice del ADN
[1]

, Hoogsteen 

(Hoo)
[2]

 informó una estructura cristalina en la que el par de bases tenía una 

geometría diferente de la reportada por WC. El mismo año 1963, Löwdin propuso 

que una reacción de transferencia de protones (TP) intra o intermolecular dentro del 

par de WC podría dar lugar a mutaciones puntuales por formación de tautómeros 

raros de las bases.
[3]

 

Las barreras de energía de activación para los procesos de TP entre las bases 

del ADN son del orden de 14-16 kcal/mol.
[4]

 Por lo tanto, a temperatura ambiente, 

estos procesos solo pueden ocurrir por efecto túnel. Sin embargo, se ha encontrado 

que las barreras de energía para los procesos de TP son fuertemente reducidas por 

ionización o protonación del par de bases (ver Figura 1.8b en capítulo 1).
[4-6]

 

La presencia de protones (H
+
) en el medio favorece la protonación de las bases 

del ADN, lo que induce la formación de pares de bases no canónicos, responsables 

de la estabilización de estructuras de orden superior del tipo triplex y C-cuádruplex   

(i-motif), conocidas formalmente como plegamientos no canónicos.
[7-9]

 En particular, 

se ha encontrado que la protonación de citosina induce la formación de 

apareamientos tipo Hoogsteen
[10]

 e i-motif 
[11]

 mediados por protón (ver Figura 1.7a y 

c en capítulo 1). Estas especies protonadas desempeñan un papel importante en 

muchos procesos biológicos, ya que pueden alterar la estructura de doble hélice 

(dúplex) del ADN y comprometer las propiedades de reconocimiento molecular, 

fundamentales para la estabilidad del código genético.
[12]
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Los apareamientos canónicos de tipo WC son más estables que los no 

canónicos de tipo Hoo a pH fisiológico. Sin embargo, se ha demostrado que bajo 

condiciones específicas sus estabilidades pueden ser comparables o incluso 

invertidas.
[13-15]

 

Los tríplex estabilizados por apareamientos tipo Hoo están involucrados en el 

desarrollo de enfermedades, como en el caso de la ataxia de Friedreich
[16]

 y otras 

enfermedades.
[17] 

También se ha demostrado que la formación de tríplex puede 

inducir mutaciones en sitios genómicos específicos en células somáticas de ratones 

adultos.
[18]

 

Recientemente, se observaron pares de bases tipo Hoo transitorios dentro de la 

doble hélice canónica del ADN y específicamente unidos a factores de transcripción 

y sitios dañados.
[15,19,20] 

Esta observación 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 código genético más allá del alcanzado en base al 

modelo de pares de bases canónicos propuesto por WC.
[1, 19, 20]

 

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 propósito de mejorar la comprensión de 

la química del ADN. Estos estudios a nivel molecular tienen la dificultad de que los 

tautómeros raros y los sitios específicos de protonación dentro de los pares de bases 

son difícilmente detectables por la complejidad de los sistemas biológicos. En 

consecuencia, se requieren experimentos muy sofisticados y que demandan mucho 

tiempo para caracterizar estructuralmente estas especies, entre ellos se ha empleado 

la cristalografía de rayos X,
[21]

 o experimentos de relajación nuclear de RMN.
[19]

 

Adicionalmente, se han reportado muchos estudios a nivel teórico, tanto de los 

procesos de protonación de las nucleobases como de la naturaleza de las 

interacciones entre las bases protonadas,
[4,10,12,22,23]

 los cuales requieren datos 

experimentales en fase gaseosa para validar su veracidad y universalidad. 

Los últimos avances en espectrometría de masas en tándem (MS/MS) aplicada 

a sistemas de interés biológico
[24]

 y su reciente acoplamiento a la espectroscopía IR y 

UV han permitido estudiar pequeños complejos no covalentes de moléculas de 

interés biológico unidas a protones y/o cationes metálicos.
[6,25-37] 

En este sentido, 
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hasta el momento se han caracterizado las cinco bases protonadas de ADN
[33-36]

 y los 

homodímeros de piridina hemiprotonada
[11,37,38]

. Por otro lado, el acoplamiento de la 

espectrometría de masas en tándem (MS/MS) con la movilidad iónica diferencial, 

que se basa en las diferentes interacciones de los iones con un gas buffer a una 

presión cercana a la atmosférica (sección 2.6.2),
[39] 

permite la separación de especies 

isoméricas que luego pueden ser investigadas por MS/MS.
[40] 

En este contexto, en el presente capítulo se presentan los resultados de la 

aplicación de una metodología basada en MS/MS acoplada a espectroscopía DMFIR 

para el estudio de los efectos de la protonación, 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, 

espectroscopía de DMFIR y DIMS en complemento con cálculos de estructura 

electrónica. Los resultados presentados a continuación demuestran que éste es un 

método muy rápido y versátil para clasificar los pares de bases de tipo WCH
+
 y 

HooH
+
 y determinar el sitio específico de protonación en los heterodímeros. 

3.2 Metodología 

3.2.1 Detalles Experimentales 

3.2.1.1 Espectrometría de masas en tándem ESI-FT-ICR y Espectroscopia 

DMFIR 

Todos los reactivos (Sigma-Aldrich) se usaron sin purificación adicional. Se 

prepararon 2 soluciones equimolares de citosina y guanina (400 µM) utilizando una 

mezcla de MeOH/H2O milliQ 1:1 como solvente. La primera de las soluciones 

(Solución A) presentó un pH de 5,8; mientras que en el caso de la segunda solución 

(Solución B), el pH se disminuyó hasta 3,2 mediante la adición gota a gota de 

CH3COOH. Las soluciones fueron vaporizadas e ionizadas mediante una fuente ESI 

acoplada al espectrómetro de masas híbrido 7T FT-ICR, Bruker Apex Qe
[41] 

disponible en CLIO y modificado para acoplar al FEL como se describió en detalle 

en la sección 2.6.1 del capítulo 2 del presente trabajo de tesis.  
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En ambas soluciones el ión [CGH]
+
 (m/z 263,1) fue aislado en la interfaz 

cuadrupolar del espectrómetro 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
-3

 mbar de Ar y 0,5 V. En otros casos, los 

iones padres termalizados fueron extraídos hacia la celda de ICR, donde interactúan 

con radiación IR proveniente del FEL (CLIO)
[42]

 y fueron fragmentados por DMFIR 

en el intervalo de 1100─1900 cm
-1

, asistida o no por un láser de CO2.
[43]

 Los 

espectros de DMFIR se obtuvieron como la eficiencia de fragmentación (eff), en 

función de la frecuencia del láser, calculada de acuerdo con la ecuación (2.14). 

3.2.1.2 Espectrometría de Movilidad Iónica Diferencial (DIMS)-(MS/MS) 

La espectrometría de movilidad iónica ha sido empleada para explorar los 

diversos isómeros del par [CGH]
+
 y el acoplamiento con la espectrometría de masas 

en tándem nos permitió obtener información de los patrones de fragmentación de los 

diferentes isómeros que se forman en ambas soluciones. Se utilizó un espectrómetro 

de masas Bruker Esquire 3000+ modificado
[44]

, disponible en CLIO. Las condiciones 

experimentales y de funcionamiento fueron descriptas en detalle en la sección 2.6.2 

del capítulo 2. Para la detección de los distintos isómeros presentes en las soluciones 

A y B, se barrió el voltaje de compensación (VC) entre -1 y 4 V. Se utilizó N2 para la 

desolvatación y como gas portador DIMS. El voltaje de dispersión se ajustó a 1800 

V. En el caso de los experimentos DIMS-MS/MS (CID), se usó He como gas de 

colisión y el voltaje de colisión se estableció en 0,2 V. 

3.2.2 Detalles Computacionales 

Todos los cálculos para los diferentes isómeros WCH
+
 y HooH

+
 del par 

[CGH]
+
 se realizaron a nivel de la Teoría del Funcional de la Densidad (DFT) con el 

paquete de programas Gaussian 09 Revisión E. 01
[45]

. La SEP del complejo [CGH]
+
 

se exploró a nivel M06-2X utilizando el conjunto de bases 6-311G++(d,p). Todas las 

optimizaciones de la geometría se realizaron en SEPs corregidas por el método de 

counterpoise
[46]

, ya que para SEP relativamente planas, este método proporciona 

parámetros geométricos más precisos y, por lo tanto, frecuencias vibracionales más 

realistas.  
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Los cálculos de los espectros IR monofotónicos para cada uno de los mínimos 

locales encontrados en la SEP se realizaron al mismo nivel de teoría. Las frecuencias 

vibracionales se corrigieron con un factor de 0,983, recomendado para el nivel de 

teoría empleado.
[36,47] 

Para una mejor comparación con los espectros DMFIR, las 

frecuencias calculadas fueron convolucionadas con perfiles gaussianos considerando 

un ancho de banda de 10 cm
-1

 que corresponde al ancho de banda del IR-FEL en la 

región espectral estudiada (1100─1900 cm
-1

).  

Las energías libres de Gibbs estándar relativas para los diferentes isómeros 

WCH
+
 y HooH

+
 del par protonado [CGH]

+
, incluyendo las correcciones de ZPE se 

calcularon a 298 K y con el mismo nivel de teoría. Esta temperatura es comparable a 

la alcanzada por los iones en el proceso de termalización por colisiones con Ar en la 

trampa hexapolar del 7T FT-ICR
[41,43,48]

.  

Finalmente, el efecto del solvente sobre la estabilidad de los diferentes 

isómeros WCH
+
 y HooH

+ 
del complejo [CGH]

+
 se evaluó mediante el método de 

campo de reacción autoconsistente (SCRF, por sus siglas en inglés). En particular, se 

empleó el modelo continuo polarizable dieléctrico (D-PCM)
[49]

 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 formación de múltiples estructuras. Además, teniendo en 

cuenta que tanto G como C presentan varios sitios de protonación, la diversidad 

estructural que se obtiene es mucho más amplia que en el caso de los pares de bases 

neutras. Por lo tanto, a lo largo del capítulo adoptamos una nomenclatura sistemática 

y suficientemente explícita, de manera que facilite la interpretación de la estructura 

molecular a partir del nombre asignado para cada isómero.  

En el presente capitulo centramos la atención en las estructuras WCH
+
 y 

HooH
+
 (Esquema 3.1) que resultan representativas por sus implicancias a nivel 

biológico. Sin embargo, es necesario considerar también la formación de otro tipo de 

estructuras a partir de la interacción entre las bases y H
+
. 
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Esquema 3.1: Estructuras tipo WC (panel izquierdo) y Hoogsteen (panel derecho). En 

círculos verdes se muestran los posibles sitios de protonación del par WC y la posición del 

H
+
 en el par Hoo.  

Las bases C y G libres presentan procesos de tautomerización alrededor de los 

grupos C=O y NH2, en consecuencia existen principalmente en conformaciones ceto 

(K), enol (E), amino (A) e imino (I). La nomenclatura empleada a lo largo del 

capítulo contempla las formas tautoméricas de las bases y la posición donde se ubica 

el H en los heteroatomos (1 o 3 en C y 7 o 9 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 protonación se mencionan como 

[GH]
+
 y [CH]

+
. 

Las estructuras tipo WCH
+
 del par [CGH]

+
 presentan varios sitios de 

protonación (señalados en círculos verdes en el Esquema 3.1). Así para las 

estructuras de tipo WCH
+
 se indica el átomo que se encuentra protonado, por 

ejemplo, la estructura WCH
+
 protonada en el N7, N3 u O6 de G se nombran como 

WC N(7)GH
+
, WC N(3)GH

+
 y WC O(6)GH

+
, respectivamente. Mientras que en los 

isómeros tipo HooH
+
 sus estructuras difieren únicamente 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
+
 o HooH

+
 se nombran de acuerdo a la conformación 

de cada una de las bases y la posición que se protona, así por ejemplo el par formado 
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por la interacción entre GKA(9) y CKA(1) protonada N(3) se nombra como 

GKA(9)-CKA(1)N(3)H
+
. 

3.3 Resultados y discusión  

3.3.1 Espectrometría de masas en tándem MS/MS CID 

Se aisló el ión 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 patrón de fragmentación 

dependen significativamente de la solución utilizada para preparar el ión padre. 

 

Figura 3.1: Espectros de masas (MS) del ión [CGH]
+
 aislado, antes de la 

fragmentación (paneles superiores) producidos a partir de la solución A (izquierda) y la 

solución B (derecha), y después de la fragmentación por CID en la trampa hexapolar 

(paneles inferiores). 
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Se observa que para la solución A (pH = 5,8), la fragmentación del ión padre 

[CGH]
+
 conduce principalmente al fragmento m/z 152 correspondiente a [GH]

+
 

(89,2%), con una pequeña contribución del fragmento m/z 112 correspondiente a 

[CH]
+
 (10,8%) (panel inferior izquierdo Figura 3.1), mientras que en el caso de la 

solución 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 fragmentación observados sugieren 

que pueden existir diferentes isómeros en cada solución y que su población relativa 

depende del pH.  

3.3.2 Espectrometría de Movilidad Iónica Diferencial (DIMS-MS/MS) 

Con el propósito de evaluar esta hipótesis, se realizaron experimentos de DIMS 

para separar los isómeros del ión [CGH]
+
 (m/z 263,1) y posteriormente caracterizar 

los patrones de fragmentación específicos de cada isómero, mediante espectrometría 

de masas en tándem (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 

función del Voltaje de Compensación (VC). Los datos experimentales fueron 

ajustados a funciones gaussianas para una mejor visualización 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 

formación de una mezcla de dos isómeros de [CGH]
+
 que coexisten en ambas 

soluciones, denominados isómero 1 (VC1 = 0,76 V) e isómero 2 (VC2 = 1,92 V), 

producidos en proporciones significativamente diferentes y dependientes del pH de 

la solución de partida. Para la solución A, las poblaciones relativas de los isómeros 1 

y 2 fueron (10 ± 5) % y (90 ± 5) %, respectivamente; mientras que en la solución B 

estas poblaciones fueron (70 ± 5) % y (30 ± 5) %, respectivamente (Tabla 3.1). 
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Figura 3.2: a) Espectros DIMS del ión padre [CGH]
+
 (m/z 263,1) generado a partir de 

la solución A (cuadrados abiertos azules) y la solución B (círculos rellenos de color rojo). b) 

y c) espectros DIMS-MS/MS generados a partir de CID del ión padre [CGH]
+
 con un voltaje 

de colisión 0,2 V y He  como gas buffer producidos a partir de la solución A (pH = 5,8) y la 

solución B (pH = 3,2), respectivamente. Los símbolos ◊ y Δ corresponden a los fragmentos 

[GH]
+
 y [CH]

+
 para la solución A, a su vez ♦ y ▲ representan los iones hijos [GH]

+
 y [CH]

+
 

para la solución B.  

En los paneles b y c 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 A y B, respectivamente. Los rendimientos de fragmentación 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 isómero 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 isómero 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 isómeros 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 isómero obtenidas por DIMS-MS/MS. 

 Solución A 

P.R. (u.a.) 

Solución B 

P.R. (u.a.) 

Fragmentos 

[CH]
+
 (u.a.) [GH]

+
 (u.a.) 

Isómero 1 0,10 0,70 0,66 0,34 

Isómero 2 0,90 0,30 0,09 0,91 

 

Los espectros DIMS-MS/MS (CID) que se muestran en los paneles b y c de la 

Figura 3.2 proporcionan evidencia de los diferentes patrones de fragmentación, que 

presentan estos dos isómeros. En efecto, el isómero 2 (VC2 = 1,92 V) es el más 

abundante en la solución A (90 %), y a su vez fragmenta principalmente a [GH]
+
         

(91 %). En contraste, el isómero 1 (VC1 = 0,76 V) es el más abundante (70 %) bajo 

condiciones más ácidas como en el caso de la solución B (pH = 3, 2) y por su parte, 

este isómero fragmenta principalmente a [CH]
+
 (66 %). 

Por lo tanto, las contribuciones totales de los fragmentos [GH]
+
 y [CH]

+
 a los 

espectros de MS/MS del ión padre [CGH]
+
 obtenido a partir de las soluciones A y B 

sin selección DIMS (Figura 3.2a), vienen dadas por la contribución parcial de ambos 

isómeros a cada fragmento, de acuerdo a las ecuaciones: 

                  [  ]     
 ( )  [   ]    (    ) + [   ]    (    )                   (   ) 

                  [  ]     
 ( )  [   ]    (    ) + [   ]    (    )                  (   ) 

                  [  ]     
 ( )  [   ]    (    ) + [   ]    (    )                   (   ) 

                  [  ]     
 ( )  [   ]    (    ) + [   ]    (    )                  (   ) 

Considerando la solución 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 solución B, son (51 ± 8) % y (49 ± 5) %, 

respectivamente 

3.3.3  Espectroscopia DMFIR de las soluciones A y B 

Para obtener mayor información a nivel estructural y asignar las 

correspondientes estructuras de los isómeros 1 y 2, cuya población depende del pH, 

registramos los espectros DMFIR del ión padre [CGH]
+
 (m/z 263,1), aislado a partir 

de las soluciones A y B en el espectrómetro de masas 7T FT-ICR. 

La fragmentación del ión [CGH]
+
después de la irradiación con fotones IR-FEL, 

conduce principalmente a los fragmentos de [GH]
+
 y [CH]

+
 (Figura 3.3), con los 

mismos rendimientos que la fragmentación por CID. 

 

Figura 3.3: Espectro MS/MS del par [CGH]
+
 aislado, antes de la fragmentación 

(paneles superiores) producido a partir de la solución A (izquierda) y la solución B (derecha) y 

después de la fragmentación por DMFIR integrados en el intervalo espectral 1600─1730 cm
-1

 

(paneles inferiores). 
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Los espectros DMFIR para las soluciones A y B se obtuvieron de acuerdo a la 

ecuación (2.14), considerando los dos canales de fragmentación observados, es decir, 

la perdida C y/o G neutra, evidenciada por la detección de los fragmentos de [GH]
+
 y 

[CH]
+
  

En la Figura 3.4 se muestran los espectros DMFIR registrados entre 

1100─1900 cm
-1

 para las soluciones A y B. En los espectros se observan 

características espectrales notablemente diferentes, lo cual indica que a pesar de la 

coexistencia de ambos isómeros en las dos soluciones, sobresalen características 

espectrales del ión más abundante en cada una. 

 

Figura 3.4: Espectros DMFIR de las soluciones A (lado izquierdo) y B (lado derecho) 

entre 1100─1900 cm
-1

. 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 

registró con 500 ms de irradiación. 

Resultan particularmente notables las diferencias observadas en las regiones 

comprendidas entre 1600─1700 cm
-1

, donde se esperan las frecuencias de los modos 

de flexión del grupo NH2 y de estiramiento de los enlaces C─N y por encima de 

1700 cm
-1

, donde se espera la absorción de los modos correspondientes a los 

estiramientos de los enlaces C=O de G y C. La asignación de las estructuras para los 

isómeros mayoritarios presentes en las soluciones A y B se basa en la comparación 

del espectro DMFIR con los espectros de absorción IR monofotónica de todas las 
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posibles estructuras que pueden surgir del par protonado [CGH]
+
, principalmente los 

pares de bases canónicos WCH
+
 y no canónicos HooH

+
.  

3.3.4 Resultados teóricos y asignación 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 teóricos
[50-55]

 que la citosina neutra existe principalmente 

en 4 formas tautoméricas que dan lugar a 6 estructuras de mínima energía,
[53-56]

 entre 

las cuales las estructuras CKA(1) y CEA anti, coexisten en fase gaseosa y en 

solución. Por su parte, la guanina puede existir en múltiples configuraciones, de 

acuerdo con la tautomerización en los grupos ceto y amino, y se han encontrado 8 

estructuras de mínima energía por debajo de 7 kcal/mol,
[56,57]

 entre las cuales, 

GKA(9), GKA(7) y GEA(9) se encuentran prácticamente degeneradas en energía en 

fase gaseosa, por lo que se pueden encontrar poblaciones significativas de estos 

isómeros en fase gaseosa.  

Además, si consideramos que la protonación de las bases puede ocurrir en 

múltiples sitios de C y G, la complejidad estructural que se obtiene es muy amplia. 

Así, los tautómeros más abundantes de [CH]
+
 corresponden a las estructuras KA y 

EA protonadas en N(3),
[35,59]

 mientras que para [GH]
+
 los tautómeros más 

abundantes corresponden a las estructuras KA (GKA(9)) protonadas en N(7)
[59]

 (ver 

detalles de numeración y nomenclatura en Sección 3.2.3 del presente capítulo). En 

ese sentido, realizamos los cálculos para todas las posibles estructuras que puede 

adoptar el ión [CGH]
+
. En la Tabla 3.2 presentamos los resultados para las 

estructuras con energías relativas por debajo de 12 kcal/mol, en fase gaseosa y en 

fase acuosa. Las demás estructuras no fueron tenidas en cuenta en este estudio para la 

asignación estructural porque se encuentran muy por encima del mínimo global de 

energía. 

Los isómeros más estables del par protonado [CGH]
+
, corresponden a las 

estructuras tipo HooH
+
: HooN(3)CH

+
 y Hoo N(7)GH

+
. Mientras que el segundo 

mínimo local corresponde a una estructura tipo WCH
+
 protonada en N(7) de GKA(9) 

que se encuentra a 5,68 y 2,82 kcal/mol por encima del mínimo global en fase 

gaseosa y en solución 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 

protónica que la C en los sitios de protonación disponibles dentro del par WC. 

Tabla 3.2. Energías relativas (EE), con corrección por la energía del punto 

cero (EE+ZPE) y energías libres de Gibbs estándar relativas calculadas a 298 K 

(ΔG
°
298K) en fase gaseosa y la corrección de las energías relativas considerando el 

efecto del solvente , a nivel M06-2X/6-311G++ (d,p)   

 

Estructura 

Fase gaseosa D-PCM (agua) 
EE+ZPE 

(kcal/mol) 

ΔG°298K 

(kcal/mol) 

P.R EE+ZPE 

(kcal/mol) 

ΔG°298K 

(kcal/mol) 

P.R 

 
Hoo N(3)CH

+
 

 

0 

 

0 

 

1 

 

 

0 

 

0 

 

1 

 

 
Hoo N(7)GH

+
 

 

1,95 

 

1,88 

 

0,04 

 

 

 

2,09 

 

 

1,65 

 

 

0,06 

 

 
WC N(7)GH

+
 

 

5,68 

 

5,96 

 

4,25x10
-5 

 

 

2,82 

 

4,37 

 

6,23x10
-4 

 

 
GKA(9)-CKA(1) 

N(3)H
+ 

 

6,45 

 

6,88 

 

8,99x10
-6 

 

 

 

5,18 

 

4,88 

 

2,62x10
-4

 

 
WC O(6)GH

+
 

 

10,73 

 

10,02 

 

4,47x10
-8 

 

 

11,97 

 

12,44 

 

7,51x10
-10 

 

 
GKA(9)N(7)H

+
-

CKA(1) 

 

11,39 

 

10,95 

 

9,30x10
-9 

 

 

 

7,80 

 

8,30 

 

8,17x10
-7 
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En adelante nos centraremos en los isómeros Hoo N(3)CH
+
, Hoo N(7)GH

+
 y 

WC N(7)GH
+
 (Figura 3.5), que además de ser los más estables, representan 

estructuras de gran relevancia a nivel biológico, los demás isómeros WCH
+
 se 

encuentran muy por encima del mínimo global, por lo que la población de estos 

isómeros se espera que sea muy baja. Sin embargo, fueron también considerados 

para la asignación estructural. 

 

Figura 3.5: Estructuras más 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 

posición 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 absorción 

IR monofotónica simulados para los isómeros más estables considerados en este 

estudio (Figura 3.5).  

Los espectros vibracionales IR calculados para los isómeros Hoo N(3)CH
+
, 

Hoo N(7)GH
+
 y WC N(7)GH

+
 están en muy buena concordancia con estudios 

teóricos previamente reportados por otros grupos.
[10,23]

 Se observan tres regiones de 

los espectros vibracionales IR de especial interés para la discusión, las cuales se 

encuentran resaltadas en barras de colores traslúcidos en la Figura 3.6. La región de 

los modos de estiramiento del enlace C=O (1700─1900 cm
-1

) presenta características 

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 región diagnóstico del tipo de isómero presente en 

la fase gaseosa.  

 

Figura 3.6: Espectros DMFIR del ión padre [CGH]
+
 (m/z 263,1) (paneles superiores) 

producidos a partir de irradiación de la solución A (izquierda) y la solución B (derecha) con 

la radicación IR-FEL por un período de 250 ms. El espectro en la línea rosa (panel superior 

izquierdo) se registró con un tiempo de irradiación de IR-FEL de 500 ms. Los paneles 

inferiores muestran los espectros vibracionales calculados a nivel M06-2X/6-311G++ (d,p) 

para los isómeros más estables: el isómero WC N(7)GH
+
 (azul) y los isómeros de Hoo 

N(3)CH
+
 (rojo) y Hoo N(7)GH

+
 (verde). 

El espectro IR asociado con el ión [CGH]
+
 obtenido a partir de la solución A 

presenta una banda a 1786 cm
-1

 que es asignada al modo de estiramiento del enlace 

C=O de [GH]
+
 en el isómero WC N(7)GH

+
 (calculada a 1784 cm

-1
). En el caso de la 

solución B, la banda centrada en 1848 cm
-1

 es asignada al modo de estiramiento del 
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enlace C=O de [CH]
+
 en el isómero Hoo N(3)CH

+
 (calculada a 1850 cm

-1
), que a su 

vez es el único de los tres isómeros con una banda de absorción IR predicha entre 

1800─1900 cm
-1

. La banda fuerte que se observa a 1743 cm
-1

 en el espectro DMFIR 

del ión [CGH]
+
 obtenido a partir de la solución B, también podría asignarse a una 

banda de absorción IR del isómero Hoo N(3)CH
+
 calculada en 1753 cm

-1
, 

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

Cabe señalar, sin embargo, que la contribución de otros isómeros al espectro 

DMFIR de la solución B no se puede excluir. Por ejemplo, el isómero Hoo N(7)GH
+
 

presenta una banda calculada a 1748 cm
-1

 (modo de estiramiento del enlace C=O de 

C) que también podría contribuir a la fuerte banda que se observa en el espectro 

DMFIR a 1743 cm
-1

. Además, esta banda es asimétrica, y presenta dos hombros 

desplazados hacia el azul entre 1786-1797 cm
-1

 que podrían asignarse al modo de 

estiramiento C=O de [GH]
+
 en el isómero Hoo N(7)GH

+
 (calculada a 1790 cm

-1
) y/o 

al modo de estiramiento C=O de [GH]
+
 (calculada a 1784 cm

-1
) para el isómero WC 

N(7)GH
+
. 

Las asignaciones espectrales en la región de los modos de flexión del grupo 

amino NH2 y de estiramiento del enlace C─N del anillo piridinico (1600–1700 cm
-1

) 

son consistentes con las asignaciones en la región de los modos de estiramiento C=O. 

En el caso del espectro DMFIR, obtenido a partir de la solución A, la banda intensa 

observada a 1687 cm
-1

 coincide muy bien con la banda del isómero WC N(7)GH
+
, 

calculada a 1692 cm
-1

. En el caso del espectro DMFIR, obtenido a partir de la 

solución B, se observa un pico doble a 1658 cm
-1

 y 1614 cm
-1

, que podrían asignarse 

a los modos de flexión del grupo NH2 calculados a 1662 cm
-1

 y 1663 cm
-1

 para los 

isómeros Hoo N(3)CH
+
 y Hoo N(7)GH

+
, respectivamente, confirmando la presencia 

de estas estructuras en la solución B. 

En la Figura 3.7 se presenta la comparación del espectro DMFIR con los 

espectros vibracionales IR calculados para los demás isómeros que se muestran en la 

Tabla 3.2, lo que nos permitio descartar la presencia de poblaciones relevantes de 

estos isómeros en las soluciones A y B. Por un lado, las estructuras WC O(6)GH
+
 y 

GKA(9)N(7)H
+
-CKA(1) presentan energías libres de Gibbs estándar relativas muy 

por encima del mínimo global, por lo que la población relativa de estos isómeros, 

suponiendo una distribución 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 energía relativa 

comparable con la estructura WC N(7)GH
+
, a pH alto (Solución A) no se forma una 

población significativa de este isómero, pues la formación de esta estructura implica 

la protonación inicial de C, por lo que se esperaría a pH ácido, donde compite con los 

procesos de formación de las estructuras HooH
+
 que se ven ampliamente favorecidas 

luego de la protonación de la nucleobase, como se discutirá más adelante. 

 

Figura 3.7: Espectros DMFIR del ión padre [CGH]
+
 (m/z 263,1) (paneles superiores) 

producidos a partir de irradiación de la solución A (izquierda) y la solución B (derecha) con 

la radicación IR-FEL por un período de 250 ms. El espectro en la línea rosa (panel superior 

izquierdo) se registró con un tiempo de irradiación 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
+ 
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Por otro lado, no se encuentra un buen acuerdo entre los espectros IR 

calculados para estos isómeros 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 diagnóstico para las soluciones A y B observadas a 1786 y 1848 cm
-1

, 

respectivamente, no se ajustan muy bien con la banda calculada a 1864 cm
-1

para el 

isómero GKA(9)-CKA(1)N(3)H
+
. En consecuencia, el análisis termodinámico y 

estructural nos permitio descartar la presencia de una población 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 A y B. 

Finalmente, el espectro DMFIR del ión [CGH]
+
 producido a partir de la 

solución B muestra un doble pico en la región de bajas frecuencias. El pico que se 

observa a 1182 cm
-1

 se correlaciona con el pico calculado a 1194 cm
-1

 para el 

isómero Hoo N(3)CH
+
, mientras que el pico más intenso observado a 1217 cm

-1
 

puede ser asignado a la suma de los modos vibracionales calculados a 1220 cm
-1

 para 

el isómero Hoo N(3)CH
+
 y a 1214 cm

-1
 para el isómero Hoo N(7)GH

+
 (Figura 3.6). 

La espectroscopia DMFIR en el intervalo de 1100─1900 cm
-1

, en complemento 

con cálculos de estructura electrónica permitió realizar la asignación estructural de 

los dos isómeros identificados por DIMS. Una estructura tipo WCH
+
, más 

precisamente WC N(7)GH
+
 fue asignada al isómero 1 del ión [CGH]

+
 que se forma 

preferentemente en la solución A (pH = 5,8). En el caso del isómero 2, que se forma 

preferentemente en la solución B (pH = 3,2), el análisis 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 isómeros HooH
+
 coexisten en un doble 

pozo de energía 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 

reacción) son 2526 cm
-1

 y 2008 cm
-1

 para los isómeros Hoo N(3)CH
+
 y Hoo 

N(7)GH
+
, respectivamente. Estas dos estructuras se encuentran conectadas a través 

de una barrera de mínima energía de 2,96 kcal/mol, calculada a nivel                   

M06-2X/6-311G++(d,p). La ZPE a lo largo de la coordenada para la transferencia de 



 

Capítulo 3 

92 

 

H
+
 entre las bases se calcula como 1/2 h, donde  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 energía para la transferencia de 

protón (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 energía, la función de onda correspondiente a este estado se encuentra 

deslocalizada sobre ambos mínimos, indicando que ambos isómeros HooH
+
 

coexisten en su estado fundamental, independientemente de la temperatura del 

sistema.  

 

Figura 3.8: Superficie de energía potencial esquemática a lo largo de la coordenada 

de reacción para la transferencia de protón (TP) entre las bases dentro del isómero HooH
+
. 

La línea roja horizontal indica el estado vibracional fundamental correspondiente a la ZPE a 

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

Por su parte el isómero WC N(7)GH
+
 presenta una barrera de energía de 5,8 

kcal/mol para la transferencia de H
+
 desde el N(1)G hacia el N(3)C calculada a nivel 

M06-2X/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 reacción se encuentra 

por debajo de la barrera de energía, 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 isómeros 

WCH
+
. 

 

Figura 3.9: Superficie de energía potencial esquemática a lo largo de la coordenada 

de reacción para la transferencia de protón (TP) entre las bases dentro del isómero WCH
+
. La 

línea roja horizontal indica el estado vibracional fundamental correspondiente a la ZPE a lo 

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

En resumen, los resultados de DMFIR y DIMS proporcionan evidencia de un 

cambio en la población de isómeros 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 

(solución A), la especie más abundante es un isómero WCH
+
 mientras que a un       

pH = 3,2 (solución B), los isómeros tipo HooH
+
 son los dominantes. Por lo tanto, nos 

permite sugerir que la población de isómeros WCH
+
 y HooH

+
 observada en la fase 

gaseosa, representa la población de isómeros que se forma en solución, lo que indica 

que estas estructuras se mantienen durante la vaporización del solvente en la fuente 

de ionización suave (ESI), lo cual ha sido también informado para otros sistemas 

como los complejos de Timidina-Na [ThdNa]
+
.
[61] 
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Considerando que los isómeros HooH
+
 son termodinámicamente más estables 

que el isómero WCH
+
, tanto en fase gaseosa como en solución (Tabla 3.2), de 

acuerdo a los cálculos de estructura electrónica resulta difícil entender que partiendo 

de una solución a pH= 5,8 se forme preferentemente el segundo de ellos. Sin 

embargo, se sabe que la formación de los pares tipo HooH
+
 requiere la protonación 

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).
[60]

 

En la Figura 3.10 se muestra la distribución de especies (C, G, CH
+
 y GH

+
) 

calculada para una solución de citosina 400 µM y guanina 400 µM en función del 

pH. A partir de este grafico se observa que en la solución A (pH = 5,8) predominan 

las bases C y G neutras, por lo cual preferentemente se forma el par WC neutro y la 

formación del par tipo HooH
+
 no compite eficientemente debido a la baja 

concentración de bases protonadas a este pH.  

 

Figura 3.10: Distribución 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].  

Así la estructura WC se mantiene durante el proceso de vaporización por ESI, 

y gracias a la concentración de protones que provienen de la mezcla MeOH/H2O 
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probablemente se protona en la posición disponible del dímero con mayor afinidad 

protónica (N(7)G) (ver Tabla 3.3). 

Tabla 3.3. Afinidades protónicas de las bases C y G y del par WC, calculado a 

nivel M06-2X//6-311G++(d,p). En círculos verdes se señalan los sitios de 

protonación.  

Estructuras Afinidad 

Protónica 

(kcal/mol) 

 
CKA(1) 

 

 

228,4
a 

 
GKA(9) 

 

 

229,5
a 

WC N(7)G 

 

 

 

242,0 

WC N(3)G 

 

 

 

230,3 

WC O(6)G 

 

 

 

233,5 

 

a
 Datos obtenidos de la referencia [62]. 

Luego, tras la fragmentación por CID o DMFIR del isómero 1 (WC N(7)GH
+
), 

obtenido preferentemente en la solución A, el fragmento más abundante observado 

es [GH]
+
 (91 ± 3) % (Figuras. 3.1 y 3.3), ya que la fragmentación para producir 

[CH]
+
 requiere de un proceso de transferencia de H

+
 y/o una isomerización previa a 

uno de los isómeros de HooH
+
. Esta isomerización implica un reordenamiento 
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nuclear muy grande que incluye la disociación de dos enlaces H del isómero WC 

N(7)GH
+
 y la rotación del resto de [GH]

+
 para obtener el isómero Hoo N(7)GH

+
, 

proceso que está desfavorecido entrópicamente. Se han llevado a cabo experimentos 

utilizando irradiación con el IR-FEL a plena potencia e irradiación simultánea con el 

láser de CO2, pero no se observaron cambios en el patrón de fragmentación. Por lo 

tanto, parece que la velocidad de isomerización es más lenta que la velocidad de 

disociación 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 solución B (pH = 3,2), la concentración de H
+
 conduce a la protonación 

de N(3)C (pKa = 4,5) y N(7)G (pKa = 3,3)
[60] 

como se muestra en la Figura 3.10. 

Bajo estas condiciones se favorece la formación de los isómeros tipo HooH
+
 que son 

termodinámicamente más estables que el isómero WCH
+
. En consecuencia, se 

convierten en las estructuras más pobladas en la solución B. Nuestros resultados son 

consistentes con reportes anteriores
[14,15]

 que sugieren que a pH ácido 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 

vaporización por ESI y la presencia de los dos isómeros Hoo N(3)CH
+
 y Hoo 

N(7)GH
+
, es evidenciada por las características espectrales en las que se observan 

bandas IR diagnósticas de ambos isómeros en el espectro de DMFIR. Además, la 

ZPE a lo largo de la coordenada de reacción para la transferencia de H
+
 entre C y G 

se ubica por encima de la barrera de energía para este proceso, lo que garantiza que 

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

Finalmente, aunque el patrón de fragmentación (MS/MS) de la solución B 

muestra las mismas intensidades de los iones hijos [GH]
+
 y [CH]

+
, los experimentos 

MS/MS-CID con selección de isómeros por medio de DIMS indican que en el caso 

de los isómeros HooH
+
, el fragmento [CH]

+
 es dos veces más abundante que el 

fragmento [GH]
+
 (Figura 3.2). Esto es contraintuitivo ya que la afinidad protónica de 

N(7)GKA(9) (229,46 kcal/mol) es mayor que la afinidad protónica de N(3)CKA(1) 

(228,36 kcal/mol) (Tabla 3.3).
[62]

 Sin embargo, este patrón de disociación anómalo 

ya ha sido observado previamente 
[63,64]

, sugiriendo que el método cinético de 

Cook´s
[65,66]

 para determinar la afinidad protónica de C y G no es adecuado para este 

tipo de sistemas. 
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3.4 Conclusiones 

En este capítulo se mostraron los resultados de la caracterización estructural 

del par de bases protonado [CGH]
+
 mediante MS/MS acoplado a CID, DIMS y 

DMFIR en complemento con cálculos de estructura electrónica a nivel DFT. Las 

principales conclusiones obtenidas a partir de estos resultados son: 

1. Los isómeros 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 vaporización 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 sugirió Löwdin en 1963
[3]

. 

 

2. Los patrones DIMS-MS/MS (CID) y las huellas dactilares DMFIR de cada 

isómero permiten su asignación inequívoca. Se espera que esto sea aplicable 

como una metodología fácil y versátil basada en espectrometría de masas en 

tándem (MS/MS) en complemento con espectroscopia DMFIR para 

determinar la existencia de pares de HooH
+
 asociados a enfermedades y 

mutaciones, en muestras reales. 

 

3. La dinámica detallada que rige los procesos de transferencia de protones debe 

considerarse cuidadosamente en la aplicación del método cinético de Cook´s  

para la determinación de las afinidades protónicas de estas bases. 

 

4. Se encontró que la presencia de una alta concentración de protones favorece 

la formación y estabilización de pares de bases no-canónicos de tipo HooH
+
 

involucrados en la formación de estructuras orden superior en el ADN. 

Además, se encontró que las estructuras Hoo N(3)CH
+
 y Hoo N(7)GH

+
 

coexisten en fase gaseosa y en solución.  
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4.1 Introducción 

La guanina (G) puede formar estructuras de orden superior en el ADN a partir 

de las interacciones por puente de hidrógeno e interacciones con cationes metálicos, 

gracias a las características estructurales que le confieren los dos grupos donores 

(N1H, N9H y NH2) y aceptores (N7, N3 y C=O) de hidrogeno (Esquema 4.1).
[1-3]

 En 

consecuencia, se ha encontrado que la G interactúa de forma específica con cationes 

(metálicos y H
+
), lo que favorece la formación de pares de bases no canónicos, 

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

triplex
[4,5]

 y G-cuádruplex
[6,7]

 (Figura 1.7 en capítulo 1). 

 

Esquema 4.1: Estructura y numeración de la guanina en su forma canónica GKA(9), 

las flechas rojas y verdes indican los sitios de interacción 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 metálicos han despertado 

recientemente el interés de la comunidad científica, ya que presentan prominentes 

aplicaciones en el campo de la nanotecnología
[8,9]  

y la biomedicina,
[10,11] 

gracias a sus 

propiedades de reconocimiento molecular. Los triplex de ADN son frecuentemente 

empleados en el diseño de sistemas para el etiquetado de secuencias específicas, la 

regulación de la expresión génica y la construcción de nanoestructuras basadas en 

esta macromolécula. Más interesante aún, se ha encontrado que la limitación 

intrínseca de la dependencia del pH
[12,13]

 que presentan los triplex formados por C y 

G puede ser superada en presencia de Ag
+
 (Figura 4.1),

[5,14]
 que resulta 

singularmente interesante ya que este catión se une específicamente a las bases del 

ADN y le confiere propiedades fotofísicas particulares. 

1 

2 
3 

4 

6 5 

 7 

 8 

 9 
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Figura 4.1: Representación 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 

interacción entre C, G y Ag
+
 es de gran interés, ya que permite comprender los 

factores que favorecen la formación de pares de bases de tipo Hoo mediados por 

metal, responsables de estabilizar los triplex de C y G en condiciones de pH 

fisiológico.  

En primer lugar, las propiedades estructurales y fotofísicas de C neutra han 

sido ampliamente caracterizadas mediante estudios experimentales
[15,16]

 y 

teóricos,
[17,18]

 a partir de los cuales se ha demostrado que en fase gaseosa esta 

molécula puede existir como una combinación de formas ceto-amino (KA) y enol-

amino (EA) en equilibrio tautomérico. Por su parte, la G presenta una gran 

diversidad estructural,
[18] 

principalmente se han encontrado poblaciones significativas 

de los tautómeros ceto-amino (KA(9) y KA(7)) y los rotámeros (anti o syn) enol-

amino (EA(9)).
[16-24]

 

A pesar de que es posible encontrar una gran variedad de tautómeros de las 

bases,
[18]

 los estudios experimentales y teóricos sugieren que los cationes interactúan 

principalmente con las bases en su forma canónica. Para la C, se ha reportado que los 

cationes alcalinos
[25,26]

 interactúan principalmente en N3, mientras que para la Ag
+[27] 

y Cu
+[28]

 se ha encontrado que además interactúa parcialmente con el grupo C=O 

formando estructuras bidentadas entre el N3 y O de CKA(1). Además, la 

caracterización estructural de los complejos [C2Ag]
+[29,30] 

y [C2M]
+
 (M=Li

+
, Na

+
, K

+
 

y Cu
+ 

)
[28] 

reveló que las estructuras imitan un apareamiento de tipo i-motif, similar al 

encontrado en los dímeros de C hemiprotonada C─H
+
─C

[31] 
(Figura 1.7c en capítulo 
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1). Por su parte, para GKA(9) se ha encontrado que los cationes metálicos se unen a 

través del N7 y O.
[32-36,38]  

En el capítulo 3 de este trabajo de tesis se presentaron los resultados de la 

caracterización estructural del par HooH
+
 que se forma a pH ácido (pH = 3,2).

[39]
 Sin 

embargo, debe enfatizarse que, aunque existe una fuerte evidencia indirecta de la 

formación triplex estabilizados por metales a pH fisiológico,
[5,14,39]

 no se dispone de 

una caracterización estructural directa del par Hoo mediado por metales.  

Como se mencionó anteriormente, la naturaleza de las interacciones entre C y 

Ag
+
 fue extensamente estudiada en la tesis del Dr. Berdakin y se caracterizaron las 

estructuras del complejo [CAg]
+[27]

 y el homodímero [C2Ag]
+
.
[29,30] 

En este contexto, 

con el propósito de determinar si la interacción con Ag
+
 favorece la formación del 

par de bases CG del tipo Hoo, en el presente capítulo se presentan los resultados 

obtenidos en el marco de una estrategia bottom-up para la caracterización estructural 

y energética de los complejos [GAg]
+
 y [CGAg]

+
, en fase gaseosa, mediante 

espectrometría de masas en tándem acoplada a espectroscopia DMFIR, en 

complemento con cálculos de estructura electrónica.  

4.2 Metodología 

4.2.1 Detalles Experimentales  

Los iones fueron generados en una fuente ESI a partir de dos soluciones en una 

mezcla de MeOH/H2O milliQ 1:1. La primera de las soluciones (I) contenía 300 µM 

de AgNO3 y 370 µM de G. La segunda solución (II) contenía cantidades equimolares 

de G y C (370 µM) + 300 µM de AgNO3.  

Para llevar a cabo los experimentos de espectroscopia DMFIR se empleó el 

espectrómetro de masas 7T FT-ICR
[40]

 (descrito en la sección 2.6.1). Inicialmente, 

los iones [GAg]
+
 y [CGAg]

+
 fueron aislados en la interfaz cuadrupolar del 7T FT-

ICR, a partir de las soluciones (I) y (II), 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 electrostáticas hacia la celda de ICR, en donde 

fueron fragmentados por DMFIR en el intervalo de 1200─1850 cm
-1

 con el FEL, 



 

Capítulo 4  

 

112 

 

asistido por un láser de CO2. Los iones [GAg]
+
 se irradiaron por 3 s con fotones IR-

FEL y durante 7 ms con el láser de CO2 para mejorar la eficiencia de fragmentación. 

Por su parte, los iones de [CGAg]
+
 se irradiaron por 820 ms con fotones del IR FEL 

y 6 ms con el láser de CO2. Los espectros DMFIR se obtuvieron como la eficiencia 

de fragmentación (eff), en función de la frecuencia del láser, calculada de acuerdo 

con la ecuación (2.14). 

4.2.2 Detalles computacionales  

Todos los cálculos para los diferentes isómeros de los complejos de [GAg]
+
 y 

[CGAg]
+
 se realizaron a nivel DFT con Gaussian 09 Revisión E. 01.

[41]
 Las 

geometrías fueron optimizadas empleando el funcional híbrido de correlación e 

intercambio B3LYP
[42]

 y el conjunto de bases 6-311G++(d,p) para los átomos de C, 

H, O, N, mientras que para Ag
+
 se usó el pseudo-potencial de core efectivo SDD.

[43]
 

Todas las optimizaciones para los complejos [GAg]
+
 y [CGAg]

+
 se realizaron sobre 

SEPs corregidas por el método de counterpoise.
[44]

 

Los cálculos de los espectros de absorción monofotónica IR para cada uno de 

los mínimos locales encontrados en la SEP se realizaron al mismo nivel de teoría. 

Las frecuencias de vibración se corrigieron con un factor de 0,98 considerado el 

valor más apropiado para el nivel de teoría empleado.
[29,45]

 Para una mejor 

comparación con los espectros de DMFIR, el espectro calculado fue convolucionado 

con perfiles gaussianos suponiendo un ancho de banda de 10 cm
-1

, que corresponde 

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

Las energías libres de Gibbs estándar relativas (ΔG
°
rel) para los diferentes 

isómeros de los complejos [GAg]
+ 

y [CGAg]
+
, incluyendo las correcciones de ZPE 

se calcularon a 298 K con el mismo nivel de teoría. Esta temperatura es comparable a 

la establecida para colisiones múltiples con Ar en la trampa de iones hexapolar del 

espectrómetro de masas híbrido 7T FT-ICR.
[39,40,46]

 Finalmente, el efecto del solvente 

sobre la estabilidad de los diferentes isómeros de los complejos [GAg]
+ 

y [CGAg]
+
 se 

evaluó mediante el método de campo de reacción autoconsistente (SCRF, por sus 

siglas en inglés). En este trabajo utilizamos el modelo continuo polarizable (PCM)
[47]

 

y agua como solvente.  
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Los detalles respecto a la nomenclatura empleada han sido descritos en 

capítulos anteriores. Aquí los números entre paréntesis indican el tautómero 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 interacción con la Ag
+
 se 

indican sin paréntesis, por ejemplo GKA(9)N7Ag
+
, indica que el catión Ag

+
 

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

4.3 Resultados y discusión  

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 patrón isotópico característico de Ag (
107

Ag 

(51,8%) y 
109

Ag (49,2%)), los complejos formados pueden identificarse sin 

ambigüedad. Para el complejo [GAg]
+
 se observan en el espectro de masas los dos 

isótopos de la Ag, posiblemente como consecuencia de un error en el aislamiento. 

Por su parte, para el complejo [CGAg]
+
 se aisló un único ion padre correspondiente 

al isotopo de 
107

Ag. 

 

Figura 4.2: Espectros de masas de los iones a) [GAg]
+
 y b) [CGAg]

+
 aislados (panel 

superior), y después de la fragmentación por DMFIR en el rango espectral 1600─1730 cm
-1

 

(paneles inferiores). 

100 150 200 250 300

** *

a

-[G]
-[NH3]

[GAg]
+

 

In
te

n
si

d
a
d

 I
o

n
e
s 

(u
.a

.)

[GAg]
+

 

  

 [GAg]
+
 aislado

  

 

m/z

MS/MS IRMPD

100 150 200 250 300 350 400

**

b

[CAg]
+

[GAg]
+

[CGAg]
+

 

In
te

n
si

d
a
d

 I
o

n
e
s 

(u
.a

.)

[CGAg]
+

 

  

 [CGAg]
+
 aislado

  

 

m/z

MS/MS IRMPD



 

Capítulo 4  

 

114 

 

Por un lado, la fragmentación del complejo [GAg]
+
 después de la irradiación 

con fotones IR-FEL en resonancia con un modo activo del ión conduce 

principalmente a la pérdida de NH3, produciendo el fragmento [C5H2N4O-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.
[34,48] 

Adicionalmente, en el espectro MS/MS se observa el ion Ag
+
, como 

consecuencia de la perdida de G neutra. Finalmente, los fragmentos señalados con * 

en la Figura 4.2a no presentan dependencia con la longitud de onda del láser, por lo 

tanto no son considerados como productos de fotofragmentación; es posible que su 

presencia se deba a procesos de fragmentación por colisiones o recombinación de 

fragmentos.  

Por su parte, en la Figura 4.2b (panel inferior) se observa que la fragmentación 

del complejo [CGAg]
+
 después de la irradiación con fotones IR-FEL en resonancia 

con un modo activo del ion padre, produce principalmente los fragmentos de [CAg]
+
 

y [GAg]
+
 en una relación 14(%):86(%), como consecuencia de la perdida de G y C 

neutras, respectivamente. De acuerdo a los resultados presentados en el capítulo 3, el 

patrón de fragmentación observado, es equivalente al obtenido para la fragmentación 

del par protonado [CGH]
+
, en el cual se observan los fragmentos de [CH]

+
 y 

[GH]
+
.
[39] 

Finalmente, no se observó dependencia con la longitud de onda del láser 

para los fragmentos señalados con * en la Figura 4.2b, por lo que no son 

considerados como productos de la fragmentación.  

Para obtener los espectros DMFIR de los complejos [GAg]
+
 y [CGAg]

+
, se 

consideraron los dos canales de fragmentación observados y se calculó la eficiencia 

de fragmentación (eff) en función de la longitud de onda del láser (1200─1850 cm
-1

), 

de acuerdo a la ecuación (2.14).  

4.3.1 Caracterización estructural de los complejos [GAg]
+
 y [CGAg]

+
 

La asignación estructural de los complejos [GAg]
+
 y [CGAg]

+
 se basa en la 

comparación de los espectros DMFIR con los espectros de absorción IR simulados 

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

En la Figura 4.3 se muestran las estructuras de los 6 tautómeros de G que se 

encuentran por debajo de 6 kcal/mol, de acuerdo a los datos reportados 

previamente
[16-24]

 y que fueron considerados en este estudio. Además se indican los 

sitios con mayor densidad de carga negativa donde se espera que interactúe la Ag
+
 

para formar los complejos [GAg]
+
. 

 

Figura 4.3: Estructuras de la G neutra consideradas en este estudio. Las flechas 

verdes indican los sitios de interacción con la Ag
+
, los tautómeros EA pueden adoptar una 

conformación anti o syn en función de la orientación del H del grupo OH. En paréntesis se 

muestran las energías relativas de los tautómeros 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 cálculos indican que el mínimo global corresponde a 

[GKA(9)N7Ag]
+
, una estructura plana en la cual el catión Ag

+
 se une al N7 del 

tautómero KA(9) de G. Mientras que el segundo mínimo se encuentra a 8,2 kcal/mol 

por encima del mínimo global y corresponde al isómero [GKA(7)N9Ag]
+
, en el cual 

la Ag
+
 se une al N9 del tautómero KA(7) de G. Los N7 y N9 de los tautómeros 

GKA(9) y GKA(7), respectivamente, son los que presentan mayor afinidad por 

cationes metálicos.
[32-35] 

Los resultados son consistentes con los reportados por Russo 

et al,
[35]

 para los cationes Na
+ 

y K
+
 que se unen a la G a través del N7. El tautómero 

GKA(9) se ve fuertemente estabilizado por la interacción con Ag
+
 respecto a los 

demás tautómeros de G (Figura 4.3).
[17]
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Tabla 4.1. Energías relativas con corrección por la energía del punto cero 

(EE+ZPE) y energías libres de Gibbs estándar relativas calculadas a 298 K (ΔG
°
298K) 

para los isómeros del complejo [GAg]
+
en fase gaseosa y la corrección de las energías 

relativas considerando el efecto del solvente (PCM). Las poblaciones relativas (P.R) 

se calcularon suponiendo una distribución de Maxwell-Boltzmann, considerando que 

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

 

Estructura 

Fase gaseosa PCM (agua) 

EE+ZPE 

(kcal/mol) 

ΔG°298K 

(kcal/mol) 

P.R. EE+ZPE 

(kcal/mol) 

ΔG°298K 

(kcal/mol) 

P.R. 

 
[GKA(9)N7Ag]

+
 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

1 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

1 

 
[GKA(7)N9Ag]

+
 

 

 

8,10 

 

 

8,10 

 

 

1,14x10
-6 

 

 

0,73 

 

 

0,83 

 

 

 

0,24 

 
[GEA(7)synN3Ag]

+ 

 

 

10,80 

 

 

10,71 

 

 

1,3x10
-8

 

 

 

9,66 

 

 

9,89 

 

 

5,4x10
-8

 

 
[GEA(7)antiN9Ag]

+
 

 

 

19,08 

 

 

18,64 

 

 

2,13x10
-14

 

 

 

11,20 

 

 

10.80 

 

 

1,19x10
-8

 

 
[GEA(7)antiN1Ag]

+ 

 

 

27,57 

 

 

27,50 

 

 

6,77x10
-21

 

 

 

15,10 

 

 

 

14,92 

 

 

1,14x10
-11

 

 
[GKA(9)N3Ag]

+
 

 

 

30,67 

 

 

30,50 

 

 

4,27x10
-23 

 

 

13,04 

 

 

13,04 

 

 

2.73x10
-10

 

 
[GEA(7)synN1Ag]

+
 

 

 

33,10 

 

 

33,80 

 

 

1,62x10
-25

 

 

 

15,20 

 

 

16,57 

 

 

7,03X10
-13

 

Cuando consideramos el efecto del solvente de forma implícita el isómero con 

mayor momento dipolar ([GKA(7)N9Ag]
+
; µ = 3.96 D) se ve fuertemente 

estabilizado en solución, volviéndose prácticamente isoenergético con el mínimo 
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global, por lo que se espera que en la solución se forme una población significativa 

de este isómero.  

El espectro DMFIR del complejo [GAg]
+
 registrado entre 1200─1850 cm

-1
 se 

presenta en la Figura 4.4, junto a los espectros calculados para los seis isómeros de 

menor energía presentados en la Tabla 4.1. En él se observan tres características 

espectrales bien definidas (señaladas en barras de color) en la región de 1550─1700 

cm
-1

, una serie de bandas de menor intensidad a menores frecuencias (1200─1500 

cm
-1

), mientras que a 1769 cm
-1 

se distingue una banda de baja intensidad.  

 

Figura 4.4: Espectro DMFIR del ión padre [GAg]
+
 (m/z 257,95) (paneles superiores) 

obtenidos a partir de la solución I, por irradiación con fotones IR-FEL durante un período de 

3s más 7 ms de irradiación con el láser de CO2. Los paneles inferiores muestran los espectros 

vibracionales calculados a nivel B3LYP/6-311G++(d,p)//SDD para los isómeros de menor 

energía presentados en la Tabla 4.1.  
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La comparación del espectro DMFIR del complejo [GAg]
+
 con los espectros 

simulados para los seis isómeros de menor energía permitió realizar la asignación de 

las estructuras que se forman a partir de la interacción entre G y Ag
+
.  

De acuerdo a esta comparación, la banda más intensa localizada a 1634 cm
-1

, 

asignada al modo de flexión del grupo NH2, podría corresponder a cualquiera de los 

tres isómeros más estables (columna izquierda en la Figura 4.4). Sin embargo, el 

isómero [GEA(7)synN3Ag]
+
 es muy poco estable y sus poblaciones tanto en fase 

gaseosa como en solución son despreciablemente bajas para ser considerado como 

responsable de dicha banda. El resto de isómeros mostrados en la columna derecha 

de la Figura 4.4 son aún menos estables que el anterior por lo que tampoco se 

considerarán en la asignación.  

Por lo tanto, solo quedan los isómeros [GKA(9)N7Ag]
+
 y [GKA(7)N9Ag]

+
 

como posibles candidatos para la asignación del espectro DMFIR observado. En el 

caso del isómero [GKA(7)N9Ag]
+
 su estabilidad en la fase gaseosa conduce a una 

baja población del mismo. Sin embargo, en solución se espera que su población sea 

aproximadamente ¼ de la población del isómero [GKA(9)N7Ag]
+
. Por lo tanto, el 

confirmar su presencia en la fase gaseosa sería una evidencia directa de que la 

vaporización por ESI conserva la memoria de la composición y estructuras existentes 

en la solución. 

En tal sentido, puede considerarse que la banda intensa que se observa a 1672 

cm
-1

 en el espectro DMFIR y el hombro que se observa a 1607 cm
-1 

son bandas 

diagnósticas de la presencia del isómero [GKA(9)N7Ag]
+
 ya que no están presentes 

en el otro isómero. Estas bandas corresponden al modo de estiramiento C=O 

(calculada a 1680 cm
-1

) y al estiramiento C─N (calculada a 1610 cm
-1

) para este 

isómero.  

Del mismo modo, la banda intensa observada a 1585 cm
-1

 y la banda débil 

observada a 1769 cm
-1

 en el espectro DMFIR se consideran diagnósticas de la 

presencia del isómero [GKA(7)N9Ag]
+
 ya que no se corresponden con ninguna de 

las bandas del otro isómero. La banda que se observa en el espectro DMFIR a 1585 

cm
-1

 es calculada a 1584 cm
-1

 para el isómero [GKA(7)N9Ag]
+
 y corresponde a los 

modos de deformación del anillo en el plano, mientras que la banda observada a 
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1769 cm
-1

 es calculada a 1768 cm
-1

 corresponde al modo de estiramiento del grupo 

C=O del mismo isómero.  

La intensidad de esta banda en el espectro DMFIR no se reproduce 

adecuadamente por el espectro IR monofotónico calculado. Sin embargo, es bien 

conocido que, en general, el modo C=O libre no se acopla adecuadamente con los 

otros modos vibracionales, lo cual dificulta la absorción multifotónica IR cuando el 

láser es sintonizado en la frecuencia de este modo, y como consecuencia los 

rendimientos de fragmentación son muy bajos conduciendo a bandas DMFIR de muy 

baja intensidad.
[29,39,50] 

 

Las frecuencias de los modos de estiramiento del grupo C=O para los dos 

isómeros [GKA(9)N7Ag]
+
 (1680 cm

-1
) y [GKA(7)N9Ag]

+ 
(1768 cm

-1
) presentan 

grandes corrimientos uno con respecto al otro, como así también respecto a los 

correspondientes tautómeros GKA(9) (1790 cm
-1

) y GKA(7) (1730 cm
-1

) libres, 

debido a las diferentes interacciones del catión Ag
+
 con el grupo C=O en ambos 

isómeros. 

En el isómero [GKA(9)N7Ag]
+
, el corrimiento de la frecuencia del C=O (1680 

cm
-1

) hacia el rojo con respecto a la de GKA(9) (1790 cm
-1

) libre resulta razonable 

pues el catión Ag
+
 unido al N7 interactúa parcialmente con el O de aquel grupo        

(d N7─Ag
+
 2,29 Å y O─Ag

+
 2,42 Å) disminuyendo la densidad de carga en el enlace 

C=O y produciendo un aumento en su distancia de enlace de 1,213Å en GKA(9) 

libre a 1,240 Å en el complejo con Ag
+
.  

En el caso del isómero [GKA(7)N9Ag]
+ 

esta banda se encuentra desplazada 

hacia el azul (1768 cm
-1

) respecto a la GKA(7) libre (1730 cm
-1

). En este caso el 

corrimiento es mucho menos pronunciado que en el caso anterior debido a que el 

catión Ag
+
 se encuentra en el lado opuesto al grupo C=O evitando cualquier tipo de 

interacción entre ambos. El corrimiento débil observado hacia el azul puede ser 

debido a una redistribución de la densidad de carga por la presencia del catión Ag
+
 

en las cercanías del tautómero GKA(7), lo cual fortalece el enlace C=O produciendo 

un acortamiento del mismo desde 1,222 Å en GKA(7) libre a 1,207 Å en el complejo 

con Ag
+
. 
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El análisis energético y estructural de los complejos de [GAg]
+
 presentados en 

la Tabla 4.1, nos permite descartar la presencia de los isómeros; [GEA(7)synN3Ag]
+
, 

[GEA(7)antiN9Ag]
+
, [GEA(7)antiN1Ag]

+
, [GKA(9)N3Ag]

+
 y [GEA(7)synN1Ag]

+
. En 

primer lugar, porque estas estructuras se encuentran muy por encima en energía, 

respecto del mínimo global y por lo tanto las poblaciones relativas esperadas son 

despreciables tanto en fase gaseosa como en solución. En segundo lugar, los 

espectros calculados para estas estructuras difieren significativamente del espectro 

DMFIR (Figura 4.4). En consecuencia, la asignación del espectro DMFIR se realizó 

considerando los isómeros [GKA(9)N7Ag]
+
 y [GKA(7)N9Ag]

+
 para los cuales se 

encontraron bandas características que confirman su presencia.  

Como se mencionó anteriormente y se muestra en la Tabla 4.1, la población de 

equilibrio calculada en la fase gaseosa para el isómero [GKA(7)N9Ag]
+
 a la 

temperatura de trabajo es despreciable frente a la del isómero [GKA(9)N7Ag]
+
. Sin 

embargo, su población de equilibrio en solución es considerablemente mayor debido 

a la estabilización preferencial de este isómero por el solvente. El hecho de que el 

isómero  [GKA(7)N9Ag]
+
 haya sido observado en la fase gaseosa permite sugerir 

que la vaporización por ESI conserva la memoria de la composición y estructuras 

existentes en la solución, como se observó en capítulos anteriores. 

4.3.1.2 Complejo [CGAg]
+ 

La búsqueda de las estructuras que se pueden formar a partir de la interacción 

entre la C y G en presencia de Ag
+
, se basó en la consideración de las estructuras 

más estables encontradas para el complejo [GAg]
+
, para el cual en los dos isómeros 

observados la G se encuentra en su forma tautomérica KA, como así también en lo 

que se conoce de trabajos previos sobre la interacción de C con Ag
+
.
[27,29] 

En este 

último caso se observó que CKA(1) interacciona de forma específica con Ag
+
 en N3 

y O. En ese sentido, en el presente capítulo centramos el interés particularmente en la 

posibilidad de formación de estructuras de tipo WC y Hoo, teniendo en cuenta las 

consideraciones del párrafo anterior, ya que estas estructuras están involucradas en la 

estabilización de plegamientos no canónicos 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. Energías relativas con corrección por la energía del punto cero 

(EE+ZPE), y energías libres de Gibbs estándar relativas calculadas a 298 K (ΔG
°
298K) 

para los isómeros [CGAg]
+
 en fase gaseosa, y la corrección de las energías relativas 

considerando el efecto del solvente (PCM). Las poblaciones relativas (P.R) se 

calcularon suponiendo una distribución de Maxwell-Boltzmann, considerando que la 

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

 

Estructura 

Fase gaseosa PCM (agua) 

EE+ZPE 
(kcal/mol) 

ΔG°298K 

(kcal/mol) 
P.R. EE+ZPE 

(kcal/mol) 
ΔG°298K 

(kcal/mol) 
P.R. 

 
Hoo[C-Ag-G]+ 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

1 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

1 

 
Hoo[C-Ag-G*]+ 

 

 

7,29 

 

 

5,85 

 

 

5,12x10-5 

 

 

2,43 

 

 

1,50 

 

 

 

7,90x10-2 

 
WC[CKA(1) GKA(9)N7Ag]

+
 

 

 

17,31 

 

 

17,43 

 

 

1,64x10-13 

 

 

10,00 

 

 

10,47 

 

 

2,05x10-8 

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

+ 

 

 

17,44 

 

 

17,21 

 

 

2,38x10-13 

 

 

9,03 

 

 

 

8,96 

 

 

2,66x10-7 

 
WC[CKA(1) GKA(7)N3Ag]

+ 

 

 

22,45 

 

 

22,39 

 

 

3,79x10-17 

 

 

11,82 

 

 

11,03 

 

 

8,10x10-9 

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

+ 

 

 

 

24,54 

 

 

 

25.03 

 

 

 

4,39x10-19 

 

 

 

17,15 

 

 

 

17,23 

 

 

 

2,26x10-13 

Los cálculos indican que el mínimo global corresponde al isómero tipo Hoo 

[C-Ag-G]
+
, una estructura plana en la cual el catión Ag

+
 se sitúa 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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cálculos reportados por Müller et al.
[49]

 Esta estructura es equivalente a la encontrada 

en el capítulo 3 para el par [CGH]
+
 a pH = 3,2,

[39]
 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 mínimos uno con el H
+
 sobre 

N(3)C y otro con el H
+
 sobre N(7)G, la interacción con Ag

+
 estabiliza fuertemente 

una única estructura en la cual el catión Ag
+
 se encuentra equidistante entre ambas 

bases (dN7G─Ag
+
=2,14 Å y dN3C─Ag

+
=2,15Å), por lo tanto se espera que el par de 

bases tipo Hoo mediado por Ag
+
 sea más rígido que el correspondiente par mediado 

por H
+
. 

La segunda especie más estable corresponde al isómero Hoo inverso              

[C-Ag-G*]
+
 (*indica que la interacción 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 catión Ag
+
 se une al 

N9, por lo tanto la formación 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 mínimo y es ligeramente 

asimétrica. La pérdida de estabilidad en el isómero Hoo [C-Ag-G*]
+
, se produce 

como consecuencia de la perdida de la interacción por puente de hidrogeno entre el 

grupo NH2 de C y el C=O de G. Por otro lado, el análisis estructural y energético de 

la sección anterior permite sugerir que la interacción por el N9 de la G es ligeramente 

desfavorable frente a la interacción a través del N7.  

El momento dipolar del isómero Hoo [C-Ag-G*]
+
 (µ=7,86 D) es mayor que el 

momento dipolar del isómero Hoo [C-Ag-G]
+
 (µ=5,57 D), por lo cual como era de 

esperarse, el isómero Hoo [C-Ag-G*]
+
 es más fuertemente estabilizado por el 

solvente que el isómero Hoo [C-Ag-G]
+
.  

El isómero WC[CKA(1) GKA(9)N7Ag]
+
 es el más estable dentro los isómeros 

tipo WCAg
+
. Sin embargo, se encuentra 17 kcal/mol  por encima del mínimo global 

(Tabla 4.2). En términos generales, la diferencia de energía entre los isómeros tipo 

WCAg
+
 y los isómeros HooAg

+
 es mayor que la diferencia de energía entre los 

WCH
+
 y los HooH

+
 estudiados en el capítulo 3.

[39]
 En ese sentido, las poblaciones 

relativas de los isómeros WCAg
+
 son despreciables respecto a las de los isómeros 

HooAg
+
, tanto en fase gaseosa como en solución (Tabla 4.2). 

El espectro DMFIR del complejo [CGAg]
+
 registrado entre 1200 y 1850 cm

-1
 

se presenta en la Figura 4.5, junto a los espectros calculados para los isómeros 
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presentados en la Tabla 4.2. En él se observan tres características espectrales bien 

definidas: una banda de intensidad media en la región espectral donde se esperan los 

modos de estiramiento del grupo C=O (1700─1750 cm
-1

), una banda intensa y 

asimétrica centrada a 1648 cm
-1

 con un hombro a 1603 cm
-1

 en la región espectral 

donde se esperan los modos de flexión del grupo NH2 (1600─1700 cm
-1

) y 

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

(1450─1550 cm
-1

).  

 

Figura 4.5: Espectro DMFIR del ión padre [CGAg]
+
 (m/z 369,02) (paneles 

superiores) obtenidos a partir de la solución II, por irradiación con fotones IR-FEL durante 

un período de 820 ms más 6 ms de irradiación con el láser de CO2. Los paneles inferiores 

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

los isómeros de menor energía presentados en la Tabla 4.2. 
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Al igual que en el caso del complejo de [GAg]
+
, se descartan de la asignación 

los isómeros WCAg
+
 en primer lugar, porque estas estructuras se encuentran muy 

por encima en energía, respecto del mínimo global y por lo tanto las poblaciones 

relativas esperadas son despreciables tanto en fase gaseosa como en solución y en 

segundo lugar, porque los espectros calculados para estas estructuras difieren 

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

El isómero Hoo [C-Ag-G*]
+
 cuya población es despreciable en fase gaseosa y 

dos órdenes de magnitud menor que la del isómero Hoo [C-Ag-G]
+ en fase acuosa, 

no presenta ninguna banda característica en el espectro de DMFIR, tal como el 

desdoblamiento de la banda correspondiente a los grupos C=O 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 sólo el 

isómero más estable Hoo [C-Ag-G]
+
. El espectro calculado para el isómero Hoo     

[C-Ag-G]
+
 está en muy buen acuerdo con el espectro DMFIR, incluso los detalles 

finos del espectro son muy bien reproducidos y no es necesario considerar otro 

isómero para realizar la asignación espectral. 

La banda ancha observada entre 1700 y 1750 cm
-1

 y centrada a 1730 cm
-1

 es 

asignada a los estiramientos C=O de CKA(1) y GKA(9) del isómero Hoo [C-Ag-G]
+
 

cuyas frecuencias son calculadas a 1728 y 1715 cm
-1

, respectivamente. Asimismo, en 

la región comprendida entre 1660 y 1630 cm
-1

 se observan dos bandas calculadas a 

1653 y 1638 cm
-1

, correspondientes a los modos de flexión de los grupos NH2 para 

CKA(1) y GKA(9), respectivamente. La convolución de estas dos bandas, con un 

ancho espectral de 10 cm
-1

, da como resultado una única banda centrada a 1643 cm
-1

 

que se ajusta muy bien a la observada en el espectro de DMFIR a 1645 cm
-1

. El 

hombro que aparece en el espectro DMFIR a 1603 cm
-1

 es asignado al modo de 

estiramiento del enlace C─N de GKA(9), cuya frecuencia es calculada a 1601 cm
-1

. 

Finalmente, las bandas débiles que se observan en el espectro DMFIR entre 

1450─1550 cm
-1

 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=O para CKA(1) (1728 cm
-1

) y para GKA(9) (1715 cm
-1

) en el isómero               
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[C-Ag-G]
+
 se encuentran desplazadas hacia menores frecuencias respecto a las 

frecuencias asignadas a los modos de estiramiento C=O calculadas para los isómeros 

tipo HooH
+ 

(1848 cm
-1

 C=O CKA(1) y 1750 cm
-1

 C=O GKA(9)) formados a partir 

de la interacción entre la C/G y H
+
 (capitulo 3).

[39]. 
El desplazamiento del C=O tanto 

de C, como de G, resulta razonable, pues producto de la interacción con el catión 

Ag
+
 se observa una disminución de la densidad de carga en el enlace C=O para C y 

G, produciendo un aumento en la distancia de enlace, desde 1.200Å (dC=O (C)) y 

1,213Å (dC=O (G)), hasta 1,216Å (dC=O (C)) y 1,226Å (dC=O (G)) para el isómero 

Hoo [C-Ag-G]
+
. 

La fragmentación del complejo HooAg
+
 (Figura 4.2b) conduce principalmente 

a los fragmentos de [GAg]
+
 (86%) y [CAg]

+
 (14%), en contraste con lo observado 

para el isómero HooH
+
 (pH=3,2),

[37] 
 estudiado en el capítulo 3, el cual fragmenta a 

[CH]
+
 (66%) y [GH]

+ 
(34%). Dicho comportamiento puede ser explicado a partir de 

la comparación de las energías de disociación de los isómeros HooAg
+
 y HooH

+
 

(Figura 4.6).  

 

Figura 4.6: Energías de disociación de los pares de bases tipo Hoogsteen. a) HooH
+
 y 

b) HooAg
+
.  

En el caso del par protonado HooH
+
 ambos canales de fragmentación son casi 

isoenergéticos (43,5 kcal para [CH]
+
 + GKA(9) y 42,53 kcal/mol para [GH]

+
 + 

CKA(1)), por lo cual, los rendimientos de cada fragmento están determinados  por la 
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estabilidad relativa de los isómeros HooH
+
 (Hoo N(3)CH

+
 y Hoo N(7)GH

+
), siendo 

el isómero con el H
+
 sobre el N(3)C el más estable y por lo tanto el rendimiento 

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

+
. 

Por su lado, la diferencia de energía entre los dos canales de fragmentación 

(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 además el par HooAg

+
 

presenta un único isómero, en el cual el catión Ag
+
 se encuentra equidistante entre 

ambas bases, por lo que el rendimiento de los ambos fragmentos está determinado 

por la energética del proceso de fragmentación, siendo más favorable el canal de 

formación de [GAg]
+
 + CKA(1) y en consecuencia, este fragmento se observa 

mayoritariamente.   

Los isómeros WCAg
+
 no son observados, a diferencia de los isómeros WCH

+
 

que se observan preferencialmente a pH = 5,8.
[39]

 En primer lugar, como se discutió 

anteriormente los isómeros WCAg
+
 son mucho menos estables (>17kcal/mol) que 

los isómeros HooAg
+
, en contraste con los isómeros WCH

+
 que se encuentran 

ligeramente por encima (5,3 kcal/mol)  de los isómeros HooH
+
. En segundo lugar, de 

acuerdo a las conclusiones obtenidas en el capítulo 3 el isómero WCH
+
 es formado 

por la protonación del par WC neutro en la fuente ESI (pH = 5,8), mientras que para 

el caso de los complejos WCAg
+
, la concentración de iones Ag

+
 presentes en la 

solución es lo suficientemente alta, por lo que se une a las bases en las posiciones de 

mayor afinidad bloqueando las interacciones que dan lugar al par WC y en 

consecuencia favoreciendo la formación de los pares tipo HooAg
+
. 

4.4 Conclusiones 

En el contexto de la búsqueda de las condiciones que favorecen la 

estabilización de triplex compuestos por C y G en condiciones fisiológicas, los 

resultados presentados en este capítulo representan un avance significativo en el 

propósito de comprender las propiedades intrínsecas de las bases que favorecen la 

formación de pares de bases no canónicos. La fuerte estabilidad del isómero Hoo    

[C-Ag-G]
+
 frente a las estructuras WCAg

+
, permite explicar porque en presencia de 

Ag
+
 se favorece fuertemente la formación de triplex CGCAg

+
 en condiciones de pH 

fisiológico-.
[4,5] 
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Los resultados presentados en el presente capítulo son evidencia de la 

interacción específica entre el catión Ag
+
 y las bases del ADN, particularmente C y 

G. La caracterización estructural mediante espectroscopia DMFIR de iones aislados 

en fase gaseosa, en complemento con cálculos de estructura electrónica, nos permitió 

obtener las siguientes conclusiones: 

1. La interacción con Ag
+
 induce una fuerte estabilización en el tautómero de 

GKA(9), frente a los demás tautómeros (Figura 4.3). En ese sentido, la 

estructura asignada para el complejo [GAg]
+
 corresponde al isómero 

[GKA(9)N7Ag]
+
, en el cual el catión Ag

+
 interactúa simultáneamente con 

los átomos de N7 y O, lo que confirma la alta afinidad que presenta este 

esquema de interacción hacia los cationes metálicos predicha teóricamente 

por otros autores.
[32-36,38] 

La formación y estabilización de este tipo de 

estructuras es de gran interés, ya que se encuentran vinculadas a muchos 

procesos relevantes a nivel biológico, entre ellos la formación de pares de 

bases de tipo Hoo y el mecanismo de acción del cisplatino. 

2. Se encontró que la interacción con Ag
+
 favorece ampliamente la formación 

de pares de bases no canónicos de tipo HooAg
+
, responsables de estabilizar 

los triplex de ADN, vinculados a muchos procesos de relevancia a nivel 

biológico. 
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5.1 Introducción 

Como ya se discutió en capítulos anteriores los cationes metálicos juegan un 

papel fundamental en muchos procesos biológicos.
[1-3] 

En particular, en el ADN estos 

cationes están vinculados a la formación/estabilización de plegamientos no canónicos 

(G-Cuadruplex, Triplex y C-Cuadruplex).
[4-17] 

 

La interacción 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

+
)
[18-26] 

interactúan de forma 

específica con los átomos N3 y O de la base.  

Por otro lado, a pesar de la abundancia de cationes divalentes en los sistemas 

biológicos, se sabe muy poco acerca de las estructuras que resultan de su interacción 

con las bases de ADN. Para citosina, los esfuerzos se han centrado en describir la 

naturaleza de las interacciones [CM]
2+

 (M = Mg
2+

, Ca
2+

, Zn
2+

, Cd
2+

, Hg
2+

) mediante 

cálculos de estructura electrónica.
[27-31] 

Sin embargo, estos cálculos solo han 

considerado la interacción de los cationes divalentes con citosina neutra. 

Recientemente, se utilizó MS/MS acoplada a espectroscopia DMFIR para estudiar 

las estructuras que surgen de la interacción entre bases del ADN y cationes metálicos 

divalentes.
[32-38] 

 

Uracilo (U) ha sido la base más estudiada y se han caracterizado las estructuras 

de los complejos [U(-H)-M]
+
 (M=Pb

2+
,Cu

2+
),

[32,33]
 [U(-H)-M(H2O)n]

+
 (n=1-3) y           

[U(-H)-M-U]
+
 (M = Mg

2+
, Ca

2+
, Sr

2+
, Ba

2+
, Pb

2+
, Cu

2+
, Zn

2+
),

[34-37]
 mientras que para 

T y C solo se ha estudiado su interacción con Pb
2+[32, 38]

 (donde [U(-H)]
-
 o [C(-H)]

- 

indican que la base se encuentra desprotonada). En todos los casos se observó que la 

interacción entre cationes divalentes y las bases (U, T, C) conduce a la formación de 

complejos monocargados, producto de la desprotonación de la nucleobase. Además, 

el sitio de desprotonación depende en gran medida del catión metálico que interactúa 

con la nucleobase. En ese sentido, se encontró, por ejemplo, que U se desprotona en 

N3 cuando interactúa con metales alcalinotérreos, Pb
2+

 y Zn
2+

,
[32-37]

 mientras que la 

interacción con Cu
2+

 conduce a la desprotonación de N1.
[33]
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En el caso de las interacciones entre C y cationes divalentes, actualmente sólo 

hay un trabajo experimental reportado por Salpin et al.
[38]

 en el cual se informa que 

la interacción de esta base con Pb
2+

 conduce principalmente a la desprotonación en 

N1 o N8 del grupo NH2 (ver Figura 1.1a). En consecuencia, la interacción con el 

catión se produce principalmente entre los átomos N1 y O o N8 y N3, formando 

complejos de [C(-H)-Pb]
+
 dicoordinados.  

Bajo este contexto, resulta evidente que la interacción 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 

desprotonación como las posiciones de interacción de la nucleobase, en función de la 

naturaleza del ion metálico.  

En este contexto, en el presente capítulo se presentan los resultados del estudio 

de la interacción entre C y Ba
2+

, con el propósito de compararlos con los efectos de 

la interacción de ésta base con Pb
2+[38]

 y evaluar si el sitio de desprotonación y la 

posición de interacción dependen de la naturaleza del catión divalente, como ocurre 

para el U. 

 En consecuencia, se llevó a cabo un estudio experimental y teórico, mediante 

MS/MS acoplada a espectroscopia de DMFIR en combinación con cálculos de 

estructura electrónica a nivel DFT, para obtener información a nivel molecular sobre 

la naturaleza de la  interacción de C con Ba
2+

 y las estructuras que resultan como 

consecuencia de la misma. 

5.2 Metodología 

5.2.1 Detalles Experimentales   

Todos los reactivos (Sigma-Aldrich) se usaron sin purificación previa. Se 

preparó una solución de citosina y BaCO3 en concentraciones iguales (1,0 mM) 

utilizando una mezcla de MeOH/H2O milliQ 1:1 como solvente. Esta solución se 

vaporizó e ionizó mediante una fuente (ESI) acoplada al espectrómetro de masas 

hibrido 7T FT-ICR,
[39]

 descrito en detalle en la sección 2.6.1 del capítulo 2 del 

presente trabajo de tesis.  
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Para obtener información a nivel estructural de los complejos monocargados, 

resultantes de la interacción entre C y Ba
2+

, se aislaron los iones [C(-H)-Ba]
+
 y        

[C(-H)-Ba-C]
+ 

de m/z 247,94 y 358,97, respectivamente, en la interfaz cuadrupolar del 

espectrómetro 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 extraídos hacia la celda de ICR, 

donde fueron fragmentados por DMFIR en el intervalo de 1150─1800 cm
-1

 

utilizando el FEL de (CLIO),
[40]

 con la ayuda de un láser de CO2.
[41] 

El 

funcionamiento de los sistemas láser empleados se presenta en detalle en el capítulo 

2, sección 2.6.3 del presente trabajo de tesis.  

Los iones [C(-H)-Ba]
+
 y [C(-H)-Ba-C]

+
 se irradiaron durante 200 ms con fotones 

IR-FEL. Adicionalmente, el complejo [C(-H)-Ba]
+
 fue irradiado durante 5 ms con el 

láser de CO2. Los espectros DMFIR se obtuvieron como la eficiencia de 

fragmentación (eff), calculada de acuerdo con la ecuación (2.14), en función de la 

frecuencia del láser. 

5.2.2 Detalles computacionales 

Todos los cálculos para los diferentes isómeros de los complejos [C(-H)-Ba]
+ 

y 

[C(-H)-Ba-C]
+
 se realizaron a nivel DFT con el programa Gaussian 09 Revisión E. 

01.
[42]

 Las geometrías fueron optimizadas empleando el funcional híbrido de 

correlación e intercambio B3LYP
[43]

 y el conjunto de bases 6-311G ++ (d, p) para los 

átomos de C, H, O, N, mientras que para Ba
2+

 se utilizó el pseudo potencial de core 

efectivo ECP46MDF desarrollado por Lim et al.
[44]

 Todas las optimizaciones se 

realizaron en SEPs corregidas por el método de counterpoise.
[45]

 

Los cálculos de los espectros de absorción IR monofotónica para cada uno de 

los mínimos locales encontrados en la SEP se realizaron al mismo nivel de teoría. 

Las frecuencias vibracionales se corrigieron con un factor de 0,97 considerado el 

valor más apropiado para el nivel de teoría empleado.
[46]

 Para una mejor 

comparación con los espectros DMFIR, el espectro calculado fue convolucionado 

con perfiles gaussianos suponiendo un ancho de banda de 10 cm
-1

 que corresponde al 

ancho de banda del IR-FEL en la región espectral estudiada (1150─1800 cm
-1

).  
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Con el fin de obtener más información sobre la naturaleza de las interacciones 

en los complejos [C(-H)-Ba]
+ 

y [C(-H)-Ba-C]
+
 se realizó un estudio de la distribución 

de las cargas de Orbitales Naturales de Enlace (NBO, por sus siglas en inglés), a 

partir del Análisis de Población Natural (NPA, por sus siglas en inglés) con el 

programa NBO 3.1
[47]

 implementado como una subrutina del paquete de programas 

Gaussian 09 Revisión. E.01.
[42]

 

Las energías libres de Gibbs estándar relativas (ΔG
°
rel) para los diferentes 

isómeros de los complejos [C(-H)-Ba]
+ 

y [C(-H)-Ba-C]
+
, incluyendo las correcciones 

por ZPE se calcularon a 298 K y con el mismo nivel de teoría. Esta temperatura es 

comparable a la establecida para colisiones múltiples con Ar en la trampa de iones 

hexapolar del espectrómetro de masas híbrido 7T FT-ICR.
[48]

  

Finalmente, el efecto del solvente sobre la estabilidad de los diferentes 

isómeros de los complejos [C(-H)-Ba]
+ 

y [C(-H)-Ba-C]
+
 se evaluó mediante el método 

de campo de reacción autoconsistente (SCRF). En este trabajo utilizamos el modelo 

continuo polarizable (PCM)
[49]

 y la constante dieléctrica del H2O como 

representación del solvente. 

5.2.3 Nomenclatura 

Como se mencionó en capítulos previos, la molécula de citosina puede existir 

en diversas formas tautoméricas. Considerando que además se desprotona para 

formar aniones de [C(-H)]
-
, los cationes metálicos pueden interactuar en diversos sitios 

del anión. Por lo tanto, a lo largo del capítulo se adopta una nomenclatura sistemática 

y explícita, de manera que facilite la interpretación de la estructura molecular a partir 

del nombre asignado para cada isómero, tanto de C y [C(-H)]
-
 como de los complejos 

[C(-H)-Ba]
+ 

y [C(-H)-Ba-C]
+
 formados a partir de la interacción con Ba

2+
. 

 

Para el caso de los tautómeros 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 posición del H en los N-heterocíclicos, tal como se hizo en los 

capítulos precedentes (ver Figura 1.1a)  

Para los aniones [C(-H)]
-
 KI o EI, los grupos imino o enol pueden adoptar la 

conformación anti o syn con respecto al N3 (ver Tabla 5.1), que se indican en 
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subíndice. Así por ejemplo, el anión [ (  )  ( )    ]
-
, corresponde a citosina 

desprotonada que se encuentra en su forma ceto-imino con un H en N3 y el grupo 

imino se encuentra en orientación anti respecto a N3.  

Para los complejos [C(-H)-Ba]
+
 se conserva la nomenclatura de los aniones y 

seguido de un guión (-) se indican los átomos de [C(-H)]
-
 que interactúan directamente 

con Ba
2+

. Por ejemplo, el isómero [C(-H)KAN1O-Ba]
+
, corresponde a la C 

desprotonada en su forma KA, que interactúa con el catión Ba
2+

 a través de los 

átomos N1 y O. Finalmente, para los complejos de [C(-H)-Ba-C]
+
 se conserva la 

nomenclatura empleada para los complejos de [C(-H)-Ba]
+
, agregando un guión que 

indica el sitio de unión con la otra C, que es nombrada como se mencionó 

anteriormente.  

5.3 Resultados y discusión  

5.3.1 Espectrometría de masas FT-ICR 

El espectro de masas de la solución de Citosina/BaCO3 muestra dos 

progresiones de masas principales correspondientes a iones doblemente cargados 

[Cn-Ba]
2+

 con n = 2, 3 y 4 y a iones monocargados [C(-H)-Ba-Cm]
+
 con m = 0, 1 y 2 

como se muestra en la Figura 5.1, identificados inequívocamente a partir del patrón 

isotópico de Ba. En las Figuras 5.1b y c, se muestran los patrones isotópicos para los 

complejos [C4-Ba]
2+

 y [C(-H)-Ba-C]
+
, respectivamente. 

 

Figura 5.1: a) Espectro de masas FT-ICR de la mezcla Citosina/BaCO3 1,0 mM, b) 

Ampliación del patrón isotópico del complejo [C4-Ba]
2+

, c) Ampliación del patrón isotópico 

del complejo [C(-H)-Ba-C]
+
. 
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La formación de complejos monocargados implica la desprotonación de una de 

las citosinas ([C(-H)]
-
) que interactúa con Ba

2+
, como se observó anteriormente para 

otros cationes divalentes.
[38,50] 

Considerando el pKa2 (12,15)
[51] 

para la 

desprotonación de C, en la solución Citosina/BaCO3 (pH = 8,2) existe un 1% de     

[C(-H)]
-
 que resulta suficiente para la formación de los complejos monocargados. Los 

iones correspondientes a los complejos [C(-H)-Ba]
+
 y [C(-H)-Ba-C]

+
 se aislaron y se 

registraron sus espectros DMFIR en el intervalo espectral de 1150─1800 cm
-1

. 

5.3.2 Espectroscopia de DMFIR del complejo [C(-H)-Ba]
+
 

La fragmentación del complejo [C(-H)-Ba]
+ 

después de la irradiación con 

fotones IR-FEL en resonancia con un modo activo del ión conduce principalmente a 

la pérdida de H2O, produciendo el fragmento [C4H2N3-Ba]
+
 (m/z 229,9) como se 

muestra en la Figura 5.2. 
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Figura 5.2: Espectro MS/MS del complejo [C(-H)-Ba]
+
. a) Espectro de masas del ión 

aislado, b) Espectro de MS/MS luego de irradiar con IR-FEL sintonizado a 1400 cm
-1

.  

La pérdida de HNCO es un canal de fragmentación insignificante (< 1%), en 

contraste con los resultados obtenidos a partir de DMFIR de complejos formados 

entre la [C(-H)]
-
 y otros cationes divalentes,

[38,50]
 donde la perdida de HNCO resulta el 

canal principal. En consecuencia, consideramos únicamente la perdida de H2O como 

canal de fragmentación para obtener el espectro DMFIR (Figura 5.3) del complejo 

[C(-H)-Ba]
+ 

de acuerdo a la ecuación (2.14). 
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En el espectro se observa una banda ancha e intensa centrada a 1401 cm
-1

 en la 

región de los modos de deformación del anillo en el plano. Además, se observa una 

banda ancha de menor intensidad en la región de los modos de flexión del grupo NH2 

entre 1530─1630 cm
-1

. Esta banda exhibe un perfil asimétrico con un máximo a 

1570 cm
-1

, un pico de menor intensidad a 1604 cm
-1

 y tres hombros a 1554, 1582 y 

1622 cm
-1

. Finalmente, algunas bandas de menor intensidad son observadas en las 

regiones 1450─1530 cm
-1

 y 1200─1300 cm
-1

. 
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Figura 5.3: Espectro DMFIR del complejo [C(-H)-Ba]
+
. En rojo se muestran las 

ampliaciones del espectro entre 1200─1300 cm
-1

 y 1450─1530 cm
-1

. 

5.3.3 Espectroscopia de DMFIR del complejo [C(-H)-Ba-C]
+
 

La fragmentación del complejo [C(-H)-Ba-C]
+
 con fotones IR-FEL conduce a la 

perdida de C neutra como el principal canal de fragmentación, produciendo el 

fragmento de [C(-H)-Ba]
+
 (m/z 247,9), como se muestra en la Figura 5.4. La pérdida 

de la base neutra es el canal de fragmentación de menor energía de este complejo y 

también ha sido observado en fragmentación por DMFIR del complejo relacionado 

[U(-H)-M-U]
+ 

(M= Cu
2+

, Zn
2+

, Pb
2+

, Mg
2+

, Ca
2+

, Sr
2+

, Ba
2+

)
[34,36]

 para el cual se ha 

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

Además, se detectó el fragmento iónico [C4H2N3-Ba]
+
 con una intensidad muy 

baja, correspondiente a la pérdida de [CH2O]. Por lo tanto, se consideraron los dos 

canales de fragmentación para obtener el espectro DMFIR de acuerdo con la 

ecuación (2.14). 
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Figura 5.4: Espectro MS/MS del complejo [C(-H)-Ba-C]
+
. a) Espectro de masas del ión 

aislado, b) Espectro de MS/MS luego de irradiar con IR-FEL sintonizado a 1700 cm
-1

.  

El espectro DMFIR del complejo [C(-H)-Ba-C]
+
 (Figura 5.5), está dominado por 

dos bandas anchas e intensas. La primera de ellas se observa en la región de los 

modos de deformación del anillo en el plano, entre 1370─1440 cm
-1

 con un máximo 

a 1406 cm
-1

. La segunda banda aparece en la región de los modos de flexión del 

grupo NH2 entre 1545─1665 cm
-1

 y presenta un perfil asimétrico con un máximo a           

1622 cm
-1

 y dos hombros a 1574 y a 1645 cm
-1

, respectivamente. Además, aparece 

un grupo de bandas más débiles entre 1450─1550 cm
-1

. Finalmente, se observan una 

serie de bandas de menor intensidad a 1200 cm
-1

 y 1350 cm
-1

. 
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Figura 5.5: Espectro DMFIR del complejo [C(-H)-Ba-C]
+
 entre 1150─1800cm

-1
. 
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5.3.4 Resultados teóricos 

Para obtener más información sobre la estructura de los complejos [C(-H)-Ba]
+
 y 

[C(-H)-Ba-C]
+
 y la naturaleza de las interacciones entre C, [C(-H)]

-
 y Ba

2+
, realizamos 

cálculos de estructura electrónica en el estado fundamental a nivel DFT como se 

menciona en la sección 5.2.2. La molécula de C neutra tiene una gran variedad de 

tautómeros que se han caracterizado por varios métodos experimentales y      

teóricos.
[52-57]

 Como se discutió en el capítulo 3, se ha establecido que la citosina 

existe en cuatro formas tautoméricas: las formas ceto-amino (CKA(1) y CKA(3), 

enol-amino (CEAanti y CEAsyn), ceto-imino (CKIanti y CKIsyn) y enol-imino 

(CEI(1)anti,  CEI(1)syn, CEI(3)anti y CEI(3)syn) la nomenclatura empleada se detalló en 

la sección 5.2.3. 

Luego, se calculó la energía de los seis isómeros de la C neutra para validar el 

método utilizado. Nuestros resultados están de acuerdo con informes anteriores de 

cálculos a nivel DFT y MP2,
[55-58]

 en los cuales se ha demostrado que el isómero 

CKA(1) y los isómeros CEAanti son los más estables en fase gaseosa, mientras que en 

solución los isómeros más estables son los tautómeros KA (CKA(1) y CKA(3)) 

Los isómeros de [C(-H)]
- 
que surgen a partir de la desprotonación de los átomos 

N1, N3, N8 u O de los diferentes tautómeros de C fueron calculados al mismo nivel 

de teoría y comparados con resultados previos reportados en la literatura. En la Tabla 

5.1 se presentan los aniones de menor energía que pueden surgir a partir de la 

desprotonación de las seis estructuras de menor energía de C neutra. Nuestros 

cálculos indican que los aniones de menor energía en fase gaseosa son los tautómeros 

ceto-imino [ (  )  ( )    ] 
  y  [ (  )  ( )   ] 

 , que surgen a partir de la 

desprotonación del N8 del tautómero de citosina neutra CKA(3) o de la 

desprotonación del N1 de los tautómeros CKIsyn y CKIanti, respectivamente. Mientras 

que, la desprotonación de CKA(1) o CKA(3) y CEAanti/syn  conducen al isómero ceto-

amino [ (  )  ]
- de citosina desprotonada el cual, en fase gaseosa, está 5,68 

kcal/mol por encima del mínimo global (Tabla 5.1).  
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Tabla 5.1. Isómeros de menor energía de C neutra y los correspondientes 

aniones que se forman luego de la desprotonación de los átomos que se indican en 

círculos verdes. Los números en paréntesis indican las energías relativas con ZPE 

calculadas a nivel B3LYP/6-311G ++(d,p) para C y [C(-H)]
-
 en fase gaseosa (negro) y 

en fase acuosa, modelo PCM (rojo) 

Citosina neutra Citosina desprotonada 

 

 
 

                   

 

 
 

 

                   

 
 

 

                       

 
 

 

                       

 
 

 

 

                       
       

 

 

CKA(3) 

CKA(1) 

CEAanti 

CEAsyn 

CKA(3) 

CKIanti 

CKA(3)

  

CKIsyn 

CKA(1) 

CKIanti 

CKA(1) 

CKIsyn 

-H
+
 

-H
+
 

-H
+
 

-H
+
 

-H
+
 

(6,90) 

(4,45) 

(0) 

(0) 

(1,13) 

(7,16) 

(1,90) 

(7,27) 

(6,90) 

(4,45) 

(2,40) 

(6,45) 

(6,90) 

(4,45) 

(4,04) 

(7,60) 

(2,40) 

(6,45) 

(0) 

(0) 

(0) 

(0) 

(4,04) 

(7,60) 

[𝐂( 𝐇)𝐊𝐀] 
-
 (5,68) 

(0) 

[𝐂( 𝐇)𝐊𝐈(𝟑)𝒂𝒏𝒕𝒊]
 

 (0) 

(2,73) 

(1,80) 

(3,94) [𝐂( 𝐇)𝐊𝐈(𝟑)𝐬𝒚𝒏]
 

 

[𝐂( 𝐇)𝐊𝐈(𝟏)𝒂𝒏𝒕𝒊]
 

 

[𝐂( 𝐇)𝐊𝐈(𝟏)𝒔𝒚𝒏]
 

 

(14,50) 

(7,56) 

(8,32) 

(6,03) 
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En la Tabla 5.1 se muestran las energías relativas de los isómeros de [C(-H)]
-
 

más estables y por lo tanto los más relevantes para la interpretación de la estructura 

molecular y la naturaleza de las interacciones con el ion metálico Ba
2+

. Cabe destacar 

que las energías relativas calculadas para los diferentes aniones están en 

concordancia con las determinadas previamente por Vázquez et al.
[59]

 a nivel   

MP2/6-311+G(2d,p). Más recientemente Zhu et al.
[60]

 encontraron evidencia 

experimental, por medio de ESI acoplada a espectroscopia fotoelectrónica con mapeo 

por imágenes de alta resolución, de la presencia de los 

aniones  [ (  )  ( )    ] 
  
  [ (  )  ( )   ]

 
 
 
y  [ (  )  ]

 
 en fase gaseosa. 

En contraste, cuando se considera el efecto del solvente de forma implícita en 

los cálculos, como se menciona en la sección 5.2.2, el isómero [ (  )  ]
 

 se 

convierte en la estructura más estable de [C(-H)]
-
, mientras que los isómeros 

[ (  )  ( )    ] 
  
   [ (  )  ( )   ]

  
 se encuentran ahora ligeramente por encima del 

mínimo como se puede observar en la Tabla 5.1. 

Recientemente, se informó que de todos los isómeros de [C(-H)]
-
, el isómero 

[ (  )  ]
 
 presenta la mayor afinidad para formar complejos con agua

[61]
 

consistente con los resultados presentados aquí. El cambio en la estabilidad relativa 

de los isómeros de [C(-H)]
- 

como consecuencia de la solvatación es debido al alto 

momento dipolar del isómero [ (  )  ]
 

 (µ= 7,5 D) con respeto a los momentos 

dipolares de los isómeros [ (  )  ( )    ] 
  

(µ= 4,0 D) y [ (  )  ( )    ] 
  

(µ=1,9 

D).  

Los 5 aniones de menor energía en la fase gaseosa y acuosa se consideraron 

como precursores de los complejos que pueden formarse a partir de la interacción 

entre Ba
2+

 y los átomos con mayor densidad de carga negativa de [C(-H)]
-
. En la Tabla 

5.2 se muestra la distribución de cargas de los distintos átomos de los cinco isómeros 

más estables de [C(-H)]
-
 determinadas a partir de los cálculos de Orbitales Naturales 

de Enlace (NBO). Se espera que los átomos con mayor densidad de carga negativa 

(N1, N3, O2 y N8) presenten una mayor afinidad por el ión Ba
2+

 y por lo tanto 

formen complejos más estables. 
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Tabla 5.2. Distribución de cargas NBO para los cinco isómeros de [C(-H)]
-
 de 

menor energía. En negrita se resaltan los átomos con mayor densidad de carga 

negativa en cada isómero. 

 
Átomo 

 

[ (  )  ]- 

 

 

[ (  )  ( )    ] 
  

 

 

[ (  )  ( )   ] 
  

 

 

[ (  )  ( )    ] 
  

 

 

[ (  )  ( )   ] 
  

 

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 optimización de la geometría de los complejos [C(-H)-Ba]
+
 se realizó sin 

ningún tipo de restricción de simetría y sobre SEP corregidas por el método de 

counterpoise. En la Tabla 5.3 se muestran las energías relativas de los isómeros más 

estables del complejo [C(-H)-Ba]
+
 en un intervalo de 16 kcal/mol en fase gaseosa y la 

correspondiente energía corregida por el efecto del solvente (PCM), los demás 

isómeros presentaron energías relativas muy altas, por lo que no fueron tenidos en 

cuenta para el análisis de los resultados.  

El isómero más estable del complejo [C(-H)-Ba]
+ 

ya sea en fase gaseosa o 

acuosa nombrado como [ (  )   1 - a]+ corresponde a una estructura plana en la 

cual el Ba
2+

 interactúa simultáneamente con los átomos N1 y O de [ (  )  ]
-
, 

formando una estructura dicoordinada.  

Aunque el mínimo global corresponde al mismo isómero tanto en la fase 

gaseosa como en la acuosa, el solvente reduce la diferencia de energía entre los 

distintos isómeros, cambiando sustancialmente las estabilidades relativas. Los 

isómeros más estabilizados por el solvente son aquellos con el momento dipolar más 

alto, como se muestra en la Tabla 5.4. Debido a la estabilización por el solvente el 

isómero [ (  )   3 - a]+ que es la tercera estructura más estable en la fase gaseosa 

se convierte en la segunda estructura más estable en solución, casi isoenergetico con 

el mínimo global [ (  )   1 - a]+, mientras que en fase gaseosa la segunda 

estructura más estable corresponde al isómero  [ (  )  ( )     3 8- a]+, este último 

es el mismo orden de energía que el reportado para los complejos de [C(-H)-Pb]
+
.
[38]
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Tabla 5.3. Energías relativas con corrección por la energía del punto cero 

(EE+ZPE) y energías libres de Gibbs estándar relativas calculadas a 298   (ΔG
°
298K) 

para los isómeros del complejo [C(-H)-Ba]
+ 

en fase gaseosa y la corrección de las 

energías relativas considerando el efecto del solvente (PCM). Las poblaciones 

relativas se calcularon suponiendo una distribución de Maxwell-Boltzmann, 

considerando que la temperatura de los iones es ≈ 298  . 

 

Estructura 

Fase gaseosa PCM (agua) 

EE+ZPE 

(kcal/mol) 

ΔG°298K 

(kcal/mol) 

P.R. EE+ZPE 

(kcal/mol) 

ΔG°298K 

(kcal/mol) 

P.R. 

 
[ (  )   1 - a]+ 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

1 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

1 

 
[ (  )   3 - a]+ 

 

 

7,35 

 

 

7,15 

 

 

5,71x10
-6 

 

 

0,57 

 

 

0,26 

 

 

 

0,65 

 
[ (  )  ( )     3 8- a]+. 

 

 

5,35 

 

 

5,36 

 

 

1,17x10
-4

 

 

 

7,33 

 

 

7,05 

 

 

6,76x10
-6

 

[ (  )  ( )     1 - a]+
 

 

 

12,98 

 

 

13,01 

 

 

2,68x10
-10

 

 

 

5,56 

 

 

 

5,38 

 

 

1,13x10
-4

 

 

 
[ (  )  ( )    1 - a]

+
 

 

 

15,28 

 

 

15,92 

 

 

2,11x10
-12 

 

 

8,77 

 

 

8,88 

 

 

3,07x10
-7
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Tabla 5.4. Momentos dipolares (µ), energías relativas considerando la 

corrección de la energía de punto cero (ΔE+ZPE), en fase gaseosa y acuosa de los 

cinco isómeros más estables de [C(-H)-Ba]
+
 y sus respectivas energías de solvatación, 

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

Isómero  (ΔE+ZPE)gas 

kcal/mol 

(ΔE+ZPE)H2O 

kcal/mol 

ΔEsolv 

kcal/mol 

µgas (D) 

[ (  )     -  ]+ 0 0 -119,16 7,8 

[ (  )  ( )        -  ]+ 5,36 7,34 -117,18 6,6 

[ (  )     -  ]+ 7,35 0,57 -125,94 10,6 

[ (  )  ( )       -  ]+ 12,98 5,57 -126,58 11,9 

[ (  )  ( )      -  ]+ 15,92 8,77 -126,32 12,4 

Se realizó el análisis de distribución de las cargas NBO, para las tres 

estructuras de menor energía de los complejos [C(-H)-Ba]
+
 y se compararon con las 

obtenidas para los correspondientes isómeros de [C(-H)]
-
 y los resultados se muestran 

en la Tabla 5.5. En los tres casos, la carga en el átomo de Ba se encuentra entre +1,84  

y +1,86, lo que demuestra que hay una muy pequeña transferencia de carga desde 

[C(-H)]
-
 hacia el catión de Ba

2+
 sugiriendo que la interacción entre estos dos grupos es 

principalmente electrostática.  

Tabla 5.5. Distribución de cargas NBO para los tres isómeros menor energía 

de [C(-H)-Ba]
+
. 

 

Átomo 

 

[ (  )  ]
 

 

  

[ (  )  ( )    ]
 

- 

 

 

[ (  )     -  ]+ [ (  )     -  ]+ 

 

[ (  )  ( )        -  ]+ 

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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Así mismo, se encontró que la interacción con Ba
2+

 induce una ligera 

polarización en [C(-H)]
-
, como lo demuestra la disminución en la carga parcial sobre 

los átomos N1, N3, O y N8 coordinados directamente a Ba
2+

, en comparación con 

sus respectivas cargas en el anión [C(-H)]
-
 libre (ver Tabla 5,5). Los resultados 

concuerdan con los obtenidos en fase gaseosa para los complejos [C(-H)-Pb]
+
 y      

[U(-H)-Pb]
+
,
[32,38,62]

 aunque en estos complejos, la transferencia de carga de la 

nucleobase al ión metálico es mayor, lo que indica una interacción mutua más 

covalente. Por un lado, esto es esperable ya que el radio iónico de Ba
2+

 (149 Å) es 

mayor que el radio iónico de Pb
2+

 (133 Å) y se espera que al aumentar el radio iónico 

del metal disminuye la transferencia de carga desde la nucleobase.
[27,38]

 Por otro lado, 

los cationes de metales de transición tienen una mayor capacidad que los cationes 

alcalinos y alcalinotérreos para coordinar covalentemente diferentes ligandos. 

Recientemente se ha informado que los complejos [U(-H)-M-U]
+
 (con M= Ba

2+
, Sr

2+
, 

Ca
2+

 y Mg
2+

) presentan principalmente interacciones electrostáticas.
[36]

 

La búsqueda de las geometrías más estables de los complejos [C(-H)-Ba-C]
+
 se 

basó en la consideración de la interacción entre catión de Ba
2+

 de los cinco isómeros 

de menor energía de [C(-H)-Ba]
+
 y los átomos N1, N3, O y N8 de los seis tautómeros 

de menor energía de C neutra, presentados en la Tabla 5.1. En tal sentido, se 

encontró que la dicoordinación de Ba
2+

 a los átomos N3 y O de C neutra en su forma 

canónica CKA(1), conduce a los cinco isómeros más estables de [C(-H)-Ba-C]
+
 

presentados en la Tabla 5.6, mientras que los otros sitios de interacción conducen a 

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

Los complejos más estables de [C(-H)-Ba-C]
+
 presentan como característica en 

común una estructura tetracoordinada, en la que el Ba actúa como átomo central, 

mientas que [C(-H)]
-
 y C se encuentran en diferentes planos. Cabe destacar que no se 

encontró ninguna estructura plana en fase gaseosa ni en fase acuosa, contrario a lo 

encontrado para los complejos monocargados de citosina neutra con H
+
 ([C2H]

+
),

[9]
 

metales alcalinos
[17]

 ([C2M]
+
 M=Na

+
, Li

+,
 K

+
, Rb

+
, Cs

+
) y de transición 

[16,17]
 ([C2M]

+
   

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 tamaño del catión metálico, la estructura de los complejos se vuelve menos 

simétrica, como consecuencia de un debilitamiento de las interacciones por puente de 

hidrógeno entre los grupos NH2 y C=O entre ambas C
[9,16,17,21]

 responsables de 



Capítulo 5 
 

152 
 

mantener la planaridad del sistema. En este escenario, se espera que el radio iónico 

grande de Ba
2+

 favorezca la perdida de planaridad de los complejos [C(-H)-Ba-C]
+
. 

Tabla 5.6. Energías relativas con corrección por la energía del punto cero 

(EE+ZPE) y energías libres de Gibbs estándar relativas calculadas a 298   (ΔG
°
298K) 

para los isómeros del complejo [C(-H)-Ba-C]
+ 

en fase gaseosa y la corrección de las 

energías relativas considerando el efecto del solvente (PCM). Las poblaciones 

relativas (P.R) se calcularon suponiendo una distribución de Maxwell-Boltzmann, 

considerando que la temperatura de los iones es ≈ 298  . 

 

Estructura 

Fase gaseosa PCM (agua) 

EE+ZPE 

(kcal/mol) 

ΔG°298K 

(kcal/mol) 

P.R. EE+ZPE 

(kcal/mol) 

ΔG°298K 

(kcal/mol) 

P.R. 

 
[ (  )     -  - ( )]

+
 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

1 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

1 

 
[ (  )          ( )]

 
 

 

 

5,29 

 

 

2,27 

 

 

1,35x10-4 

 

 

1,11 

 

 

0,81 

 

 

 

0,25 

 
[ (  )  ( )        -  - ( )]

+. 

 

 

 

10,88 

 

 

 

12,96 

 

 

 

3,31x10-10 

 

 

 

7,80 

 

 

 

4,87 

 

 

 

2,68x10-4 

 
[ (  )  ( )       -  - ( )]

+ 

 

 

12,89 

 

 

6,18 

 

 

2,92x10-5 

 

 

5,48 

 

 

 

4,45 

 

 

5,43x10-4 

 
[ (  )  ( )      -  - ( )]

+ 

 

 

15,58 

 

 

15,27 

 

 

6,34x10-12 

 

 

6,81 

 

 

10,91 

 

 

9,99x10-9 
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Los cálculos indican que los cinco isómeros de menor energía, se encuentran 

dentro de un intervalo de 15,6 y 7,8 kcal/mol en fase gaseosa y en solución, 

respectivamente. El mínimo global en ambas fases corresponde al isómero 

[ (  )   1 - a- ( )]
+
,
 

en el cual Ba
2+

 del complejo [ (  )   1 - a]+ 
 

interactúa con los átomos N3 y O de C neutra. Entre las diferentes conformaciones 

que puede adoptar este isómero, la conformación anti es ampliamente favorecida 

debido a la estabilización adicional inducida por la formación del puente de 

hidrogeno (NH●●●O=C) entre el grupo NH2 de [C(-H)]
-
 y el C=O de C neutra. 

Consecuentemente, e independiente de la orientación conformacional inicial de C y 

[C(-H)]
-
, todas las estructuras evolucionan espontáneamente, durante la optimización, 

hacia la conformación anti. 

Consistentemente, con los resultados obtenidos para los isómeros de              

[C(-H)-Ba]
+
, se encontró que las estructuras del complejo [C(-H)-Ba-C]

+
 más 

estabilizadas por el efecto del solvente son aquellas con un mayor momento dipolar 

(µ), como se muestra en la Tabla 5.7.  

Tabla 5.7. Momentos dipolares, energías relativas considerando la corrección 

de la energía de punto cero (ΔE+ZPE) en fase gaseosa y acuosa de los cinco 

isómeros más estables de [C(-H)-Ba-C]
+
, y sus respectivas energías de solvatación 

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

Isómero  ΔE+ZPE gas 

(kcal/mol) 

ΔE+ZPEH2O 

(kcal/mol) 

ΔEsolv 

(kcal/mol) 

µgas (D) 

[ (  )     -  - ( )]
+
 0 0 -82,78 4,0 

[ (  )     -  - ( )]
+
 5,29 1,11 -86,96 5,69 

[ (  )  ( )        -  - ( )]
+
 10,88 7,80 -85,86 3,51 

[ (  )  ( )       -  - ( )]
+
 12,89 5,48 -90,19 9,28 

[ (  )  ( )       -  - ( )]
+
 15,58 6,81 -91,55 10,00 

En ese sentido, el isómero [ (  )   3 - a- ( )]
+ que en fase gaseosa se 

encuentra 5,2 kcal/mol por encima del isómero más estable, en solución se encuentra 
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prácticamente degenerado con el mínimo global de energía. De igual forma, los 

isómeros en la forma ceto-imino [ (  )  ( )     1 - a- ( )]
+  y 

[ (  )  ( )     1 - a- ( )]
+ que presentan un alto momento dipolar son fuertemente 

estabilizados en fase acuosa. 

El análisis NBO de las dos estructuras de menor energía de los complejos de 

[C(-H)-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(-H)-Ba]
+
, existe una muy 

pequeña transferencia de carga desde las nucleobases hacia el ion Ba
2+

 y por lo tanto, 

la interacción es principalmente electrostática, tanto con CKA(1), como con 

[ (  )  ]
 

.  

Tabla 5.8. Distribución de las cargas NBO para los dos isómeros de menor 

energía de [C(-H)-Ba-C]
+
. 

 

Átomo 
 

 

CKA(1) 

Isómero [C(-H)-Ba]+ Isómero [C(-H)-Ba-C]+ Isómero [C(-H)-Ba]+ Isómero [C(-H)-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 

O(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(5) -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 Comparación del espectro DMFIR con los espectros IR calculados 

para los isómeros del complejo [C(-H)-Ba]
+
 

Para obtener información estructural acerca de los isómeros que se forman a 

partir de la interacción entre [C(-H)]
-
 y Ba

2+
, se calcularon los espectros vibracionales 

de absorción IR monofotónica para las estructuras de menor energía del complejo 

[C(-H)-Ba]
+
, que se muestran en la Tabla 5.3, y se compararon con el espectro 

experimental de DMFIR del mismo. 

La comparación del espectro experimental con los calculados para los isómeros 

de menor energía se muestra en la Figura 5.6. La asignación de las bandas 

observadas en el espectro experimental se basa en su comparación con los espectros 

calculados. Las bandas débiles observadas en el espectro DMFIR a 1247 y 1268 cm
-1
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son asignadas a la combinación de los modos de deformación del anillo en el plano, 

calculadas a 1242 y 1264 cm
-1

, respectivamente, para el isómero [ (  )   1 - a]+.  

 

Figura 5.6: Comparación del espectro experimental DMFIR del complejo [C(-H)-Ba]
+
 

entre 1150─1800 cm
-1

 con los espectros de absorción IR monofotónicos calculados para los 

cinco isómeros de menor de este complejo, a nivel B3LYP/6-311G++(d,p)//ECP46MDF.  

La banda ancha e intensa centrada a 1401 cm
-1 

es asignada al modo de estiramiento 

del enlace C=O, acoplado con la deformación del anillo en el plano, la cual es 

calculada a 1412 cm
-1

 para el isómero [ (  )   1 - a]+. Sin embargo, el ancho y la 

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

esta región espectral, probablemente pertenecientes a isómeros diferentes. Los dos 

hombros observados en el espectro DMFIR a 1341 y 1374 cm
-1

 se asignan a los 
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modos de respiración del anillo calculados en 1334 y 1353 cm
-1

 para los isómeros 

[ (  )   3 - a]+ y [ (  )   1 - a]+, respectivamente. El hombro que aparece a 

1387 cm
-1

 en el espectro DMFIR puede ser asignado al estiramiento del C=O, 

acoplado a una deformación del anillo en el plano, calculado a 1377 cm
-1

 para el 

isómero [ (  )   3 - a]+, mientras que el hombro que aparece a 1429 cm
-1

 es 

asignado a los modos de estiramiento de los enlaces C2─ 1 y  3─C4 para esta 

misma estructura. El grupo de bandas débiles observadas entre 1460 y 1530 cm
-1

 en 

el espectro DMFIR están en buen acuerdo con las frecuencias calculadas (1472 y 

1513 cm
-1

) para los modos de respiración en anillo de [C(-H)]
-
 en el isómero 

[ (  )   1 - a]+. 

En el espectro de DMFIR se observa una banda ancha e intensa, entre 

1535─1635 cm
-1

, que consta de dos picos principales en 1570 y 1604 cm
-1

 y tres 

hombros en 1554, 1582 y 1622 cm
-1

, lo que sugiere la contribución de varias 

transiciones en esta región espectral. La asignación de las bandas que aparecen en 

esta región espectral nos permitió sugerir la presencia de los isómeros 

[ (  )   1 - a]+ y [ (  )   3 - a]+. El pico intenso observado a 1570 cm
-1

 es 

asignado a la combinación de los modos de estiramiento (C4─C5 + C2─ 1) y el 

modo de flexión del grupo NH2, del isómero [ (  )   3 - a]+ calculado a        

1566 cm
-1

. Este isómero está ligeramente por encima en energía del mínimo global 

en fase acuosa, pero es el tercer isómero más estable en la fase gaseosa (Tabla 5.3). 

Adicionalmente, la característica espectral observada a 1604 cm
-1

 es asignada al 

modo de flexión del grupo NH2, del isómero [ (  )   1 - a]+ calculada a 1612 

cm
-1

. Finalmente, los hombros observados a 1554 y 1622 cm
-1

 corresponden a los 

modos de estiramiento de los enlaces C5─C6 y N3─C4 y al modo de flexión del 

grupo NH2, del isómero [ (  )   3 - a]+ calculados a 1551 y 1614 cm
-1

, 

respectivamente; mientras que el hombro observado a 1582 cm
-1

 corresponde a la 

combinación de los modos de estiramiento (C5─C6) y flexión del grupo NH2, del 

isómero [ (  )   1 - a]+  calculado a 1591 cm
-1

. 

Los modos de estiramiento del enlace C=O en los isómeros 

[ (  )   1 - a]+ (calculado a 1412 cm
-1

) y [ (  )   3 - a]+ (calculado a 

1377 cm
-1

) se encuentran fuertemente desplazados hacia menores frecuencias con 

respecto al estiramiento del C=O en [C(-H)]
- 

(calculado a 1591 cm
-1

). La gran 
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disminución 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 

catión Ba
2+

 que induce una fuerte polarización del C=O, de acuerdo con la 

comparación de las cargas entre la [C(-H)KA]
- 
 y sus correspondientes complejos (ver 

Tabla 5.5). En efecto, se observa un debilitamiento del enlace C=O, producto de esta 

interacción, evidenciado por el alargamiento de la distancia de enlace C─ , desde 

1,238 Å en [C(-H)]
-
 libre, a 1,307 Å y 1,310 Å en los isómeros [ (  )   1 - a]+ 

y [ (  )   3 - a]+, respectivamente. 

La asignación del espectro DMFIR, luego de su comparación con los espectros 

calculados para los diferentes isómeros, nos permitió identificar la presencia de los 

isómeros [ (  )   1 - a]+ y [ (  )   3 - a]+, que a su vez son las estructuras 

más estables en fase acuosa. De hecho, la ausencia de la banda más prominente del 

isómero [ (  )  ( )     3  - a ]+, correspondiente al modo de estiramiento del 

enlace C=O, calculada a 1701 cm
-1

, nos permite desestimar la presencia de este 

isómero, que es la segunda estructura más estable en la fase gaseosa y que ha sido 

encontrada previamente en complejos análogos [C(-H)-Pb]
+
.
[38]

 Los isómeros 

[ (  )  ( )     1 - a]+ y [ (  )  ( )     1 - a]+ se encuentran a energías muy 

por encima del mínimo global (en ambas fases) y no se observan bandas 

características 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 

isómeros [ (  )   1 - a]+, [ (  )   3 - a]+ y [ (  )  ( )     3 8- a]+ en fase 

gaseosa son; 1,0; 5,71 x 10
-6

 y 1,17 x 10
-4

, respectivamente. Mientras que las 

correspondientes poblaciones relativas en solución son 1,0; 0,65; 6,76 x 10
-6

. El 

hecho de que experimentalmente se observen los isómeros [ (  )   1 - a]+ y 

[ (  )   3 - a]+ como mayoritarios permite sugerir que la población observada 

en la fase gaseosa se parece más a la población de isómeros que se forma en 

solución, lo que indica que los isómeros se forman en la solución y estas estructuras 

se mantienen durante la vaporización 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]
+
.
[12, 63] 
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A diferencia de lo observado para el complejo [C(-H)-Ba]
+ 

en el cual se 

desprotona exclusivamente N1 de C, en el caso de los complejos [C(-H)-Pb]
+[38]

 se 

encontró que la interacción con el Pb
2+

 ocurre a través de los átomos N1-O y N3-N8 

de [C(-H)]
-
, indicando que la desprotonación tiene lugar tanto en N1 como en N8. La 

diferencia observada entre ambos complejos permite concluir que el sitio de 

desprotonación y el esquema de interacción dependen de la naturaleza del metal, 

como ya se había observado previamente para U con diversos metales    

divalentes.
[33-37]

 
 

5.3.6 Comparación del espectro DMFIR con los espectros IR calculados 

para los isómeros del complejo [C(-H)-Ba-C]
+
 

Se calcularon los espectros vibracionales para los cinco isómeros de menor 

energía del complejo [C(-H)-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 isómeros más 

estables [ (  )   1 - a- ( )]
+ y [ (  )   3 - a- ( )]

+ incluso los detalles finos 

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

Aunque todos los demás isómeros tienen bandas de absorción en la misma 

región, especialmente entre 1700 y 1550 cm
-1

, el espectro podría asignarse 

completamente considerando el isómero más estable. Sin embargo, las bandas que se 

observan en el espectro calculado para el isómero [ (  )   3 - a- ( )]
+ también se 

ajustan a las del espectro experimental DMFIR. Además, este isómero es el segundo 

más estable en ambas fases. En efecto, es casi isoenergético con el mínimo global en 

fase acuosa (1,11 kcal/mol) y, por lo tanto, no se puede descartar su presencia en la 

solución. Por su parte, los isómeros KI (ver Tabla 5.6)   [ (  )  ( )     1 - a- ( )]
+ 

[ (  )  ( )     1 - a- ( )]
+ 

y [ (  )  ( )     3 8- a- ( )]
+ se encuentran 

significativamente más altos en energía, ya sea en fase gaseosa o en solución. Por lo 

tanto, se espera una población muy baja de estos isómeros 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
-1

 y la asimetría de la banda intensa que 
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aparece a 1407 cm
-1

, las cuales no se reproducen adecuadamente en el espectro 

calculado para el isómero [ (  )     - a- ( )]
+.  

 

Figura 5.7: Comparación del espectro experimental DMFIR del complejo [C(-H)-Ba-

C]
+
 entre 1150─1800 cm

-1
 con los espectros IR calculados para los cinco isómeros de menor 

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

La intensidad particularmente alta de la banda 1466 cm
-1

 en relación a las otras 

bandas cercanas podría racionalizarse como el solapamiento de las bandas calculadas 

a 1462 cm
-1

 y 1443 cm
-1

, para los modos de estiramiento de los enlaces  1─C1 y 

 3─C4 de [C(-H)]
-
 en los isómeros [ (  )     - a- ( )]

+ y [ (  )   3 - a- ( )]
+, 

respectivamente. 
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La asimetría de la banda intensa observada a 1407 cm
-1

 con un hombro a     

1421 cm
-1

 se podría explicar considerando la presencia de las bandas calculadas a 

1401 cm
-1

 para el isómero [ (  )     - a- ( )]
+ y 1405 cm

-1
 para el isómero 

[ (  )     - a- ( )]
+. En ambos isómeros, esta transición es asignada a los modos 

de deformación del anillo en el plano, asociado a los modos de estiramiento C=O y   

N3—C4 para la [C(-H)]
-
. 

Por lo tanto, estas dos observaciones podrían ser consideradas como 

diagnóstico de la presencia del isómero [ (  )     -  - ( )]
 
 junto al isómero 

mayoritario [ (  )     -  - ( )]
 
  

El resto de las transiciones en la región espectral comprendida entre 

1300─1450 cm
-1

 son asignadas principalmente a los modos de deformación del 

anillo en el plano para los dos isómeros de menor energía. La banda que se observa a 

1348 cm
-1

 en el espectro DMFIR es calculada a 1350 y 1335 cm
-1

 para los isómeros 

[ (  )     - a- ( )]
+
 y [ (  )     - a- ( )]

+, respectivamente; y es asignada a 

los modos de balanceo de los enlaces C6—H y N8—H de [C(-H)]
-
.  

La banda a 1496 cm
-1

 en el espectro DMFIR es calculada a 1484 y 1482 cm
-1

 

para los dos isómeros de menor energía, respectivamente y corresponde a la 

combinación de los modos de estiramiento del enlace N3—C2 y de flexión del grupo 

NH2 de CKA(1). Por otro lado, la banda débil que es observada a 1513 cm
-1

 en el 

espectro DMFIR es calculada a 1504 cm
-1

 para ambos isómeros y es asignada a los 

modos de estiramiento de los enlaces N1—C6 + C4—C5 acoplados al modo de 

flexión del grupo NH2. 

Finalmente, la región espectral entre 1545—1700 cm
-1

 exhibe una banda ancha 

e intensa compuesta por varias transiciones.  

El hombro que se observa en el espectro DMFIR a 1565 cm
-1

, es asignado a la 

combinación de los modos de estiramiento C5—N3 y flexión del grupo NH2 para    

[C(-H)]
-
, cuya frecuencia calculada a 1561 cm

-1
 se observa únicamente en el espectro 

simulado para el isómero [ (  )     - a- ( )]
+. 

El hombro que se observa a 1600 cm
-1

 corresponde al modo de flexión del 

grupo NH2 de [C(-H)]
-
 en los isómeros [ (  )  -    a- ( )]

+ 
y 
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[ (  )  -    a- ( )]
+, cuyas frecuencias son calculadas a 1603 y 1611 cm

-1
, 

respectivamente. 

El pico intenso observado a 1622 cm
-1

 es muy bien reproducido en los 

espectros calculados de los isómeros [ (  )  -    a- ( )]
+ y 

[ (  )  -    a- ( )]
+
 cuyas frecuencias calculadas son 1622 y 1620 cm

-1
, 

respectivamente. Esta banda es asignada a la combinación de los modos de 

estiramiento de los enlaces C=O y C5—C6 de CKA(1). Como es esperable, la 

frecuencia de estiramiento del enlace C=O de CKA(1), calculada a 1715 cm
-1

 para la 

molécula libre, se encuentra desplazada hacia menores frecuencias como 

consecuencia del debilitamiento de este enlace, que resulta de la interacción directa 

con Ba
2+

, lo cual es evidenciado por un ligero alargamiento de la distancia de enlace 

C=O desde 1,216 Å en CKA(1) libre a 1,249 Å en los dos isómeros más estables del 

complejo [C(-H)-Ba-C]
+.  

El hombro que aparece a 1645 cm
-1

, en la región de mayores frecuencias, es 

asignado a la frecuencia de la flexión del grupo NH2 de CKA(1), la cual es calculada 

a 1649 y 1648 cm
-1

 para los isómeros [ (  )  -    a- ( )]
+
 y 

[ (  )  -    a- ( )]
+, respectivamente.  

Por lo tanto, el espectro DMFIR del complejo [C(-H)-Ba-C]
+
 puede asignarse 

considerando una mezcla de los dos isómeros más estables. A pesar de que el 

isómero [ (  )  -    a- ( )]
+ es el segundo más estable tanto en fase gaseosa 

como en solución, la población esperada para esta especie en fase gaseosa es 

despreciable y no se esperaría que tenga algún aporte significativo al espectro 

DMFIR. Sin embargo, la población de este isómero en solución es comparable a la 

del isómero más estable y se espera observar aportes de ambas especies al espectro 

experimental, como se mostró en los párrafos precedentes. Por lo tanto, al igual que 

en el caso del complejo [C(-H)-Ba]
+
, las estructuras encontradas en fase gaseosa para 

el complejo [C(-H)-Ba-C]
+
 representan la composición de las mismas en la solución 

de partida, indicando una vez más que su estructura se mantiene tras la vaporización 

en la fuente suave de ESI.  
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5.4 Conclusiones 

En este capítulo se presentaron los resultados de la caracterización estructural, 

mediante espectroscopia DMFIR en complemento con cálculos de estructura 

electrónica de los complejos que se forman a partir de la interacción entre citosina y 

Ba
2+

. Las conclusiones presentadas a continuación muestran que el estudio de las 

propiedades estructurales que se obtienen a partir de la interacción entre las bases del 

ADN y 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, así 

como favorecer la formación y estabilización de especies aniónicas de las bases.  

1. Se encontró que la interacción entre citosina y Ba
2+

, da lugar a complejos 

monocargados, estabilizando principalmente el anión [C(-H)KA]
-
. 

Adicionalmente, la comparación con los resultados encontrados para los 

complejos [C(-H)-Pb]
+
,
[38]

 sugiere que el sitio de desprotonación depende de la 

naturaleza del catión, y por lo tanto el esquema de interacción puede ser 

modificado en función de las propiedades del catión metálico.  

2. Se caracterizaron las estructuras de los complejos monocargados [C(-H)-Ba]
+
 y 

[C(-H)-Ba-C]
+
. Las estructuras encontradas en la fase gaseosa, para ambos 

complejos, corresponden a las generadas en solución, consistentemente con lo 

que observamos para los sistemas estudiados en los capítulos 3 y 4 del 

presente trabajo de tesis.  

3. Las estructuras encontradas para los complejos [C(-H)-Ba-C]
+
 no corresponden 

a pares de bases no canónicos de tipo i-motif, como sucede para los 

complejos formados a partir de la interacción entre citosina y cationes 

monovalentes. 
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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 metálicos y H
+
 con el propósito 

comprender los efectos de las mismas sobre las propiedades estructurales y la 

reactividad de las bases, que conducen a la formación de pares no canónicos, 

responsables de estabilizar plegamientos no canónicos en el ADN.  

Los sistemas estudiados corresponden a los complejos iónicos [CGH]
+
 y 

[CGAg]
+
, lo que nos permitio evaluar el efecto de la naturaleza del catión sobre la 

estructura del par CG. El otro sistema estudiado corresponde a los complejos iónicos 

que se forman a partir de la interacción entre C y el catión divalente Ba
2+

.  

Los sistemas estudiados representan modelos reduccionistas factibles de ser 

estudiados en fase gaseosa mediante espectrometría de masas en tándem (MS/MS) 

acoplada a espectroscopia DMFIR. A continuación se repasan brevemente las 

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

En el capítulo 3 se presentaron los resultados de la caracterización 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 isómeros: tipo Hoogsteen (HooH
+
) y Watson-

Crick (WCH
+
), cuyas poblaciones relativas dependen del pH de la solución a partir 

de la cual se los genera. En ese sentido, se encontró que a pH = 5,8 se forma 

preferencialmente el isómero WCH
+
 ya que a ese pH las bases se encuentran 

principalmente en su forma neutra por lo que en la solución se forma principalmente 

el par WC neutro, cuya estructura se conserva tras la vaporización y es protonada en 

el N(7)G en la fuente ESI. Por otro lado, a pH = 3,2 se forman mayoritariamente los 

isómeros HooH
+
. A ese pH las bases C y G se encuentran principalmente protonadas, 

por lo que se ve favorecida la formación del apareamiento no canónico tipo HooH
+
, 

responsable de la estabilización de los triplex de ADN. 

El análisis estructural y energético reveló que en el caso de la estructura tipo 

HooH
+
 se forma una mezcla de dos isómeros (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 únicamente en la 

distancia de enlace entre el H
+
 y el N de cada base, pudiendo encontrarse más cerca 
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de C (HooN(3)CH
+
) o de G (Hoo N(7)GH

+
). En efecto, se encontró que ambos 

isómeros HooH
+
 coexisten en un doble pozo de energía 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 energía de punto cero (ZPE) a lo largo de esta coordenada se 

encuentra por encima de la barrera de energía 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 metodología empleada representa 

una herramienta rápida y eficiente para clasificar los pares de bases de tipo WCH
+
 y 

HooH
+
. Se espera que esto sea aplicable como una metodología fácil y versátil 

basada en espectrometría de masas en tándem (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 capítulo 4 se estudiaron los complejos [GAg]
+
 y [CGAg]

+
, 

mediante la misma metodología que se utilizó en el capítulo 3. En primer lugar, se 

encontró que la interacción entre G y el catión Ag
+
 induce una fuerte estabilización 

del tautómero GKA(9), en el cual el catión Ag
+
 interacciona a través de los átomos 

de N(7) y O para dar lugar al isómero [GKA(9)N7Ag]
+
 que es el más estable de 

todas las posibles estructuras, tanto en fase gaseosa como en solución. Sin embargo, 

también se observó experimentalmente la presencia del isómero [GKA(7)N9Ag]
+
 

donde el catión Ag
+
 interacciona a través de los átomos de N(9) y N(3) del tautómero 

GKA(7). Éste isómero es el segundo más estable en fase gaseosa con una población 

relativa despreciable, mientras que en solución se encuentra ligeramente por encima 

del mínimo global con una población relativa calculada, comparable a la del isómero 

más estable.   

Para el complejo iónico [CGAg]
+
 se encontró que se favorece ampliamente la 

formación de un apareamiento tipo HooAg
+
 [C-Ag-G]

+
, en el cual el catión Ag

+
 

interactúa simultáneamente con N(3)C y N(7)G de manera equidistante, lo cual da 

lugar a la formación de un único isómero de esta estructura, a diferencia de lo 

observado para el par HooH
+
 (capítulo 3). El análisis estructural y energético reveló 

que los isómeros WCAg
+
 no se forman en las condiciones estudiadas.  
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Los resultados presentados en los capítulos 3 y 4 demuestran que tanto la 

interacción con H
+
 como con Ag

+
 conduce a la formación de apareamientos no 

canónicos de tipo Hoo entre C y G. Asimismo, se encontró que las propiedades 

estructurales son dependientes de la naturaleza del catión. En efecto, se encontró que 

la protonación de las bases (pH = 3,2) favorece la formación de dos isómeros HooH
+
, 

que a su vez coexisten en un doble pozo de energía potencial acoplado por el 

movimiento del H
+
 entre las bases. Mientras que la interacción con Ag

+
 favorece la 

formación de un único isómero HooAg
+
.  

En el capítulo 5 se presentó la caracterización estructural (teórica y 

experimental) de los complejos [C(-H)-Ba]
+
 y [C(-H)-Ba-C]

+
, con el objeto de estudiar 

el efecto de la interacción de las bases con cationes divalentes sobre su estructura y 

reactividad.  

Se encontró que la interacción con el Ba
2+

, da lugar a la formación de 

complejos monocargados, estabilizando principalmente el anión [C(-H)KA]
-
 cuya 

interacción con el catión metálico se da a través de los átomos N(1) o N(3) y O 

dando lugar a la formación de dos isómeros del complejo monocargado [C(-H)-Ba]
+
: 

[       N  -  ]+
 y [       N3 -  ]+

, respectivamente. Consistentemente con 

los resultados obtenidos en los capítulos 3 y 4, los isómeros observados en fase 

gaseosa, conservan las estructuras que se forman en solución. 

Por su parte, los isómeros más estables del complejo [C(-H)-Ba-C]
+
 presentan 

como característica en común una estructura tetracoordinada, en la cual el catión 

Ba
2+

 actúa como átomo central, mientras que [C(-H)]
-
 y C se encuentran en diferentes 

planos. Cabe destacar que no se encontró ninguna estructura plana en fase gaseosa ni 

en solución, 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 comparación de los resultados reportados previamente por Salpin et al. para 

el complejo [C(-H)-Pb]
+
, con los resultados presentados en el capítulo 5 demuestra 

que la naturaleza de las interacciones entre las bases del ADN y cationes divalentes, 

varía significativamente en función de las propiedades del catión.  
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Los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis reflejan que las especies 

isoméricas formadas en solución mantienen su estructura cuando son transferidas a la 

fase gaseosa en la fuente de ESI, por lo que es posible utilizar la caracterización en la 

fase gaseosa para obtener información sobre la estructura de las especies presentes en 

la solución. 

6.2 Perspectivas  

Las perspectivas más prominentes que surgen de este trabajo están relacionadas 

con los resultados obtenidos en el capítulo 3 que muestran que la fragmentación del 

isómero WCH
+
 del par de bases protonado [CGH]

+
 genera los fragmentos [GH]

+
 

(91%) y [CH]
+
 (9%). Considerando que en el  par de bases el protón no se encuentra 

compartido por ambas bases, sino exclusivamente sobre N(7) de G, la única 

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 reacción puede conducir a 

mutaciones puntuales en el ADN y los cálculos teóricos muestran que la protonación 

del par WC produciría una disminución en la barrera de energía para la reacción de 

PT. 

Por tal motivo, a modo de perspectiva, se espera caracterizar estructuralmente, 

mediante espectroscopía DMFIR, los fragmentos [GH]
+
 y [CH]

+
 producidos a partir 

de la fragmentación inducida por colisión (CID) o fotoinducida (PID) del par WCH
+
 

aislado en una trampa iónica. 

 De manera preliminar, se comenzó a realizar la caracterización estructural del 

fragmento [CH]
+
 que se produce luego de la fotofragmentación a 266 nm del par 

protonado [CGH]
+
, encontrando que se observan tres tautómeros de esta base 

protonada (CKA(1)N3H
+
, CEA(1)O7H

+
 y CEI(1)anti) los cuales se muestran en la 

Figura 6.1. La gran diversidad de isómeros de [CH]
+
 que se observan por 

espectroscopia DMFIR indica la apertura de muchos canales de isomerización y 

transferencia de H
+
 a esta energía de excitación (4,6 eV).  

Se debería continuar realizando la caracterización estructural de fragmento 

[GH]
+
, como así también sería muy interesante variar la longitud de onda de 
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excitación y el voltaje de colisión en el caso de los experimentos de fragmentación 

por CID y caracterizar ambos fragmentos bajo la distintas condiciones de 

fragmentación.   

Finalmente, se espera también caracterizar la fragmentación del isómero 

HooH
+
 del par protonado [CGH]

+
. 

 

Figura 6.1: Comparación del espectro DMFIR de [CH]
+
, producto de la 

fotofragmentación del ion padre de [CGH]
+
 con los isómeros de CKA(1)N3H

+
, 

CEA(1)O7H
+
, CEI(1)anti. 
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