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Interés del tema

A continuacion se presenta la memoria sobre el estudio de las interacciones entre
metales de transicién divalentes, a saber Hg*? y Pt*?, con una serie de bases pdricas y
pirimidinicas, intentando reproducir las condiciones naturales de los acidos nucleidos.
Los complejos bien caracterizados lo fueron con derivados de uracilo y citosina, aunque
se hicieron muchas tentativas, y parte de las sintesis estan pendientes de que cristalicen
los compuestos.



1. Introduccion

Los contraiones intracelulares naturales de los acidos nucleicos son de naturaleza
alcalina y alcalinotérrea principalmente: K*, Mg*?, Na*y Ca** en orden decreciente de
concentracion. Sin embargo, la quimica de la interaccion metal-acidos nucleico torna
relevante con la aplicacion de metales de transicidbn en ensayos bioguimicos y
quimioterapéuticos. De hecho, el uso de medicamentos basados en platino para el
tratamiento quimioterapéutico contra el cancer ha impulsado considerablemente la
investigacion sobre estas interacciones en los ultimos 35 afios.

1.1 Historia

El estudio de dichas interacciones nace en 1920, cuando Hammarsten advierte que los
contraiones naturales de los acidos nucleicos son metales catidnicos. Durante los
siguientes 30 afios se realizan estudios fisico-quimicos con metales alcalinos y
alcalinotérreos. A partir de 1950 se incluyen metales de transicion en los estudios y se
observa que estos forman enlaces de coordinacion con las nucleobases. Los iones de
transicion se enlazan formando enlaces mas fuertes, lo que conduce a cinéticas de
coordinacvion mas lentas y observables, que implican aumento de temperatura de fusion
de los acidos nucleicos, el desplazamiento de protones y preferencias especificas de los
iones metalicos por las diferentes nucleobases’.

Uno de los puntos clave surge en 1965, Rosenberg determina que el cis-PtCly(NHs),
(cisplatin) es un potente anticancerigeno®. Este descubrimiento impulsa el estudio de
este y otros metales en dicho campo, que aun sigue en vias de desarrollo, y que ha
extendido sustancialmente nuestro entendimiento sobre las interacciones entre los iones
metalicos y los acidos nucleicos.

En las ultimas 3 o 4 décadas, el uso de sistemas modelo (nucleétidos aislados,
nucledsidos y modelos de nucleobases) y de técnicas de determinacion como
espectroscopia RMN 'y cristalografia de rayos X, ha permitido un gran desarrollo del
campo®. Lo aprendido puede resumirse en tres puntos clave:

1. La manera en la que un ién metalico reacciona con el acido nucleico es
extremadamente versatil e inespecifica, no existen patrones especificos de
enlace.

1 G. L. Eichhorn (ed), Inorganic Biochemistry, Elsevier (1973), pp 1191-1240.
2 B. Rosemberg, L. Va Camp. T. Krigas, Nature 205 (1965) 698-699.

® B. Lippert, “Coordinative Bond Formation between Metal lons an Nucleic Acid Bases”, en N.V. Hud
(ed), Nucleic Acid-Metal lon Interactions, Royal Society of Chemistry (2009) pp 39-74.



2. Una vez coordinados al acido nucleico, el ion metalico afecta a las propiedades
fisico-quimicas del par de bases que afectan a los equilibrios &cido-base y
tautomérico de las nucleobases.

3. En un organismo vivo, la interaccion entre estos metales de transicion “no
fisiologicos” y los éacidos nucleicos conllevan una respuesta masiva, hasta el
punto de causar dafios irreversibles y llevar a la célula a la apoptosis.

1.2 Interaccion Metal-Par de bases

Las interacciones entre el i6n metalico y el par de bases es uno de los aspectos mas
importantes y especifico del tema, se pueden distinguir dos categorias:

- Interacciones no covalentes: Aquellas que se dan en las especies metalicas
“coordinativamente saturadas” independientemente de la naturaleza del i6n
metéalico y del ligando. Hablariamos de fuerzas electroestéaticas, enlaces de Van der
Waals, enlaces de hidrogeno e interacciones n-n entre el ligando del complejo v las
bases heterociclicas, entre otras.

- Enlaces de coordinacion: Aquellas que se dan en el interior de la esfera de
coordinacion, directamente entre el metal y alguno de los atomos donadores del
ligando. Asi pues, un orbital lleno del &omo donador del ligando interacciona con
uno de los orbitales vacios libre del i6n metélico aceptor.

A rasgos generales, las interacciones no covalentes son mas débiles, en general, que los
enlaces de coordinacién, y estos a su vez son mas débiles que los enlaces covalentes
convencionales, aunque puede haber casos donde no sea asi.

El enlace coordinativo es de naturaleza reversible, por lo que un nucledéfilo fuerte podria
desplazar el i6n metélico del ligando. Sin embargo, la cinética de dicho desplazamiento
puede ser muy lenta, hasta el punto de no darse, ain siendo menos termodinamicamente
estable, dando complejos “virtualmente estables”.

En un par de bases establecido, hay diferentes zonas de union donde un i6n metalico
puede verse involucrado, como se observa en la Figura 1.

Q---mmmmmmmees H— I\( - Sustitucion de H por Met entre las dos

nucleobases

N / \ Uni6n en nitrégenos heterociclicos
('Jf \\] —_— e —————— externos

- Formacion de organometilicos, union

LQ en carbonos heterociclicos
) E— J

Guanina H Citosina

—~

Figura 1: Sitios de union del metal en el par de bases. Met significa i6n metalico.



1.2.1 Nucleobases como ligandos

En la Figura 2 se puede observar un grafico aproximado del rango de protonacion y
desprotonacion de las nucleobases segun el pKa. La precision de dichos valores
depende tanto de la cadena sustituyente de las posiciones N(9) (purina) y N(1)
(pirimidina), como de las nucleobases del entorno de dicho par segun la secuencia en
una cadena de ADN?®,

Figura 2: Rangos de protonacion aproximados de las nucleobases

1.2.1.1 Sitios de unidn convencionales en nucleobases neutras

Tanto los nitrogenos desprotonados endociclicos como los oxigenos carbonilicos
exociclicos son lugares obvios de union, que pueden combinarse de diversas maneras
dando infinidad de estructuras.

NH, NH, :
6 ' H : 5 H CHs
H NT /N7 TSN, N
A A =
NT NH, 07 S M NS H 07 S
; t / Ky t

Guanina (G) Citosina (C) Adenina (A) Timina (T)

Figura 3: Centros de unidn de las nucleobases neutras

También se observan grupos amino exociclicos que son potenciales sitios de union,
aunque deben sufrir una previa desprotonacion, debido a la baja basicidad del par de
electrones del nitrogeno, que se encuentra deslocalizado en el sistema heterociclico.

Por otro lado, también puede darse la interaccion entre el ion metélico y uno de los
tautomeros raros de la nucleobase, ain siendo la concentracion del segundo tautémero
mas abundante, del orden de 10° veces inferior.



1.2.1.2 Interaccion con nucleobases desprotonadas

Aunque el gréafico de la Figura 2 nos indique que para que un idén metalico interaccione
con una nucleobase en su forma desprotonada son necesarias condiciones alcalinas, la
practica ha demostrado que no es asi. Esto es debido a dos razones concretas:

1. EIl poder de polarizacion del metal unido a la nucleobase puede hacer que los
protones remotos al metal puedan sufrir una gran acidificacion, haciendo que los
valores de pKa de ese grupo funcional caigan, como se observa en el sistema
indicado en la Figura 4.*

Pero ademas, si el metal esta unido a un coligando capaz de ceder H para la
formacion de enlaces de H, el pKa desciende a unos valores proximos a 7-8.
entrando en el rango fisioldgico, y puede desprotonarse y de esta manera para
formar enlaces de H.

Figura 4: Efectos en la acidez del grupo amino por la interaccién con un i6n metal (Pt*?)

2. Los iones metalicos suelen presentarse como Metal-OH, capaz de desprotonar
los sitios clave de la nucleobase.

1.2.1.3. Interaccion con nucleobases protonadas

Solo se conocen muy pocos ejemplos con bases puaricas protonadas en el N(1) (adenina)
y N(3) (guanina), y unidas al metal por el N(7)*.

1.2.1.4 Formacion de complejos organometalicos

Son aquellos en los que el metal ha interaccionado con un carbono ciclico. Se dan en
agua en condiciones suaves, por lo que se deben tener en cuenta. Los pocos ejemplos
conocidos son con metales como Pt*?, Au™ y Hg*?, como el complejo que se indica en
la Figura 5.°

* Marta Garijo Afiorbe, Marc Sven Liith, Michael Roitzsch, Marta Morell Cerda, Patrick Lax, Gunnar
Kampf, Helmut Sigel, Bernhard Lippert, Chem. Eur. J. 10 (2004) 106.

®F. Zamora , M. Kunsman, M. Sabat, B. Lippert, Inorg. Chem. 36 (1997) 1583-87
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Figura 5: Ejemplo de complejo organometalico caracterizado mediante rayos X. Estructura del complejo [(1,3-
dimetiluracilo-C5)Hg (9-metiladenina) INO-H,O

1.2.1.5 Formacién de quelatos y macroquelatos

Se conocen complejos en los que las bases actian como quelatos (utilizando un grupo
amino y un nitrégeno purico por ejemplo). Favorecen dicha formacion los iones
metalicos de alta oxidacion (>6) y nucleobases con varios sitios de union.

1.2.1.6 Formacién de complejos multinucleares

Por Gltimo, también pueden darse complejos con varios iones metalicos, unidos por los
ligandos y/o por un enlace directo entre ellos. Son ciertamente interesantes por sus
propiedades antitumorales en el campo de la quimioterapia.

1.3 Consecuencias de la coordinacion de un metal

La coordinacion de un metal en los anillos heterociclicos de una nucleobase causa una
redistribucion electronica en el anillo aromatico, hasta el punto de afectar al equilibrio
entre tautémeros °,

También las propiedades de apilamiento de las nucleobases se ven afectadas, aunque es
dificil diferenciar si es debido a la coordinacion del metal o de los efectos estéricos
resultantes debidos a un coligando que pueda estar unido al metal.

Por otro lado, la coordinacién de un metal a un atomo de nitrégeno del anillo del
tautémero principal de una nucleobase acidifica el resto de grupos por polarizacion del
metal, lo que provoca un descenso del pKa, en mayor o menor medida segun los otros
grupos funcionales de la base. Pero si la coordinacion del metal ocurre en un tautémero
raro, la variacion del valor de pKa puede ser drastica. Por ejemplo, si la coordinacion
ocurre con una nucleobase desprotonada, la basicidad de otros grupos puede aumentar
considerablemente, puesto que la carga negativa de la desprotonacion no puede
deslocalizarse en el enlace metal-nucleobase®.

Debido a esta causa, la union de un metal en coordinacion con una nucleobase
protonada o desprotonada, en las condiciones adecuadas, puede provocar que los
tautdbmeros se mantengan estables en todo el rango de pKa, variando el grafico de la
Figura 2. Este aspecto se hace verdaderamente relevante en el estudio del papel de los
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iones metalicos en reacciones cataliticas de &cidos nucleicos, como por ejemplo en el
caso de algunos ARN®.

1.3.1 Estabilidad del par de bases

La estabilidad del par de bases estad directamente relacionada con la fortaleza de los
enlaces de H que unen las dos nucleobases. Cuanto, mayor sea la diferencia de valores
de pK entre las dos base, mas fuerte y estable sera el enlace de hidrogeno, y en
consecuencia el par de bases (Figura 2 en el caso de las bases sin enlace metalico)

De hecho, en el caso del par de bases GC, esta perturbacién en la fortaleza fue
demostrada mediante la coordinacién de Pt™ en el N(7) de la guanina’. Por otro lado,
estudios recientes de calculos tedricos sobre la densidad funcional de la guanina, se han
llevado a cabo con diferentes metales unidos al O(6), que hacian descender la energia de
enlace con la citosina considerablemente?.

Un caso donde se observa que el comportamiento acido-base y la formacion de enlaces
de H parecen estar fuertemente relacionados, es en el emparejamiento de una guanina
(con Pt*? en el N(7) o libre) y una guanina desprotonada en N(1) con un Pt** en N(7)
para su estabilizacion. Se observan variaciones en el pKa de la guanina que vienen
dadas por la unién del metal, lo que permite la formacion del par de guaninas
hemidesprotonadas que se observa en la Figura 6, en pH neutro e incluso ligeramente
4cido®. Otro reconocimiento, que no es Watson-Crick, posible es el que se da entre dos
moléculas de aciclovir Figura 7°8.

M

Figura 6: Representacion esquematica del par GG hemidesprotonado

® A. Sigel, H. Sigel, R.K.O. Sigel (eds), Structural and Catalytic Roles of Metal lons in RNA, Met. lons.
Life. Sci., 9 (2011).

’A. Erxleben, S. Metzger, J.F. Britten, C.J.L.Lock, A. Albinati, B. Lippert, Inorg. Chim. Acta, 339 (2002)
461.

8 A. Terron, J. J. Fiol , A. Garcia-Raso , Miquel Barcel6-Oliver, V. Moreno, Coord. Chem. Revs. 251
(2007) 1973-1986.
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Figura 7 En la parte derecha de la molécula se observa un tarden de reconocimiento entre dos anillos de
guanina del aciclovir entre el N(3)---H-N(2) y viceversa. Este reconocimiento no es Waltson-Crick ni
Hoogsteen

1.3.2 Estabilidad de los acidos nucleicos
1.3.2.1 Distorsion del ADN

Si tomamos como ejemplo el cisplatino, podremos observar como la distorsién causada
por la coordinacion de este en una hebra o entre hebras del ADN, puede llevar a la
necrosis y/o apoptosis de la célula, de ahi sus propiedades como agente antitumoral.

- Enlace cruzado entre nucleobases de la misma hebra: es la reaccion mas abundante
entre cisplatino y ADN, en particular, la reaccién entre dos guaninas adyacentes.
Se sitla entre posiciones N(7) de ambas guaninas, inclinando la hebra entre 30° y
50° de modo que perturba los enlaces de H entre la guanina y su citosina
correspondiente de la otra hebra.

- Enlace cruzado entre nucleobases complementarias entre hebras: la distorsion
dispuesta por este tipo es, en general, menos dramatica. En el caso particular del
par anterior, el Pt* se une por el surco mayor a la N(7) de la guanina, provoca un
giro de 180° sobre el enlace glucosidico, y se une al N(3) de la citosina. Esta pasa
entonces de una disposicion anti a syn, manteniendo Unicamente el enlace de H
entre el O(6) de la guanina y el N(4) de la citosina, como se observa en el
compuesto modelo de la Figura 9.

6 H H 6 /H
7 P H O°-----e H—N
( " / 180 N N~
giro
/N /G N'——H-----N? C\ ——>» H \<NG/ NPt NBC\
R N¢< 1 1
- 4 N\ N N

/ R / R

Figura 8 Giro de 1802 provocado por la coordinacion del Pt(11) al atomo de N(7) de la guanina.



Figura 9: Interaccién del M (Pt*?) del cisplatin entre el par de bases GC’

Ambas situaciones provocan que la célula reconozca como dafiada la proteina y deriva a
una cascada de reacciones que provocan la muerte celular por apoptosis®

Otro de los poquisimos ejemplos de estructuras cristalinas de pares de bases enlazadas a
través de un metal®’ se obtuvo con el i6n Au(lll) como metal y con un ARN, que
puede visualizarse en la Figura 10. Fue obtenida dispersando una sal de Au(l1l) sobre un
cristal de ARN, EI oro también se unié a otros sitios de enlace pero cabe destacar esta
interaccidn con el par de bases guanina-citosina.

Figura 10. el Au(l11) insertado entre el par de bases GC de un ARN™

K. R. Barnes, S.J. Lippard, “Cisplatin and Related Anticancer Drugs: Recent Advances and Insights” en
A.Sigel, H. Sigel (eds), Met. lons Biol. System. 42 (2004) 143-177.

0°E Ennifar, P. Walter, P. Dumas, Nucl. Acid. Res. 31 (2003) 2671-2682.



1.3.2.2 Acidos nucleicos de més de dos hebras (o catenarias)

Es evidente que el rol de las interacciones metal-nucleobase se torna mas complicado
con el aumento de las hebras en juego, facilitando otros tipos de reconocimiento.

Sistemas naturales: en la naturaleza, la unién de metales es usada para mantener la
estructura de la hebra. Como se muestra en la Figura 11, en el caso del ADN de
triple cadena, tanto la union de metales divalentes para una tercera base purica,
como la protonacion en el caso de una tercera base pirimidinicas, mantiene la
catenaria unida y evita la repulsion entre fosfatos®.

Figura 11: Tripletes naturales unidos por interaccion de un M o protonacion de un N

Sistemas Metal-Triplete y Metal-Cuarteto artificiales®, ejemplos a los que hay que
sumar los recientemente obtenidos y estudiados por difraccion de rayos X como el
tetramero de K y guanina®™ reconocido por complejos metalicos con ligandos con
gran capacidad de apilamiento, o el tetrdmero de Ag y N*-hexiluracilo*.

El concepto trabajado hasta ahora de la interaccion entre metales y par de bases
también es aplicado para tripletes o cuartetos, en estudios bioquimicos y
quimioterapeuticos. En cuanto a los cuartetos, desde 1980 se ha estudiado la
produccién artificial mediante iones Ag*™ con adenina®™®. Estos, igual que los
cuartetos puricos unidos mediante un metal, demuestran robustez quimica, que
junto a su tamafio y carga positiva, pueden ser Optimos para la interaccion con los

' N.H.Campbell, N. H. Abd Karim, G. N. Parkinson, M. Gunaratnam, V. Petrucci, A. K. Todd, R. Vilar,

S. Neidele, J. Med. Chem. 55 (2012) 209-222.

12M. Barcel6-Oliver, C. Estarellas, A. Terrén, A. Garcia-Raso, A. Frontera, Chem. Comm.47 (2011)
4646-4648.

13 C.S.Pourohi, S. Verma, J. Am. Chem. Soc. 128 (2006) 400.
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cuartetos naturales de guanina presentes en los telémeros de los cromosomas. Si
esta unién se da correctamente, (como en los complejos descritos por Vilar'') estos
compuestos artificiales podrian servir como inhibidores de la telomerasa, una
enzima que se sobreexpresa en un proporcién estimada del 80-90% en diversos
tipos de céncer.

1.4 Alteraciones irreversibles

1.4.1 Hidrélisis catalitica de los acidos nucleicos

La formacion y rotura hidrolitica del enlace entre el azucar y el fosfato es el punto clave
de muchas reacciones de los &cidos nucleicos, tales como la sintesis, reparacién o
degradacion de estos. Estas reacciones son llevadas a cabo frecuentemente por proteinas
que tienen dos 0 mas iones metalicos coordinados en zonas clave de su estructura, las
metaloenzimas. Estos metales realizan diferentes funciones, tales como la polarizacion
de enlaces, generacion de iones hidréxidos nucleofilicos o estabilizaciéon de estados de
transicion, que no estan directamente involucradas en la coordinacién de las bases
heterociclicas™,

También es posible la degradacion hidrolitica no catalitica de los acidos nucleicos,
especialmente  ARN, mediante la coordinacion directa del i6n metalico con las
nucleobases’ y los grupos fosfatos.

1.4.3 Otros procesos hidroliticos

Existen otros dos ejemplos de alteraciones irreversibles en las que participan iones
metalicos enlazados directamente a nucleobases.

Por un lado, es conocido que se produce la rotura del enlace N-glicosidico de los
nucleétidos a pH bajo o después de una modificacion quimica de la base, lo cual es
utilizado por las glicosilasas naturales en la reparacion del ADN. Dada la preferencia de
muchos metales por la posicion N(7) de las bases puricas, son de interés los efectos que
produce la coordinacion de iones metalicos en esa posicion, en dichas reacciones de
depuracion y reparacion del ADN. Estudios realizados con iones metalicos de transicion
(Ag*, Co®*, Ni**, cu®, zn*, Cd*, Pt** y Pd®*) e incluyendo nucledsidos aciclicos
analogos, parecen dejar claro que la coordinacion del ién metalico con las purinas (G-
N(7), A-N(1),N(7)) retarda la hidrdlisis &cida catalizada, porque dicho ion metalico
compite con los H* por los sitios de unién®™®. Sin embargo, en rangos de pH donde la
nucleobase no se encuentra protonada, dicha union metalica acelera la hidrolisis
espontanea del enlace glucosidico. Asi, el Pt*? retarda estas reacciones de depuracion de
la guanina a pH<4, pero las facilita a pH>4 debido al pK, de 2-3 de la GH* *°.

%'5.J. Lippard, J.M. Berg, Principles of Bioinorganic Chemsitry, University Science Books (1994).

153, Kuusela, H.L6nberg, Met. lons. Biol. Syst. 32 (1996) 271.
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Por otro lado, otro tipo de reaccion de hidrdlisis ocurre cuando un grupo amino
exociclico de una nucleobase pasa a ser un grupo carbonilico exociclico. Estas
reacciones ocurren bajo la influencia de un ién metalico y han sido observadas en los
ultimos afos en algin ejemplos:

- En la coordinacion de Pt** con el N(3) de la citosina, acelerando drasticamente la
su conversion a uracilato a pH alcalino® *.

- Si un proceso similar se produjera con una base 5-metilcitosina en el ADN,
generaria Timina, que a diferencia del Uracilo, no seria eliminada del ADN y por
lo tanto podria dar lugar a mutaciones puntuales® *'.

1.4.3 Quimica red-ox de las nucleobases

Los dafios en el ADN por reacciones oxidativas estdn implicados en varios estados
patoldgicos del organismo, tales como inflamaciones y cancer, y se cree que es un factor
que contribuye al envejecimiento. De todas las nucleobases, la guanina es la mas rica en
electrones, y con ello la que tiene el potencial de ionizacion mas bajo, luego es la mas
susceptible a oxidarse. Dependiendo de las condiciones, puede haber un intercambio de
uno o dos electrones en el proceso de oxidacion, lo que puede llevar a un nimero
considerable de intermediarios y productos finales®

Hay numerosos casos conocidos sobre el comportamiento red-ox en la quimica de las
interacciones entre i6n metélico y nucleobases. Cabe mencionar, a modo de ejemplo,
uno de los casos que hemos podido experimentar y que serd mencionado en la parte
experimental de este proyecto. Hace referencia al comportamiento red-ox del Au*®
cuando se une al N(7) de la base modelo 9-etilguanina (N*-hexilcitosina en nuestro
caso), que produce la degradacion lenta del anillo de la purina, tanto en presencia como
en ausencia de Oy, formando diferentes productos®®,

1.5 Disefio de enlaces Metal-nucleobases entre el par de bases

La idea mas simple para la interaccion del i6n metalico entre el par de bases es la
sustitucion de los hidrogenos que forman los puentes entre las nucleobases, por dicho
ion metalico aceptor de los electrones de los heteroatomos de las nucleobases. En 1993,
Lee descubrié que, a pH elevado, algunos iones metélicos divalentes como el Zn*?
estabilizan dobletes del DNA, sustituyendo los hidrogenos de la zona entre nucleobases.
A partir de esta observacion se origino toda una via de estudio hacia el desarrollo de la
posibilidad de unir nucleobases estabilizando pares de bases diferentes de los

16 J.E. Spooner, P.J. Sanz-Miguel, L. Rodriguez-Santiago, A. Erxleben, M. Kluumm, M. Sodupe, J.
Sponer, B. Lippert, Angew. Chem. Int. Ed. 43, (2004) 5396.

K. D. Klika and J. Arpalathi, Chem. Commun. 1 (2004) 666 .

18 A. Schimanski, E. Freisinger, A. Erxleben, B. Lippert, Inorg. Chim. Acta 283 (1998) 223.
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apareamientos de Watson-Crick y Hoogsteen. Un ejemplo conocido de par de bases no
estandar, timina-timina, el cual se consiguié estabilizar con Hg*?, propuesto por Karz'
y estudiado por Marzilli por RMN®. Recientemente, Ono®* ha propuesto (como se
observa en la Figura 12) un modelo tanto para los pare U-Hg-U como para el par T-
Hg**-T (que muy recientemente ha conseguido cristalizar en un diplex con presencia de
timinas Figura 13)* como para otro par de bases no biolégico, C-Ag*-C*.

HO

OH

N o
s 4 -

\

N—, N, o
> © o] “e&?ér

\ 7 W,
N-Hg?™N %
CH

T-Hg2-T
1

0]

HC
-0

OH

NH; HA,

V72NN Y/
& neagen

N N OH
| —\4\0 O>/— . QBJ.:

C-Ag*-C
2

1+
R

Figura 12: Estructuras de pares de bases mal emparejados estabilizados mediante la interaccion con un metal
entre las nucleobases

Figura 13 Estructuras de pares de bases T-Hg-T en un duplex21

El grupo de Bioinorganica de la UIB ha proporcionado, previamente a la estructura de
Ono?, los buenos ejemplos, que existen en la bibliografia, para las interacciones entre
uracilos U-Hg-U y para la plata enlazando pares de uracilos*.

La primera corresponde a [Hg(N*-hexil-5-fluorouracilato),]s-6H,0, complejo mostrado
en la parte derecha de la Figura 14 . La unidad basica del complejo corresponde a
[Hg(N*-hexil-5-fluorouracilato)], observada en la parte izquierda de la Figura 14. En su

195, Katz, Biochim. Biophys. Acta 68 (1963) 240-253.

207. Kuklenyik, L.G. Marzilli, Inorg. Chem. 35 (1996) 5654-5662.

L A. Ono, H. Togasshi, Angew. Chem. Int. Ed. 43 (2004) 4300-4302.

22 3. Kondo, T. Yamada, C. Hirose, |. Okamoto, Y. Tanaka, A. Ono, Angew.Chem. Int. Ed. 53 (2014) 2385-88.

2 T.0no, K.Yoshida, Y. Saotome, R. Sakab e,l. Okamoto, A.Ono., Chem. Comm.. 47 (2011) 1542-1544.

M. Barcel6-Oliver, B.A. Baquero, A. Bauza, A. Garcia-Raso, R. Vic, I. Mata, E. Molins, A.Terrén, A.
Frontera, Dalton Trans 42 (2013) 7631-7642.
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determinacion se observaron enlaces directos entre los atomos N(3) de los anillos de
ambos uracilos con el Hg, ademas de la interaccion entre este y los oxigenos colindantes
a estos nitrégenos. Como se observa en la figura, los dos anillos no son coplanares, si no
que estan dispuestos como las palas de una hélice, presentando angulos de 32.95° [Hg
(1)] y 68,10° [Hg (2)] entre los planos del anillo de cada uracilo del par. Esta torsion de
la hélice es observada en muchas de las estructuras de ADN, produciendouna mejora del
apilamiento de las bases de las hebras®.

2/_< N—Hg—N>_§ f
T

CeH1s o} o

»;W

jg—/ Hg(2) CS
<1

CeHis

[Hg(N'-hexyl-5-fluorouracilate),]4-6H,0

Figura 14 Estructura determinada para [Hg (N1-hexil-5-fluorouracilato),],-6H,0O donde las colas alifaticas
de cada uracilo han sido omitidas.
La segunda corresponde a un compuesto complejo, (Ag")-[Ag(N*-hexil-5-
fluorouracilato),] observado en la Figura 15, el cual forma una cadena 1D infinita en la
que encontramos dos tipos de interaccion mediante Ag. Por un lado, se disponen atomos
de Ag entre los pares de uracilos que presentan una coordinacion lineal perfecta a través
de los N(3) de ambos anillos. Este metal Ag ocupa el lugar del prot6on en una
interaccion base-base hipotética, que forma un par de bases metalado. Por otro lado, se
encuentra un segundo atomo de Ag coordinado por cuatro 4&tomos de oxigeno en un

ambiente tetraédrico distorsionado. Estos iones alinean las distintas unidades
monomeéricas.
0
@ 0~ O Ci2a X\ Aciz
0 2 \ Ct1a
Ag o Ci1b 00
F/ /0 0\ N/CGH'3 o OC1 Oa ik C1op
; "; - \ Co9a
’ N—Ag N>—% O N3b_ 2 0O2b O\ Cgkée ‘p__o
et % d N Csa ‘_Q el d\Agm@?C% =~ C8b
S i | C7a R ~-20 cm
F, o ™o SFen RO l 1a0 02b_2 \,, "‘N“b
4 \ Céay P4 a N3b
/ Nng7N>;N Csal \ ﬂ/\ % C4b‘ Céb
sUa o4 o g S
CsM‘/: \0 0/ F FS%@ \ - N3a Odb
\As/ C4a \Agla JF5b
o Mo é & O4a_2
4a \
(Ag*)-[Ag(N"-hexyl-5-fluorouracilate),]” &»N3a_2

Figura 15: Estructura de la unidad asimétrica del compuesto polimérico (Ag")-[Ag(N*-hexil-5-

fluorouracilato),]”
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1.5.1 Estabilizacion del duplex de ADN mediante un Metal entre nucleobases de un
par de bases

La caracteristica mas distintiva de los pares de bases con ion metalico entre
nucleobases, incorporados dentro del ADN es su potencial para aumentar la estabilidad
general duplex del ADN. Esto es de esperar debido a que las energias de enlace de la
coordinacion con el metal son, por lo general, dos o tres veces mayor que la de los
enlaces de hidrégeno.?

Este efecto de estabilizacion puede estimarse mediante mediciones de Temperatura de
fusion del ADN (T, melting temperatures), que representa aquella temperatura a la que
se ha desnaturalizado la mitad del ADN, o lo que es lo mismo, temperatura de transicion
del duplex a una sola hebra. En 2002, los estudios de Tanaka et al. sobre el valor de Ty,
para la secuencia 15-mer ADN duplex [d(5’-CACATTAHTGTTGTA-3")-d(3’-
GTGTAATHACAACAT-5%)], que contiene nucleotidos artificiales de hidroxipiridinas
(H), demostraron el efecto de estabilizacion proporcionado en dicho caso por un i6n
Cu*?. Observaron que el valor de T, para esta seccién en ausencia de ion metalico era
de 37°C, indicando que el par de bases (H-H) se comporta como un no coincidente y
desestabilizan el duplex. Mientras que en presencia de 1 equivalente de Cu*?, el valor de
Tm alcanza los 50.1°C debido a la coordinacion del metal entre las nucleobases (H-
Cu*?-H), como se observa en la estructura de la izquierda en la Figura 16.*

0 \ 0
—N N=
O Os /TN ’2+_\;
HO N(/I jc@*\\ r‘\| COH VR O-’Cu\o. ( ¥
-0 — N \O'/\\T’ # HO— —/ = OH
— | OH o > —)
OH \—7 O%n
OH
H-Cu?*-H Sal-Cu?*(en)-Sal

Figura 16: Estructuras propuestas para pares de bases con Cu*?, una de ellas tipo salen (derecha)

Por otro lado, este efecto de estabilizacion se ve aumentado cuando entran en juego las
estructuras con pares de bases tipo salen. Es el tipo de par de bases mas estable
conocido hasta la fecha y se compone de dos nucleobases unidas por medio de un metal
coordinativamente y por un puente de etilendiamina (en) covalente. En 2005, mediante
la adicién de un equivalente de Cu*? a un par de bases sal-sal, en exceso de
etilendiamina, Clever et al. observaron que el par de bases resultantes que se observa en
la estructura de la derecha de la Figura 16, aumentaba el valor de T, drasticamente,
alcanzando valores de 82.4°C?%, pPor dltimo, Clever et al. confirmé dichos efectos

> G. H. Clever, C. Kaul, T. Carey, Angew. Chem. Int. Ed. 46 (2007) 6226-6236, y la citas alli incluidas.
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estabilizadores, observando como variaban las curvas de fusion para la secuencia d(5°-
CACATTASTGTTGTA-3)-d(3’-GTGTAATSACAACAT-5’) segin el tipo de
interaccion, como muestra la grafica de la Figura 17.%

AT

— T T T T 7 L T
o 10 20 30 40 50 60 VO 80 90

T/°C—

Figura 17: Comparacion de las curvas de fusion de la secuencia d(5’>-CACATTASTGTTGTA-3’):
d(3>-GTGTAATSACAACAT-5"): 1- Sin adiciones (39.9°C); 2- Con puente de etilendi-
amina (45.5°C); 3- Coordinacién con Cu*? (54.9°C); 4- Con Cu*?y etilendiamina (82.4°C)
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2. Parte Experimental

2.1 Descripcion general del trabajo de laboratorio realizado

En el este apartado se recogen, a titulo informativo, todas y cada uno de los intentos de
sintesis llevados a cabo en el laboratorio en mi Trabajo de Fin de Grado durante los
meses de marzo, abril y mayo. Se han utilizado Pt y Hg** como iones metélicos
divalentes, asi como Ag** y Au*® Todos estos iones metalicos se han escogido por la
facilidad con la que forman enlaces lineales. Como ligandos se han utilizado pares de
bases puricas y pirimidinicas substituidas como también algunos nucle6sidos o
nucledtidos semejantes a los descritos en la bibliografia. Las dos tablas que se
presentan a continuacion recogen las sintesis llevadas a cabo de complejos
monosustituidos con un solo tipo de base (Tabla 1) y complejos disustituidos (con dos
tipos de bases complementarias o que pudieran serlo) (

Tabla 2).

N*-(3-hidroxipropil)-

ACV  N'-hexilcitosina .
5-fluorouracilo

Hg* - - A-O - A-9
Pt - A-5 A-7/A-8 A-6
Ag™ A-3 - -
Au® - A-4 -

Hg+2

Pt+2

Tabla 1: Sintesis de complejos con una base pirimidinica llevadas a cabo

9-metilguanina/  9-butiladenina/ Adenosina/ GMP/ 9-butiladenina/
N'-hexilcitosina ~ N*-hexiluracilo N-hexiluracilo N*-hexilcitosina N*-hexiltimina

A-1/A-2 A-10 = A-12 A-13

- - A-11 - -

Tabla 2: Sintesis de complejos con un par de bases complementarias llevadas a cabo

De las sintesis reflejadas en ambas tablas, algunas corresponden a productos bien
caracterizados y otras estan en vias de caracterizacion. También se dieron ciertos casos
en los que se llegd a la conclusion, mediante analisis espectroscopicos, que
correspondian a intentos de sintesis fallidos, 0 a compuestos binarios (en el caso de los
pares de bases) ya descritos.
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Obviamente estas sintesis forman parte de un proyecto mucho mas amplio que la
presente memoria de fin de grado que se esta continuando en el grupo de Quimica
Bioinorgénica y Bioorganica.

Por altimo, cabe mencionar que se realizd un proceso de separacion y purificacion de la
N’-hexiltimina, que serfa utilizada como ligando en sintesis posteriores.

2.2 Materiales y métodos

Todos los reactivos, tanto organicos como inorganicos, fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich, de calidad pro analisis y han sido usados sin purificacion previa. Las bases
sustituidas de cadena larga fueron sintetizadas de acuerdo con la bibliografia®® 2" 2 2
%0 En el caso de la N*-hexiltimina se realizé un tratamiento para mayor purificacién con
base para formar el anidn que se disuelve en agua y separarla de las impurezas de las
timinas disustituidas en las posiciones N(1) y N(3).

Los andlisis elementales se llevaron a cabo en micro-analizadores Carlo Erba, modelo
EA 1108, y Thermo Finnigan, modelo Flash EA 1112, por el servicio de microanalisis
del instituto de quimica avanzada de Catalufia (IQAC) en Pedralbes Barcelona.

Los espectros de infrarrojo (IR) se tomaron en estado sélido (pastillas de KBr) y se
midieron en el espectrometro de la casa Broker Tensor 27, en un rango de nimero de
onda de 4000 a 400 cm™.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (NMR) de 'H se tomaron en el
espectrometro Bruker AMX300 a temperatura ambiente, empleando como disolventes
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) y agua, usando sus correspondientes sefiales
residuales como referencia. El desplazamiento quimico de referencia para ambos es ‘H-
NMR residual es SDMSO =2.47 ppm y 8D,0=4.79 ppm.

MALDI: Las mediciones de los espectros de masas se realizaron en un espectrometro de
masas Autoflex 11l MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics, Leipzig, Alemania) equipado
con un laser de 200 Hz Smartbeam. Los espectros se registraron mediante el modo de

26 M. Barcel6-Oliver, C. Estarellas, A. Garcia-Raso, A. Terrén, A. Frontera, D. Quifionero, E. Molins, P.
M. Deya, CrystEngComm 12 (2010) 362-365.

" M. Barcel6-Oliver,C. Estarellas, A. Garcia-Raso, A.Terrén, A. Frontera, D. Quifionero, I. Mata, E.
Molins, P. M. Deya, CrystEngComm 12, (2010)3758-3767

8 M. Barcelo -Oliver, B. A. Baquero, A. Bauza, A. Garcia Raso, A. Terrd, |. Mata, E. Molins, A.
Frontera, CrystEngComm 14 (2012) 5777-5784

2 M. Barcel6-Oliver, A. Bauzé , B. A. Baquero, A. Garcia-Raso, A. Terrén, E. Molins , A. Frontera,
Tetrahedron Letters 54 (2013) 5355-5360

%0 M. Barcel6 Oliver, Tesis Doctoral: Interaccions entre Ions Metal-lics i Compostos d’ Interés Biologic
(Halouracils i derivats sintétics, Hipurats i Aciclovir), Universitat de les Illes Balears (2009)
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reflexion positiva dentro del rango de masas de 60 a 1000 Da. La tension IS1 era de 19
kV, la tension del 1S2 se mantuvo en 16.70 kV, la tension de la lente era 8,10 kV,
Reflector = 21.00 kV, Reflector 2 = 9,60 kV y el tiempo de retraso de extraccion fue de
40 ns. La matriz empleada es trans-2-[3-(4-tert-Butilfenil)-2-methil-2-
propenilidinalmalononitrilo DCTB. En una proporcion 50:10 matriz:zmuestra. Se
depositaron 0.5 microlitros en una placa de maldi bruker (ground steel). Se realizaron
un total de 500 disparos en tandas de 100 en 5 posiciones distintas de la placa. Se
calibré internamente con PEG (polietilenglicol).

Los cristales seleccionados del compuesto [Hg(N*-(3-hidroxipropil)-5-fluorouracilato),]
se cubrieron con aceite (Infineum V8512, formalmente conocido como Paratone-N),
sobre una punta de fibra de vidrio en un sistema de difraccion Oxford Diffraction
Xcalibur, con un detector de rubi usando grafito monocromado de radiacion MoKa
(A=0.7107A). Los datos cristalograficos se recogieron a 183(2) K. Se uso el conjunto de
programas CRYSALISPro para la recoleccion de datos, con correccion de absorcion
semiempirica®’. La estructura fue resuelta con métodos directos usando SHELXS-97%,
y ajustada por métodos de minimos cuadrados a matriz completa en F? con SHELXS-
97%2, Se comprobé la no existencia de mayor simetria de la estructura con la ayuda del
programa PLATON®, Los atomos no hidrégenos fueron refinados anisotrépicamente y
los atomos de hidrégeno fueron introducidos en posiciones calculadas y refinados con
respecto a los atomos que se enlazan al metal.

2.3 Sintesis y caracterizacion de los compuestos.

A continuacion se listan todas las sintesis realizadas, asi como la purificacion de la N*-
hexiltimina:

2.3.1 Sintesis de [Hg(N*-(3-hidroxipropil)-5-fluorouracilato),]

Se disolvieron en un vaso de precipitado 0.25 mmol de acetato de mercurio en 15 mL de
MeOH y se afiadieron gota a gota a una disolucion de 0.50 mmol de N-(3-
hidroxipropil)-5-fluorouracilo de 15 mL de MeOH. Tras 30 min de agitacion se filtrd la
disolucién clara resultante y se dejo evaporar lentamente el disolvente. Tras la
evaporacion surgi6 un precipitado cristalino. Alguno de los cristales fue adecuado para
su estudio por difraccion de rayos X, cuyos parametros de refinamientos se pueden
observar en la Tabla 3 y ORTEP (Figura 18).

- Analisis elemental: Cy4H16F2HgN4Og: C: 29.25 (calculado), 29.22 (experimental);
H:2.81 (cal.), 3.00 (exp.) y N: 9.75 (cal.), 9.64 (exp.).

31 Oxford Diffraction Ltd., CRYSTALPro Software System, 171.32 ed., Oxford, UK.
%2 G.M. Sheldrick, Acta Crystallogr. A 64 (2008) 112-122

%% ALL. Spek, J. Appl. Crystallogr. 36 (2003) 7-13
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2.3.1.1 Datos espectroscopicos del complejo obtenido [Hg(N*-(3-hidroxispropil)-5-

fluorouracilato),]

- Datos de difraccion de rayos X de un monocristal del compuesto:

Tabla 3: Resumen del ajuste de parametros Cristalogréaficos

PARAMETROS VALOR PARAMETROS VALOR
Foérmula empirica Ci4Hi6F,HgN,Og | Reflexiones recogidas 22850
Reflexiones 4103
Pl W elEaLy el independientes [R(int)=0,032]
Completado angulo 0
Temperatura (K) 183(2) max (%) 100
Sistema cristalino monoclinico Transmls[or} maximay | o.7118 y 0.3417
minima
Minimos cuadrados
Grupo espacial P2:/n Método de ajuste en F? a matriz

completa

Dimensiones de la celda

a=5.2976(2) A
b = 15.2807(4) A

Indice de rangos

-8<h<8, -25<k<25,

Tamafio de cristal (mm®)

0,04 x 0,05 x 0,15

unitaria c=10.8116(4) A -18<1<18
B =103.788(4) °
Volumen (A% 849.99(5) R 4103/0/ 125
parametros
z 2 F 0.888
Densidad calculada o . R;=0.0173,
(Mg/m?) 2.246 Indices R final [1>26(1)] WR,=0.0339
Coeficiente de absorcion 9.117 indices R (todos los R, = 0.0445,
(mm™) ' datos) WR,=0.0358
Mayor diferencia entre i
F(000) 548 Dicos y huecos (e, A%) 1.03y -0.97
Longitud de onda (A) 0.7107

Rango theta para la

recoleccion de datos (°)

2.7/ —36.3

010

O

Figura 18 ORTEP (50%probabilidad) del compuesto ([Hg(N*-(3-hidroxipropil)-5-fluorouracilato),]
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Tabla 4: Distancias de enlace y angulos seleccionados

ENLACE DISTANCIA ANGULOS GRADOS

O(4)-Hg(1)-N(3) 48.48°
Hg(1)-N(3) 2.094 A | NG HING) R

Hg(1)-O(4) 3.028 A O(4)-Hg(1)-NE) 131,520
Hg(1)-0(10°) 2.838 A O(4)-Hg(1)-0(4) 180°
I O(10)-Hg(1)-O(10%) 1809
0(4)-Hg(1)-0(10°) 97,2

N(3)-Hg(1)-0(10") 72,03

O(4)-Hg(1)-N(3)-C(4) | Torsi6n - 4.6°

- IR (cm%): 434m, 448s, 511 w, 590m, 689w, 689s, 755m, 788m, 862m, 899m, 937s,
954s, 1040s, 10665s, 1089s, 1128s, 1183s, 1226s, 1273s, 1347s, 1366s, 1380s, 1422s,
1448s, 1462s, 1482m, 1621 vs(br), 1661vs, 2902s, 2930m, 2952m, 3081m, 3167s(br),
3354 s(br).

- 'HRMN (DMSOd): & (ppm) 7.98 [d, 1H, H(6), Jrre= 5 Hz], 4.55 [t, 1H, H(10), %)=
5 Hz], 3.70 [t, 2H, H(7), =5 Hz], 3.40 [q 2H, H(9), 2J=5 Hz ], 1.74 [q, 2H, H(8), 2J=
5 Hz]. Espectro realizado con un RMN BrukerAV2-500

- BC-RMN(DMSOds): & (ppm) 159.5 [ C(4)=0], 152.4 [C(2)=0], 140.7 [d, C(5)-F, J&.
ci) = 231.2 Hz], 130.5 [d, C(6), Jrce) = 33.8 Hz], 57,7 [C(7)], 46.6 [C(9)], 31.3
[C(8)]. Espectro realizado con un RMN BrukerAV2-500.

2.3.1.2 Datos espectroscopicos del ligando de partida (N-(3-hidroxipropil)-5-
fluorouracilo)®

10©H

Figura 19. (N1-(3-hidroxipropil)-5-fluorouracilo

Al no ser parte experimental de esta memoria se indican como una nota al pie de
pagina.®

* IR (cm%): 419m, 436s, 566m, 673w, 704s, 750m, 805m, 874m, 907m, 933s, 1064s, 1091s, 1133s,
1222vs, 1240vs, 1278s, 1349s, 1389m, 1431s, 1450s, 1473s, 1514w, 1686vs(br), 2839s, 3030vs(br),
3167s(br), 3346s(br).
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2.3.2 Sintesis de trans-[Pt(1-hexilcitosina)(NHs)2]Cl,

Se dispersd en un vaso de precipitado 0,5 mmol de trans-[Pt(NH3).Cl.] en 15 mL de
H.0 MiliQ. Seguidamente se disolvieron 0,5 mmol de citosina en 10 mL de MeOH y se
afiadieron gota a gota a la dispersion de Pt. Tras la adicion se observé un aumento leve
de la temperatura asi como ciertas burbujas en las paredes del vaso de precipitados. Esto
nos llevd a pensar que podria estar ddndose alguna reaccion red-ox. Pasados 30 minutos
se observo cierto precipitado amarillento, el que parecia corresponder al producto. Se
optd por afadir 5 mL de HCI a la disolucion, teniendo asi una disolucion rica en Cl
libres, lo que favorece la formacion del complejo monosustituido y en medio acido para
evitar reacciones red-ox*>. Tras 1 dia en agitacion se filtr6 con un crisol de placa
filtrante y se obtuvo un precipitado amarillento depositado y una disolucion. El
precipitado amarillo corresponde al producto de partida, identificandose por el espectro
infrarrojo:

- IR (cmb): 511w, 827m, 1296vs, 1538m, 1597m, 1639m, 2071w, 2128w, 2410w,
2574m, 3194s, 3286vs.

De la disolucion precipitd un compuesto blanco microcristalino que corresponde a
Pt(N*-hexilcitosina)2(NH3),Cl,.

- Analisis elemental: CyH4oCl,NgO,Pt: C: 34.78 (calculado), 33.99 (experimental); H:
5.84 (cal.), 5.98 (exp.) y N: 16.23 (cal.0), 15.48 (exp.).

2.3.2.1 Datos espectroscopicos del complejo ([Pt(N*-hexilcitosina),(NHs),]Cl,)

- IR(cm™): 556w, 618m, 643m, 724w, 773m, 791m, 1122w, 1194m, 1264m, 1399s,
1466s, 1510s, 1530s, 1652vs(br), 1723s, 2857s, 2927s, 2956s, 3167s(br).

-'H NMR (D,0): & (ppm) 7.62- 756 [s (br), 1H, H(6),],, 5.96 [s (br), 1H, H(5)], 3,72
[s (br), 2H, H(7)]], 1.58 [s(br), H(8)], 1.18-1.05 [s(br), 6H, H(9,10,11)], 0.74 [s (br).
3H, H(12)].

- MALDI: Masa experimental 620.20674, (resolucion: 6453), masa tedrica 620.207968,
1.09 ppm.; corresponde al pico [Co0H34CINgO,Pt]". (Este pico realizado con referencia
interna corresponde a un atomo de platino enlazado a dos citosinas, que hubiera
perdido los dos ligandos amminos, y esta enlazado a un cloruro).

'HRMN (DMSOde): 8 (ppm) 11.68 [bd, 1H, N(3)-H], 7.99 [d, 1H, H(6), Jre= 6.9 Hz], 3.64 [t, 2H,
H(7), J = 6.6 Hz], 1.70 [m, 2H, H(8), J = 6.6 Hz].

BC-RMN(DMSOdy/D,0): & (ppm) 158.6 [bd, C(4)=0], 150.1 [C(2)=0], 139.8 [d, C(5)-F, Jr.cs) =
230.0 Hz], 131.0 [d, C(6), Jr.ce) = 33.4 Hz], 58.2 [C(7)], 46.2 [C(9)], 31.0 [C(8)].

% F.J. Britten, B. Lippert, C.J.L. Lock, P. Piolon, Inorg. Chem. 21 (1982) 1936-1941.
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2.3.2.2 Datos espectroscopicos del ligando de partida (N*-hexilcitosina)®

Figura 20. (N1-hexilcitosina)

Se indican también como una nota al pie de pagina®

2.3.3 Sintesis de trans-[Pt(1-hexiluracilato),(NHs).]

Se dispersé en un vaso de precipitado 0.5 mmol de trans-[Pt(NH3),Cl,] en 7 mL de H,0
MiliQ. Seguidamente se afiadié 1 mmol de AgNO3y se dejé seis horas en agitacion y
ausencia de luz, tras las cuales se observo disolucion completa. Tras dos dias de reposo
se observd un escaso precipitado blanquecino que corresponde al tipico precipitado de
AgCl, lo que nos llevo a pensar que el platino habia perdido los cloruros, estaba
activado y listo para la reaccion.

Se pes6 1 mmol de N'-hexiluracilo en un matraz, se afiadi6 la disolucién de Pt gota a
gota, y se calentd la mezcla a bafio maria a 60° hasta disolucion completa. Tras 30
minutos se observé un precipitado plateado, con un leve tono azulado. Pasadas 24 horas
se filtrd6 con un crisol de placa filtrante obteniendo un precipitado azul oscuro de
apariencia no metélica. Tras un analisis elemental, IR y *H RMN, se determind que se
trataba de N*-hexiluracilo libre:

- Analisis elemental: C;1H3sN4Os (corresponde a dos moléculas de Ni-hexilcitosina
con una del disolvente metanol) C: 59.41 (calculado), 58.89 (experimental); H: 8.55
(cal.), 8.04 (exp.) y N: 13.20 (cal.), 12.96 (exp.).

- IR(cm™): 422m, 441w, 465w, 495w, 543m, 558m, 619w, 724m, 761m, 815m, 887m,
988m, 1120w, 1150m, 1178m, 1232m, 1251m, 1307m, 1369s, 1384s, 1420s, 1461s,
1653vs(br), 1693vs(br), 1974w, 2400w, 2820m, 2861s,2931s, 2954s, 3046s, 3097m,
3156m, 3401w.

-'H RMN (DMSO-d6), 8(ppm): los datos corresponden al ligando libre con pequefias
impurezas™.

% IR(cm™): 552w, 582w, 622m, 669m, 711w, 788m, 1129w, 1204m, 1269m, 1388s, 1488s, 1522m,
1617vs, 1665s, 2855m, 2928m, 2955m, 3104m, 3351s.

'H NMR (DMSO-d6): d (ppm) 7.57 [d, 1H, H(6), J = 7.2 Hz], 7.20 [br s, 1H, N(4)-H2], 7.00 [br s,
1H, N(4)-H2], 5.62 [d, 1H, H(5), J = 7.2 Hz], 3.58 [t, 2H, H(7), J = 7.2 Hz], 1.51 [m, 2H, H(8), J = 6.9
Hz], 1.23 [br s, 6H, H(9,10,11)], 0.82 [t, 3H, H(12), J = 6.9 Hz]
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Tras 24 horas de la primera filtracion aparecio un segundo precipitado. Tras filtrarlo,
este se observd como de color blanco con un ligero tono azulado, el cual correspondia a
trans-[Pt(N*-hexiluracilato),(NHs),].

- Analisis elemental: C,;H4NgOsPt: C: 38.70 (calculado), 38.44 (experimental); H:
6.19 (cal.), 5.79 (exp.) y N: 12.90 (cal.), 12.86 (exp.).

2.3.3.1 Datos espectroscopicos del complejo ([trans-[Pt(N*-hexiluracilato),(NHs),]])

- IR(cm™): 459w, 556w, 594w, 728w, 774w, 802w, 813w, 872w, 1032w,1072w,
1121w, 1154w, 1194w, 1238w, 1261w, 1290w, 1342m, 1366m, 1384m, 1455s,
1578vs, 1650s, 2858w, 2933m, 2957m, 3240m(br), 3279m(br), 3346m, 3442w(br).

-'H RMN (D,0O), &(ppm): 7.50[s (br),1H,C(6)-H,], 5.68[s(br),1H,C(5)-H,],
3.64[s,2H,C(7)-H], 1.54[s,2H,C(8)-H], 1.17[s,6H,C(9,10,11)-H] y 0.73[s,3H,C(12)-
H].

- MALDI: Masa experimental 692,09852, (resolucion: 6797), masa teorica 692,09659,
3,576 ppm.; corresponde al pico [CooH30AgN4OsPt]". (Este pico realizado con
referencia interna corresponde a un a&tomo de platino enlazado a dos ligandos uracilato
que hubiera perdido los dos grupos amminos y haya incorporado un atomo de Ag(l)
para adquirir la carga positiva necesaria para ser detectado por MALDI)

2.3.3.2 Datos espectroscopicos del ligando de partida (N*-hexiluracilo)

o
HN
3 2
(e} 4 IN
5 6 7

Figura 21. (N*-hexiluracilo)

Se indican como una nota al pie de pagina®’.

T IR(cm™): 421m, 442w, 465 w, 494w, 543w, 558w, 619w, 725w, 760w, 816m, 886m,987w, 1154m,
1178m, 1231m, 1251m, 1307w, 1368s, 1420s, 14665, 1649vs, 1693vs, 2819m, 2862m, 2931s,
3044m(br), 3097m, 3154m.

IH RMN (dmso-d6), d(ppm):11.16[s,1H, N(3)-H], 7.61[d,1H,C(6)-H, J=8,1 Hz], 5.51[d,1H,C(5)-H,
J=8,1 Hz], 3.60[t,2H,C(7)-H, J=6.9Hz], 1.52[t,2H,C(8)-H, J=6.9Hz], 1.22[s,6H,C(9,10,11)-H] y
0.82[t,3H,C(12)-H, J=6.9Hz].
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3. Resultados y discusion

3.1 [Hg(N'-(3-hidroxipropil)-5-fluorouracilato),]

Los datos de espectroscopia infrarroja nos certifican la presencia del ligando enlazado.
Se observa por comparacién con el ligando libre el desplazamiento de muchas de las
bandas de anillo vC=0, vC=C y vC=N®., que aparecen en el ligando a 1686vs(br) cm™
como una banda ancha, nos aparece en el complejo de mercurio como dos bandas bien
definidas a 1621 vs(br), 1661vs cm™ (En el N'-metiluracilo aparecen a 1644 y1691cm™)
en nuestra asignacion tentativa.

Estos datos se confirman en los espectros de RMN, en efecto en el complejo desaparece
la banda de 11.68 [bd, 1H, N(3)-H], ya que el Hg(Il) ha desprotonado el N(3) por para
formar el complejo. Ello ocurre incluso cuando se obtiene el compuesto utilizando agua
como disolvente a pH=1. Las otras bandas aparecen con muy ligeros desplazamientos,
algo que es habitual en los complejos metélicos con bases puricas y pirimidinicas.

Todos estos datos estan en concordancia con la estructura de rayos X (Figura 18). No
solo el Hg(ll) se une a dos uracilos, casi coplanares, sino que también enlaza (y es una
novedad bibliografica) con el atomo de oxigeno del alcohol terminal O(10°). Este
compuesto es un magnifico modelo de la interaccion de Hg con nucleésidos, para
utilizar en la técnica de PAC (Perturbed Angular Correlation). Cabe destacar que en la
referencia 2%, se describen las Unicas estructuras cristalinas similares en las que hay un
enlace U-Hg-U.

El compuesto se presenta como un complejo polimérico en estado sélido (Figura 22)
donde el Hg se enlaza por los grupos hidroxilo O(10) para formar planos, a través de los
enlaces Hg- OH que extienden la estructura en dos direcciones.

Figura 22. Estructura linear del compuesto [Hg(N*-(3-hidroxipropil)-5-fluorouracilato)2]

% J. Duchense, Physico-chemical properties of Nucleic Acids, vol. 2, Academia Press, New York (1973).
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En la Tabla 4 se indican las distancias a las posiciones de coordinacion N(3), enlace
ancilar al O(4) que refuerza la coordinacién y al grupo hidroxilo terminal. Se observa
una distancia entre Hg-N(3) de 2.094 A, distancia muy cercana al valor obtenido por el
grupo de de Bioinorganica en el complejo [Hg(N*-hexyl-5-fluorouracilate),]s-6H,0, de
2.016 A% pese a esta ligera diferencia de menos de 0,1 A, debida a la pequefia
variacion entre sustituyente en N* de los ligandos fluorouracilato de los dos complejos.
Cabe destacar también la absoluta linealidad de los enlaces N(3)-Hg-N(3) que dan un
angulo de 1802 EI mercurio, el &tomo de N(3), el atomo de O(4) y el atomo de C(2)
estan casi en un plano (angulo de torsién 4,6°)

Entre las diversas cadenas que se forman, se generan capas a través de interacciones
Hg-OH (Figura 23) y también se presentan interacciones lone pair -n entre ¢l fluoruro
substituido y el grupo carbonilo del uracilo semejante a los ya descritos previamente por
el grupo de investigacion de Bioinorganica de la UIB*.

Figura 23. Capas formadas a partir de las cadenas del compuesto

Las interacciones del tipo lone pair -t (O mas concretamente entre el grupo C-F y el
enlace C=0 de dos capas consecutivas) pueden verse mejor en la Figura 24 que se
indica a continuacion. La distancia es de sélo 3.102 A, en paralelo a interacciones
similares descritas por el grupo de Bioinorganica de la UIB 2 2426.27.28,29,30.39

% 3. J. Fiol, M. Barcel6-Oliver, A. Tasada, A. Frontera, A. Terrén, A. Garcia Raso, Coord.Chem. Revs.
257 (2013) 2705-2715.
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Figura 24. Interaccion lone pair-m entre el fluoruro en la posicion 5’ de un anillo de uracilo y la base del plano
mas proximo a través del C(2). Se indican los ejes a, b, ¢ de la estructura.

3.2 trans-[Pt(1-hexilcitosina),(NHs),]Cl,

El complejo presenta las bandas propias de la N*-hexilcitosina en las que se aprecian
corrimiento en las bandas especificas del anilllo®. Las bandas del ligando a 1617vs,
1665s cm™, correspondientes a tensiones C=C y C=0 aparecen desplazadas a 1723 y
1653 cm™. Este incremento del ndmero de ondas se da también en el caso de las
citosinas protonadas obtenidas por el grupo de Bioinorganica® 2°.

Los datos de RMN, a pesar de la poca calidad del espectro debido a la poca solubilidad
del compuesto en D,O y al hecho de que éste pueda alterarse en disolucion o bien que
las citosinas ligadas por el N(3) tengan capacidad de ir rotando en disolucién, es
concordante con la union en trans de dos citosinas al Pt(ll) conservando los ligandos
amminos; lo que concuerda también con el andlisis elemental del compuesto. Pero, a
falta de cristales adecuados para el estudio de difraccion de rayos X, el espectro de
masas MALDI confirma esta hipdtesis. En efecto se detecta el pico correspondiente al
platino enlazado a dos citosinas y a un cloruro que ha perdido los dos ligandos ammino,
como se indica en la parte experimental. La posibilidad de que haya un ligando citosina
enlazado y otro libre se considera poco probable ya que seria muy dificil interpretar el
espectro de masas partiendo de esta hipdtesis. La estructura probable se indica en la
Figura 25.
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Figura 25. Catién [Pt(N*-hexilcitosina),(NHj),]**

3.3 trans-[Pt(N'-hexiluracilato),(NHs),]

Los datos de espectroscopia infrarroja nos certifican la presencia del ligando enlazado.
Se observa por comparacién con el ligando libre el desplazamiento de muchas de las
bandas de anillo vC=0, vC=C y vC=N*®, que aparecen en el complejo muy nitidamente
a 1650 y 1578 cm™, observandose un desplazamiento importante o la desaparicion de la
banda 1693 cm™en el complejo por la pérdida del H(3). En el N*-metiluracilo aparecen
a 1644 y1691 mientras que en el ligando N*-hexiluracilo aparecen a 1649vs, 1693vs) en
nuestra asignacion tentativa.

La banda de 593 cm™ se puede asignar tentativamente como vPt-NH3 ya que no aparece
en el ligando, y en el trans-diamminodicloruroplatinato(11) aparece a 572 cm™ %°. Las
bandas de tensién Pt-pirimidina aparecen por debajo de 400 cm™ y por tanto no son
observables en el espectro de 4000 a 400 cm™ realizado.

Los datos de RMN, a pesar de la poca calidad del espectro debido a la pequefia
solubilidad del compuesto en D,O y al hecho de que éste pueda alterarse en disolucion o
bien que los uracilos enlazados por el N(3) tengan capacidad de ir rotando en
disolucidn, es concordante con la unién en trans de dos uracilos al Pt(ll) conservando
los ligandos amminos y se observa la desaparicion de la sefial que corresponderia al
H(3). Al no poder comparar con el espectro del ligando, que no es soluble en agua pero
si en DMSO, no se pueden inferir mas conclusiones.

Pero, a falta de cristales adecuados para el estudio de difraccion de rayos X, el espectro
de masas MALDI confirma esta hipotesis. En efecto se detecta el pico correspondiente
al platino enlazado a dos uracilos y que ha perdido los dos grupos ammino, como se
indica en la parte experimental, y atendiendo a que el complejo es neutro se incorpora

0 K. Nakamoto, Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds, 5" editon,
John Wiley and Sons (1997), part B. pp 11.
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un atomo de Ag(l) que se adicion6 como matriz. La correspondencia entre resultado
experimental y calculado con la abundancia isotopica es muy buena. Recordemos lo ya
indicado en la parte experimental [CoH30AgNsOgPt]", Mex,=692,09852 (res. 6797),
Mieor= 692,096594 que implica una diferencia de sélo 3,576 ppm.

Por tanto es plausible proponer la estructura que se indica en la Figura 26.

o}

Figura 26. Posible estructura del complejo neutro [Pt(N*-hexiluracilato),(NHs),]

3.4 Comentario general sobre el trabajo realizado

Se han sintetizado otros complejos que estan pendientes de cristalizacion y
caracterizacion atendiendo al periodo limitado de trabajo de este TFG. En algunos casos
el intento de obtener complejos con dos bases diferentes (parica y pirimidinica) ha dado
lugar a la obtencion de complejos con sélo una de ellas. Se ha trabajado por tanto en la
sintesis de estos sistemas duales, y la informacion de parte del trabajo realizado se
utilizara posteriormente en esta linea de investigacion méas amplia. Se trabajé también
con Au(lll) y dio lugar a problemas con reacciones red-ox no controladas que se
intentara soslayar con sintesis posteriores ( con un férreo control del pH por ejemplo).
En la

Tabla 2 hay un resumen de toda la actividad realizada durante la parte experimental.
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En este TFG el alumno ha aprendido a
1) Trabajar en la busqueda de la bibliografia de un tema cientifico concreto.

2) Realizar una sintesis de la informacion disponible para ofrecerla de una manera
clara como introduccion de su trabajo.

3) Disefiar y ejecutar sintesis no descritas en la bibliografia.

4) Valorar la informacion de técnicas espectroscopicas sobre los compuestos
obtenidos. En concreto espectroscopia IR, RMN y MALDI.

5) Utilizar el programa del CCDC Mercury parar manejar la informacion contenida
en un estudio de monocristal de difraccion de rayos X.

6) Redactar un articulo cientifico, citando correctamente la bibliografia requerida, y
a ponderar en la discusion el rigor de la informacion que se le ofrece.
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