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ABSTRACT

La N-acetilgalactosamina es una biomolécula que actla en procesos de comunicacion intercelular y
posee gran importancia en el desarrollo de procesos tumorales. Se sabe que las interacciones de la
N-acetilgalactosamina con diferentes biomoléculas dentro del cuerpo humano, son clave en la
metastasis de diversos tipos de cancer. A lo largo del este trabajo, se presenta un estudio de la
estructura de esta biomolécula, el cual tiene como objetivo el esclarecimiento de su intra e
intermolecularidad. Estos datos acerca de las interacciones que puede establecer la
N-acetilgalactosamina, podrian servir como punto de partida para una mejor comprension de los
mecanismos a través de los cuales esta molécula participa en los procesos de metéstasis.
Para ello, se empleara la espectroscopia de rotacion de alta resolucidn, la cual permite determinar con
una elevada precision la estructura de la molécula.

ABSTRACT

Biomolecule N-Acetylgalactosamine participates on intercellular communication and has an
important role on tumor development. It is known that interactions between N-acetylgalactosamine
and several other biomolecules are crucial on tumoral development processes. Along this work, the
structure of N-acetylgalactosamine, is being studied in order to obtain a deeper comprehension of the
interactions the biomolecule can stablish, which can lead to a better understanding of the mechanisms
of metastasis development processes. To carry out this work, N-acetylgalactosamine will be studied
using high resolution rotational spectroscopy: a technique that allows to obtain any structural
parameter of the molecule with an extraordinarily high precision.
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1.

Introduccion
1.1. El papel de la N-acetilgalactosamina en los procesos de metastatizacion

El término “cancer” abarca un amplio grupo de enfermedades caracterizadas por una division
descontrolada de un grupo de células del organismo. Actualmente, el cancer es la segunda causa
de muerte a nivel mundial: en 2018 se registraron 18.078.957 nuevos casos, de los cuales
9.555.027 casos terminaron con la vida de los pacientes. Asimismo, se estima que su incidencia
siga aumentando a lo largo del presente siglo, de forma que se convierta en la principal causa de
mortalidad.®?

Uno de los escenarios con mas alta mortalidad se da cuando se produce una metastasis, es decir,
un proceso de propagacion de un tumor desde el punto en el que se ha desarrollado hasta cualquier
otra parte del organismo. Estos procesos de diseminacion son la principal causa de muerte por
cancer, ya que complican en gran medida el tratamiento.

La metéstasis ocurre con la separacion de un grupo de células del tumor principal y su introduccion
en el sistema circulatorio. Este tipo de células son denominadas CTCs (del inglés Circulating
tumor cells) y pueden distribuirse tanto a tejidos cercanos al tumor principal (mediante los vasos
linfaticos) como a tejidos alejados del tumor (mediante los vasos sanguineos). En este proceso de
metastasis existe un paso clave que determina si el tumor se extenderay en qué zona del organismo
lo hard: la adhesién de la célula cancerosa a la capa de células que recubren los diferentes 6rganos
del cuerpo (o endotelio). Este proceso esta mediado por la union de lectinas (una familia de
proteinas que se unen a azucares con una alta especificidad) a ciertos carbohidratos de la membrana
celular, entre los cuales se encuentra la N-Acetilgalactosamina.®

La N-acetilgalactosamina (contraido como NAcGal, con formula molecular CgHisNQOsg) es una
biomolécula incluida dentro de los amino-azUcares, es decir, glucidos en los que uno de sus grupos
hidroxilo ha sido reemplazado por un grupo amino. En concreto, la NAcGal deriva de la
galactosamina, el amino-azucar andlogo a la galactosa, apareciendo con el grupo amino acetilado.
La galactosamina, a su vez, es el aminoalcohol derivado de la galactosa, el cual es uno de los ocho
monosacaridos esenciales. Se trata de una aldosa de seis carbonos y en los organismos vivos
aparece siempre en forma D (D-galactosa).®

Al igual que otros monosacaridos, la galactosa —y, por tanto, la galactosamina y la NAcGal- puede
existir tanto en forma lineal como en forma ciclada. En el proceso de ciclacion, el ataque nucledfilo
del grupo hidroxilo en Cs al aldehido en Cy, genera un hemiacetal, lo que conduce a la formacion
de un nuevo centro quiral en C1.® Asi, la posicion del grupo hidroxilo de C1 en la forma ciclica
(encima o debajo del plano que forman los cinco carbonos y el oxigeno del ciclo) da lugar a dos
especies anomeéricas diferentes denominadas B y o, respectivamente. En la figura 1 pueden
observarse las formas quimicas cicladas para cada una de las especies anoméricas de la
N-acetilgalactosamina.
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Figura 1. Formas ciclicas de la N-acetil -D-galactosamina: en la parte superior de la imagen se muestran las proyecciones de Haworth
mientras que en la parte inferior se muestran las proyecciones en silla

La presencia de NAcGal en la membrana de las células, sin embargo, no es trivial. Este
monosacarido constituye uno de los building blocks fundamentales en la construccién de mucinas,
unas glicoproteinas de membrana que intervienen en el reconocimiento intercelular (tema que se
desarrollara més adelante en este trabajo). Las mucinas son construidas mediante adicién de
monosacaridos a grupos hidroxilo de los aminoécidos (serina o treonina) de ciertas proteinas de
alto peso molecular, mediante procesos de O-glicosilacion. Cuando el monosacarido unido al
aminoacido serina o treonina es la N-acetilgalactosamina, el sistema molecular se denomina
antigeno Tn.® Este enlace se da a través del carbono anomérico (C1) y siempre es de carécter a.

6 6
CH,OH CH,0OH

OH OH
OH OH
0] O
HO HO
NH NH, NH NH,
o A _-OH o A _OH
Antigeno Tn con serina como aminoacido Antigeno Tn con treonina como aminoacido
(GalNAc-a-1-O-serina) (GalNAc-a-1-O-treonina)

Figura 2. Formas ciclicas del antigeno Tn:
en la parte superior de la imagen se muestran las proyecciones de Haworth mientras que en la parte inferior se muestran las proyecciones en silla
cuando el antigeno esta formado por serina y por treonina como aminoacidos
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Sin embargo, en las células cancerosas, esta glicosilacion se da de manera incorrecta, dando lugar
a heteroproteinas erroneas que contienen una elevada cantidad de moléculas de NAcGal, lo que
lleva a la sobreexpresion del antigeno Tn en la membrana celular. Esta sobreexpresion se ha
asociado mediante estudios clinicos al desarrollo de procesos de metastatizacion en un amplio
rango de cénceres, algunos con una amplia incidencia entre la poblacion, como son el cancer de
mama, el cancer colo-rectal, el cancer de prostata y el melanoma maligno.(”)

Asimismo, se cree que no solo las interacciones proteina-Tn intervienen en los procesos de
metéastasis, sino que las interacciones homotipicas Tn-Tn y del antigeno Tn con uno de sus
derivados, Sialil-Tn (interacciones denominadas CClIs del inglés Carbohydrate-Carbohydrate
Interactions) podrian iniciar las vias oncogénicas en diferentes células, promoviendo la
carcinogénesis y la agregacion de células cancerosas.®

1.2. Otros procesos mediados por N-Acetilgalactosamina

Las CCI no solo tienen lugar en procesos de desarrollo de tumores malignos. Este tipo de
interacciones aparecen también en procesos de comunicacion entre células, los cuales son procesos
de elevadisima importancia a nivel de la biologia molecular. Tal es su importancia que se ha
desarrollado el concepto de glicosinapsis para describir las CCls que participan en estos procesos.
Se trata de un concepto similar a la sinapsis neuronal y analogo a la sinapsis inmunoldgica. La
glicosinapsis representa un microdominio de la membrana celular en la cual aparecen expuestos
numerosos carbohidratos, ya sean unidos a proteinas (antigeno Tn y derivados), a esfingolipidos
(formando glucoesfingolipidos) o a otras moléculas (diferentes receptores transmembrana
complejos).®® Las interacciones carbohidrato-carbohidrato entre estos sistemas moleculares de la
membrana celular con otros analogos que se encuentren en otras células pueden desencadenar
reacciones dentro de la célula que afecten a su fenotipo, es decir, estas interacciones pueden
conducir a modificaciones estructurales o funcionales de la célula. Es por esto que los procesos de
comunicacion entre células son de gran importancia.

Asimismo, la N-acetilgalactosamina esta siendo estudiada como un ligando muy selectivo en
quimioterapia contra carcinomas hepatocelulares (HCC de su denominacion inglesa
Hepatocellular Carcinoma). Se ha demostrado que aquellos dendrimeros (polimeros de
construccidn arborescente que permiten formar sistemas huésped-anfitrion) que presentan NAcGal
como ligando poseen una gran afinidad por las células hepaticas. Esto supone que pueden
desarrollarse moléculas capaces de transportar los medicamentos citotoxicos empleados para
destruir tumores hasta las células diana sin dafiar ninguna otra célula. Ademas la diferente
funcionalizacién de la NAcGal que actia como ligando en el dendrimero, permite modular la
internalizacion y difusion de la carga medicinal en el interior de la célula.®) Todo esto permitiria
obtener una quimioterapia mucho mas eficaz y mucho menos perjudicial para la vida de los
pacientes.

1.3. Relacién estructura-reactividad

Es bien sabido que la estructura de un compuesto esta fuertemente vinculada con su reactividad.
La disposicion de los atomos dentro de la molécula condiciona tanto las fuerzas intermoleculares
como las intramoleculares y, por tanto, la estabilidad del compuesto. Las interacciones
intermoleculares en compuestos bioldgicos y en mayor medida en aquellos que actdan en procesos
de comunicacion o adhesion celular como es el caso que ocupa este trabajo, son de una gran
importancia. Estas interacciones intermoleculares en el medio bioldgico, que para el caso de la
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NAcGal quedan practicamente reducidas a los puentes de hidrogeno, estan condicionadas por la
posicion de los atomos o funciones que puedan establecerlas.

En cuanto a la estructura de la N-acetilgalactosamina, existen muy pocos estudios acerca de su
estructura, que Unicamente ha sido estudiada mediante técnicas de resonancia magnética nuclear
(RMN) o espectroscopia de infrarrojo (FTIR) en el marco de estudios bioquimicos méas extensos
sobre los procesos metabdlicos de los que forma parte este compuesto.®'Y Asimismo, los datos
estructurales de la N-acetilgalactosamina no aparecen en el BMRB (Biological Magnetic
Resonance Data Bank) —un banco de datos estructurales de biomoléculas— a pesar de que si pueden
encontrarse datos de la galactosa o la N-acetilglucosamina. Estos estudios mediante las técnicas
de infrarrojo y resonancia magnética nuclear solo dan una descripcion aproximada de la estructura
de la molécula. Sin embargo, para el estudio de las interacciones intermoleculares de este
compuesto es necesario un conocimiento riguroso de su estructura: la caracterizacion de la
estructura de esta molécula es de una gran importancia de cara a una mejor comprension de las
interacciones de la NAcGal con sus targets a nivel bioldgico, lo que podria permitir el desarrollo
de mecanismos mas eficaces para evitar la propagacion de los canceres.

La espectroscopia de rotacion es una técnica espectroscopica que permite la obtencion de la
estructura molecular —tanto distancias como angulos de enlace— con una altisima precision.
Ademas, los avances que se han ido sucediendo en este tipo de espectroscopia a lo largo de los
altimos afios, los cuales han permitido la combinacidn de la técnica con la ablacion laser como
método de introduccion de muestra, permiten la caracterizacion de la estructura de biomoléculas
solidas a temperatura ambiente (e, incluso, térmicamente inestables) como la que ocupa este
estudio.®? Dado que la N-acetilgalactosamina posee un punto de fusion de 172° C, no puede ser
llevada a fase gas mediante calefaccion, por lo que la ablacion laser es necesaria para poder
transferir muestra a fase gas, de forma que pueda ser analizada.

Sin embargo, la N-acetilgalactosamina, como se ha visto a lo largo de esta introduccidn, aparece
en los procesos tumorales como parte del antigeno Tn. El presente trabajo se basara, pues, en el
estudio de la estructura de la biomolécula N-acetilgalactosamina con el fin de poder identificar las
interacciones intra e intermoleculares que pueden establecerse. Esta informacion puede ser de gran
ayuda a la hora de comprender mas profundamente como la molécula interacciona en el organismo
con otras biomoléculas.

Cabe destacar que esta metodologia reduccionista, basada en reducir la actividad de una
biomolécula completa a sus atomos bioactivos a través de moléculas de menor tamafio que
mimeticen las interacciones de la biomolécula original no es algo novedoso y ya ha sido empleada
en otra ocasion por el grupo GEM ¥ | estudio que ha servido de referencia para este trabajo.

Ademas, la espectroscopia de rotacion ha sido empleada por este mismo grupo en el estudio de
otros monosacaridos, y algunos de sus derivados, con muy buenos resultados. 1415
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2. METODOLOGIA
2.1. Metodologia teorica

Antes de llevar a cabo la experimentacion, deben realizarse una serie de célculos tedricos que
tienen como objetivo obtener una prediccion de todos los conférmeros posibles para el sistema
que esté siendo estudiado y las propiedades de interés espectroscépico de éstos, es decir, constantes
de rotacién, momento dipolar, momento de cuadrupolo nuclear -si lo hubiera- y energias relativas.

Para esto se emplean diferentes métodos computacionales, cada uno de ellos orientado a una
funcidn diferente. A lo largo de este apartado se llevara a cabo una pequefia revision de todos los
calculos empleados en las predicciones de la estructura de la N-Acetilgalactosamina, comentando
las bases cuanticas y computacionales de cada uno de los procesos.

Un aspecto importante en numerosos sistemas moleculares (sobre todo en sistemas organicos o
biogquimicos como el que ocupa este estudio) es la existencia de diferentes isdmeros
conformacionales (o conférmeros) del compuesto estudiado. Se trata de diferentes estereoisémeros
que pueden interconvertirse a través de rotaciones de enlaces. El anélisis conformacional consiste
en explorar todos los conférmeros posibles para la molécula que se esté estudiando. Sin embargo,
cuantos mas dtomos poseen los sistemas moleculares bajo estudio mas dificil se hace la busqueda
conformacional, ya que el niamero de torsiones de enlaces posibles es cada vez mayor. Por esto, es
necesario emplear célculos computacionales cuyo objetivo sea encontrar todos los conférmeros
estables posibles para una estructura dada.

Esta busqueda se lleva a cabo a través de un analisis de la hipersuperficie de potencial del sistema.
Esta hipersuperficie es la representacion (n+1)-dimensional de la energia de un sistema molecular
en funcién de n pardmetros geométricos propios del sistema que estd siendo estudiado, como
pueden ser distancias y angulos de enlace o angulos diedros. Esta hipersuperficie es irregular:
presenta minimos (valles en la superficie) que se corresponden con los conformeros mas estables
de la molécula. Asi, el andlisis de la hipersuperficie de potencial debe ir encaminado a obtener
todos los minimos.

Para realizar este analisis, se emplean los métodos computacionales de mecanica molecular, los
cuales consideran la molécula como un conjunto de esferas unidas por muelles y tratan estos
sistemas segun la mecénica clasica, simplificando en gran medida los célculos. No se tienen en
cuenta, por tanto, las energias electronicas ni los efectos cuanticos que puedan tener lugar en la
molécula, dando lugar a una aproximacion muy béasica del sistema con un coste computacional
minimo. Esta aproximacion, aunque simple, supone un muy buen punto de partida para métodos
computacionales mas complejos que permitan refinar las estructuras obtenidas, como se vera mas
adelante.

A la hora de aplicar un método de mecanica molecular, deben definirse todos los tipos de atomos
presentes en la molécula, asi como las longitudes y angulos de enlace y las constantes de fuerza
de los muelles que simulan los enlaces, etc. Todos estos parametros son denominados “campo de
fuerzas”. Existen diferentes campos de fuerzas, cada uno disefiado para ser aplicado en unos
sistemas moleculares concretos bajo unas determinadas condiciones.

En el caso que ocupa a este trabajo, se van a emplear los campos de fuerza MMFF y AMBER:

e Merck Molecular Force Field (MMFF): este campo de fuerzas ha sido desarrollado para
ser empleado en estudios farmacéuticos y bioquimicos, principalmente en aquellos
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procesos en los que intervienen interacciones entre proteinas o acidos nucléicos. Sin
embargo, ha sido empleado con buenos resultados en sistemas englobados en la quimica
organica®

e Optimized Potentials for Liquid Simulations (OPLYS): se trata de un campo de fuerza que
ha sido ampliamente utilizado en el estudio de biomoléculas, generalmente en fases
liquidas. Sin embargo, esto no limita su uso para la busqueda conformacional en sistemas
carentes de disolvente, como el caso que ocupa este estudio. OPLS utiliza la aproximacion
united atoms, es decir, no incluye explicitamente los &tomos de hidrogeno no polares, en
lugar de ello aumenta el radio de los atomos enlazados a éstos.

Una vez realizada la bdsqueda conformacional, los conférmeros obtenidos deben ser refinados
mediante métodos computacionales mas complejos que la mecanica molecular. Estos métodos van
a tratar los sistemas moleculares desde el punto de vista de la quimica cuantica, teniendo en cuenta
efectos cuanticos o interacciones intramoleculares que no han sido consideradas por la mecanica
molecular. En este trabajo, se emplearan dos métodos computacionales diferentes para refinar las
estructuras, que se diferencian en la forma de tratar la densidad electrénica: el método del funcional
de la densidad (DFT por Density Functional Theory) y el método de Maller-Plesset de segundo
orden (MP2). A continuacion, se detallaran ambos métodos.

La teoria del funcional de la densidad es un método computacional basado en la obtencion de las
diferentes propiedades de un sistema electronico a través del uso de funcionales, es decir,
funciones cuyo dominio es un conjunto de funciones. Esta teoria toma como punto central de los
célculos la densidad electrénica (p).

Segun el trabajo desarrollado por Pierre Hohenberg y Walter Kohn, para todo sistema electrénico
bajo la influencia de un potencial local, existe una relacion entre este potencial (v), la densidad
electronica y la funcion de onda que describe el sistema (¥):

v(ir) e p(r)e V¥

Esto implica que la funcion de onda es un funcional de la densidad (F[p(7)]), que puede ser
dividido en dos términos: uno que proporciona la energia cinética y otro que proporciona la
repulsion electronica. Sin embargo, no existe ninguna forma sistematica de generar formas
explicitas de este funcional.*”

Este problema fue resuelto por Kohn y Sham, quienes encontraron una manera de aproximar el
funcional de la densidad. EI método Kohn-Sham define el funcional como:

Flp] = T[p] + Veelp] (1)

siendo T|[p] la suma de energias cinéticas de cada uno de los electrones del sistema y V,.[p] la
energia de interaccion entre esos electrones, que puede ser dividida en dos términos: un término
que aproxima la interaccion electrén-electron a una interaccion culombiana y un término que
corresponde al funcional de intercambio y correlacion electronica.®

Asi, el método Kohn-Sham entiende que los electrones del sistema no interaccionan entre si, pero
que estan sometidos a un distinto potencial efectivo (v, (r)). Este método parte de una densidad
electronica inicial, que se va refinando de manera iterativa hasta que cumple las ecuaciones de
Kohn-Sham, momento en el que el sistema alcanza la autoconsistencia.
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La principal ventaja de la Teoria del funcional de la densidad es que estas ecuaciones que debe
satisfacer la densidad electrénica son mucho mas féaciles de resolver que las ecuaciones de otros
métodos complejos —lo que se traduce en un menor coste computacional- si bien es cierto, que los
resultados son, en general, menos precisos que para estos métodos. Sin embargo, los resultados de
cada método computacional dependen en gran medida del sistema molecular que se esté
estudiando y sus propiedades quimicas.

El método DFT es un buen primer paso en el refinamiento de estructuras moleculares, sin embargo,
el hecho de que la teoria del funcional de la densidad solo pueda aplicarse de forma aproximada
(ya que no puede calcularse con exactitud el funcional de intercambio y correlacion electronica)
hace que, en ocasiones, sean necesarios calculos de mayor nivel, en especial para el calculo de las
constantes de rotacion de los diferentes conférmeros refinados mediante DFT, tarea para la cual el
método MP2 aporta mejores resultados.

El método de perturbaciones de Mgller-Plesset de segundo orden o MP2, se trata de un método
ab-initio, es decir, este método trata de resolver la ecuacion de Schrédinger sin asumir ninguna
clase de parametros externos y basdndose en un hamiltoniano efectivo. Dentro de los métodos
ab-initio, el método de perturbaciones de Mgller-Plesset se incluye dentro de los métodos post-
Hartree-Fock, es decir, se basa en el método de Hartree-Fock (HF) e incluye la correlacién
electronica haciendo uso de un procedimiento perturbativo.

Los métodos HF se basan en la resolucion de la ecuacion de Schrodinger electronica:
Hetec Yerec = Eetec - Yetec (2

El hamiltoniano electrénico puede dividirse en dos partes: una monoelectronica, que considera la
energia potencial de cada electron por separado y una parte bielectrénica obtenida como resultado
del sumatorio de las energias de interaccion entre pares de electrones, extendido a todos los
electrones del sistema molecular.

s ~ 1 o2 ZA
Parte monoelectrénica: h; =—=Vi— ) — (3)
2 - ri,A
, . ~ 1
Parte bielectréonica: V,, = Z Z — 4)
Tt

Esta parte bielectronica, por ser muy complicada de calcular, se sustituye por una interaccién
promediada de cada electron con el resto de electrones, asumiendo una distribucion de carga inicial
determinada que se mejorara mediante un proceso iterativo. Para calcular estas interacciones, el
sistema se describe mediante una funcion de onda (W), que se expresa como un producto de
funciones monoelectronicas (¢), que se corresponden con los orbitales moleculares. Estos
orbitales moleculares, son, a su vez, combinaciones lineales de funciones de base (y), que se
corresponden con orbitales atdmicos.

Se puede escribir, por tanto:

¢=Zci')(i ®)

donde y; es una de las funciones de base y c;, el coeficiente de combinacién lineal. EI sumatorio
se extiende a todas las funciones de base.
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Si la funcion de onda se construye como un determinante de Slater a partir de spin-orbitales, es
decir, a partir de productos de orbitales por funciones de spin electronico (que pueden ser a o B),
entonces satisface el principio de antisimetria de Pauli.®®

Asi, para un sistema de n electrones:
d1(Da ¢ (DB .. ¢n/2(1)a ¢n/2(1)5
P = i d1(Da Pp1(DB .. ¢n/2(2)a ¢n/2 (2)B
d1(Ma o (MB ... ¢n/2 (Ma ¢n/2 (m)B
Lo cual puede escribirse de forma condensada como:
Y= |¢1 51 ¢n/2 ¢_’n/2| (7

El método de Hartree-Fock parte de un conjunto de orbitales inicial, que se va mejorando a partir
de un procedimiento iterativo hasta alcanzar la autoconsistencia del sistema. El problema se reduce
a encontrar el conjunto de orbitales que dé lugar a un valor de energia mas proximo a la energia
real del sistema.

(6)

Segun el principio variacional, cualquier energia calculada mediante un método tedrico va a ser
mayor que la energia real del sistema:

Ecalc > Ereal (8)
Asi, para resolver el problema debe minimizarse la expresion de la energia:

< W|Hgpee | W™ >

<Y > Eecale ©

Igualando la derivada de la energia respecto de las funciones monoelectronicas se obtiene:

Foi=¢€ o (10)
donde F es el operador de Fock, una variante del hamiltoniano, efectiva para orbitales ¢;.

El método de Hartree-Fock queda, por tanto, reducido a buscar aquellos valores de ¢; que
satisfagan la Ecuacion 20. Sin embargo, el método de Maller-Plesset va més alla: tiene en cuenta
ademas la correlacion electronica, la cual trata como una perturbacion de la funcion de onda
obtenida mediante el método H-F (que se denominara como W#F). La funcién de onda del sistema
es definida por el método de perturbaciones de Mgller-Plesset como una expansion de diferente
orden sobre la funciéon wHF:

W=2 P+ 2, W4+, W3+ + 2, 9" (11)

siendo n el orden de la expansion, A, un parametro real que controla el tamario de la perturbacion
y W™ la perturbacion introducida.

Tanto el método de perturbaciones de Mgller-Plesset como el método DFT, necesitan una base de
calculo para representar las funciones de onda y poder llevar a cabo los calculos mecanocuanticos.
El método DFT, ademas de la base de célculo, necesita un funcional.

El funcional que va a utilizarse en este trabajo es el popular B3LYP (Becke, 3-parameter- Lee-
Yang-Parr). Se trata de un funcional hibrido que permite aproximar la energia de correlacion e
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intercambio electronico combinando el valor exacto de la energia de intercambio expresado en
forma de orbitales de Kohn-Sham y calculado mediante una aplicacién local de la teoria DFT con
la energia de intercambio electronico, aproximada mediante la teoria Hartree-Fock.?? La calidad
de los resultados obtenidos mediante este funcional, aunque depende del sistema bajo estudio y la
base de calculo elegida, ha llegado a ser muy similar a la obtenida mediante el método MP2.(%22

Junto con este potencial hibrido B3LYP, se usa como base de calculo (también para calculos MP2),
la base 6-311++G(d,p). Las bases de calculo son conjuntos de funciones matematicas empleadas
para representar las funciones de onda electronicas. En este caso, la base empleada es una base de
calculo de valencia desdoblada (o split-valence), denominada 6-311G. Esta denominacion hace
referencia a las caracteristicas de la base: cada orbital interno se encuentra descrito mediante 6
funciones gaussianas, contraidas en una sola funcion, asimismo, cada uno de los orbitales de
valencia, los cuales intervienen en el establecimiento de intra e intermolecularidades y, por tanto,
deben estar mejor descritos que los electrones del core, se encuentran descritos por una funcién
triple-zeta, es decir, por una funcién que resulta de la contraccidn de tres gaussianas y otras dos
funciones que son gaussianas primitivas

Los signos de adicidn (++) indican que la base incluye funciones difusas en todos los &tomos. Las
funciones difusas se denominan asi debido a que se extienden a regiones mas alejadas de los
nucleos que las funciones estandar. Estas funciones se consideran de gran importancia a la hora de
evaluar interacciones como los puentes de hidrogeno. Dado que en este trabajo se busca analizar
las posibles interacciones entre moléculas, es necesaria una correcta descripcion de la distribucién
electronica en la moléculay, por tanto, se ha recurrido a una funcién difusa para todos los atomos,
incluyendo los mas ligeros (helio e hidrogeno).?®

La nomenclatura (d,p) indica que la base de célculo incluye también funciones de polarizacion, las
cuales son de gran importancia cuando se trabaja con sistemas que poseen enlaces polares ya que
permiten describir de una manera mas precisa la polarizacion de carga. Esto, por tanto, va a ser de
gran utilidad en la descripcion de las interacciones a las que pueda dar lugar la
N-acetilgalactosamina.

Para el estudio computacional de la molécula se ha empleado también una correccion denominada
dispersion de Grimme (o D3). Esta correccion es introducida a la vista de que algunos funcionales
(incluyendo el funcional B3LYP) no describen de una forma correcta las interacciones de Van der
Waals. El uso de la dispersién de Grimme cuando se esta trabajando con B3LYP como potencial
en DFT, corrige esta limitacion y permite obtener resultados mas préximos a los valores
experimentales.

2.2. Metodologia experimental

Una vez realizados todos los calculos computacionales necesarios para tener una prediccién de los
compuestos mas estables, se debe llevar a cabo el experimento. Se realizara un espectro de rotacion
y se estudiaran los datos experimentales obtenidos, comparando los parametros moleculares
(constantes de rotacion, componentes del momento dipolar y las constantes de acoplamiento
cuadrupolar nuclear) de las especies del espectro experimental con las predicciones
computacionales, logrando asi identificar cada uno de los conférmeros detectados.

10



Estudio estructural de la N-Acetilgalactosamina Raul Aguado Vesperinas

Las moléculas de cualquier sistema quimico, en especial aquellos en fase gaseosa, se encuentran
en un continuo movimiento. Este movimiento puede ser de traslacion a lo largo del espacio, de
vibracién de los enlaces o de rotacion alrededor de algun eje. Tanto la vibracion como la rotacién
estan cuantizadas, es decir, solo son posibles ciertos niveles de energia tanto rotacional como
vibracional. La espectroscopia de rotacion se basa en la interaccion de la radiacion
electromagnética con la materia y como ésta es capaz de provocar transiciones entre los niveles
energeticos permitidos para de rotacion.

Los niveles energéticos permitidos, sean de rotacion, vibracion, electronicos... vienen dados por
la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo. Esta ecuacion predice qué funciones de onda
pueden formar estados estacionarios. Matematicamente la ecuacion se escribe de la siguiente
forma:

HY=E ¥ (12)
donde:

e H: es el operador hamiltoniano.

e W: es la funcion de onda de un determinado nivel energético, denominada normalmente
funcién propia o eigenfuncion del estado estacionario

e E: eslaenergia del estado estacionario. Se denomina valor propio o eigenvalor

El operador hamiltoniano (H) es un operador fundamental en la mecénica cuantica, ya que
corresponde al observable “energia”, es decir, la suma de las energias cinética y potencial del
sistema bajo estudio. El operador hamiltoniano puede adaptarse a diferentes situaciones y tipos de
sistemas.

En el estudio de sistemas en rotacion, el pardmetro méas importante es el momento de inercia (I)
que puede ser calculado, respecto de un eje elegido arbitrariamente, como sigue:

atomos

— a2
I = Z m; - Ty (13)
l

donde m; es la masa del &tomo i y r; es la distancia perpendicular del atomo i al eje de rotacion
elegido. Asi, cada molécula tendra un momento de inercia en cada uno de los ejes, en funcion de
la distribucién de sus 4&tomos en el espacio y su simetria, lo que dara lugar a una serie de niveles
de rotacion Unicos para cada molécula y para cada eje de inercia.

Figura 3. Rotor asimétrico:
en la imagen se muestra un rotor asimétrico, en el cual, aparecen marcados los ejes de inercia

11
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A lo largo de este trabajo, se estudia la rotacion de una molécula asimétrica como es la N-
acetilgalactosamina. Esta molécula pertenece al grupo puntual de simetria C1, por lo que, al girar
alrededor de cualquiera de sus ejes de inercia, conforma un rotor asimétrico caracterizado por
poseer tres momentos de inercia diferentes:

I.#1, 1,

A continuacion, se presenta el desarrollo del Hamiltoniano para la rotacion de una molécula
asimeétrica, como es la N-acetilgalactosamina:

DU Z A E A ¥

B =—+2+—>

21, 21, 2,

(14)

donde:

e El subindice r indica que se trata del hamiltoniano de rotacion (H,)
e I,, I,el,:son las componentes del momento de inercia.

e [2, 12 yLZ: son los operadores del momento angular en cada uno de los tres ejes cartesianos

Ademas, todo rotor asimetrico puede caracterizarse empleando un parametro de asimetria,
denominado parametro de asimetria de Ray, que cuantifica lo lejos que se encuentra la molécula
de cualquiera de los dos rotores simétricos (oblate y prolate). El parametro puede ser calculado
mediante la expresion matematica siguiente:

_(2B-A-0)

1-C (15)

donde A, B y C son los ejes principales de inercia.

En esta expresion, por tanto, se pueden definir el limite prolate (A > B = (), designado por
k = —1y el limite oblate (A = B > (), designado por k = +1.

De esta manera, en todo rotor asimétrico, cada nivel de energia esta vinculado a un valor de J y
dos valores de K: uno en el limite prolate (K_,) y otro en el limite oblate (K;).?%

La espectroscopia de rotacion se basa, como ya se ha comentado, en el estudio de la forma en la
que la radiacion electromagnética interacciona con la materia, induciendo cambios en los niveles
de rotacidn del sistema molecular que esta siendo estudiado. Cuando este sistema es irradiado con
unaradiacion de energia E = h - v, y el valor de esta energia coincide con la separacion energética
entre dos niveles, se dice que se cumple la condicién de resonancia de Plank-Bohr. Entonces, el
sistema absorbe un cuanto de radiacién con la que esté siendo irradiado y esta absorcion conduce
a la transicion de una molécula desde el nivel energético inferior hasta el superior. La absorcion
de radiacion electromagnética, asi como la emision de energia que se produce cuando la molécula
regresa al estado energético inicial, se pueden detectar mediante un espectrometro y se registran
como lineas en el espectro.

Sin embargo, estas transiciones entre niveles de rotacion no ocurren de forma azarosa, sino que
existen unas reglas que determinan qué transiciones pueden producirse (transiciones permitidas) y
qué transiciones no van a poder producirse (transiciones prohibidas). Estas reglas de seleccion,
que varian en funcién del tipo de rotor que se esté estudiando, son el conjunto de condiciones que
se deben cumplir para que el valor de la integral de transicion sea diferente de cero. Esta integral

12
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proporciona la probabilidad (relacionada directamente con la intensidad) de una transicion entre
un estado de partida (¥"') y un estado de llegada (‘W') y puede ser calculada como sigue:

Uy = f‘P'u Y'dr
(16)

La regla de selecciébn mas importante en espectroscopia de rotacion es que la molécula debe
presentar un momento dipolar permanente (u # 0). Para moléculas asimétricas, deben
considerarse las componentes del momento dipolar en los tres ejes de inercia principales. Esto es
importante porque la rotacion alrededor de un determinado eje de inercia tiene unos requerimientos
en cuanto a la simetria de las funciones de onda de los estados fundamental y excitado diferentes
a las de cualquiera de los otros dos ejes. Esto implica, por tanto, que deben estudiarse de forma
separada las rotaciones alrededor de los tres ejes de inercia. Pueden darse, por tanto, transiciones
tipo a, tipo b o tipo c, en funcién del eje de inercia alrededor del cual se dé la rotacion.

Otra regla de seleccion hace referencia a la variacioén que puede tener el numero cuéntico J, que
puede ser, como maximo, de un nivel (4] = 0,£1). SiJ no varia (4] = 0), entonces debe hacerlo
K; 0 K_; (en caso contrario no habria transicion). Sin embargo, si J varia (4] = 1), K; y K_;
pueden variar 0 no hacerlo. Cada una de estas posibilidades da lugar a una transicion diferente: se
denominan transiciones de la rama P a aquellas en las que 4] = —1; las transiciones en las que
A] = 1 se denominan rama R y aquellas en las que J no varia, se denominan rama Q.

Por ultimo, estan restringidos también los cambios en K; 0 K_,. Para una transicion tipo “a” estan
permitidos los cambios en K;, mientras que, para una transicion tipo c el cambio permitido es en
K_,. Para las transiciones tipo b se pueden dar cambios en K; y en K_, de manera simultanea.

Los cambios en K; 0 K_; pueden encontrarse resumidos en la Tabla 1.

g # O 0,42, .. +1,43, ...
Wy # 0 +1,43, .. +1,43, ..
e # 0 +1,43, ... 0,42, ..

sen K, 0 K_;: en la Tabla se muestran los diferentes cambios posibles para los valores de K, y K_; en
funcién del momento dipolar

Todas estas reglas de seleccion implican que son posibles solo ciertas transiciones, esto se traduce
en gue en los espectros aparecen patrones reconocibles que se pueden asignar a cada uno de los
tipos de transiciones permitidas.

Hasta ahora, se ha supuesto la rotacion de las moléculas bajo el modelo del rotor rigido. Este
modelo supone la molécula como un conjunto de esferas, correspondientes a los &tomos que la
conforman, unidas a través de enlaces solidos e indeformables.

Sin embargo, los enlaces en las moléculas no son indeformables, pueden sufrir modificaciones en
su longitud debido a la aplicacion de diferentes fuerzas, una de ellas es la fuerza la centrifuga.
Cuando cualquier particula experimenta un movimiento circular (sea o no acelerado) experimenta
una fuerza que tiende a separarla del eje de rotacion. Esta fuerza es proporcional a la distancia que
separa a la particula del eje y a su velocidad angular. Asi, parte de la energia de rotacion de

13
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cualquier molécula se emplea en modificar las distancias de enlace. Para tener esto en cuenta en
las ecuaciones de energia se introduce un término de correccion denominado distorsion centrifuga.

Sin embargo, para el sistema molecular que ocupa este trabajo van a estudiarse las transiciones de
baja frecuencia y el efecto de la distorsion centrifuga es, en general, despreciable.

Asimismo, se ha considerado que el sistema bajo estudio posee Unicamente nucleos que poseen un
momento de spin nuclear nulo (hidrogeno, carbono, oxigeno...), al menos en sus isotopos mas
abundantes, lo que significa que poseen una distribucion esférica de la carga nuclear. Sin embargo,
existen ciertos nucleos, algunos predominantes en las biomoléculas como el nitrégeno, que poseen
un momento de spin nuclear (I) diferente de cero. Cuando este momento es mayor que 1/2,
entonces el ndcleo estudiado posee un momento de cuadrupolo nuclear (Q), que puede
interaccionar con el gradiente del campo eléctrico molecular (92V /02z) en la posicion del espacio
que ocupa el ndcleo.®)

De forma cuantitativa, el momento de cuadrupolo nuclear es un parametro que describe la simetria
de la distribucion de la carga eléctrica de un nicleo. Un momento cuadrupolar distinto de cero
implica que la distribucion de carga del nucleo estudiado no es esférica, pudiendo describir un
oblate, un prolate, o bien, ser completamente asimétrica.

Matematicamente, el momento cuadrupolar puede expresarse en funcién del momento de spin
nuclear y de su proyeccién en el eje z:

3-K2—1-(I+1)

C=lUrne iy @ (17
donde Q, se corresponde con la forma clésica de calcular el momento cuadrupolar:
Qo = fp (322 =12%)-dV (18)
siendo p la densidad de carga.
Este momento suele ser expresado como un tensor:
Qoxx qu Qxz
qij = 9xy 4dyy Qyz (19)
Qxz qyz qzz

La existencia de nucleos con un momento de cuadrupolo nuclear no nulo se pone de manifiesto en
los espectros de rotacidn, en los que el acoplamiento entre el momento de cuadrupolo nuclear y la
rotacion molecular dan lugar a un desdoblamiento de las lineas espectrales de rotacién, dando
lugar a la estructura hiperfina de rotacion. EI namero de componentes en las que se desdoble cada
una de las lineas originales del espectro dependera del valor del momento de spin nuclear del
nucleo que este generando el desdoblamiento. Asimismo, la magnitud de este desdoblamiento, es
decir, la distancia entre las diferentes componentes en las cuales se desdobla cada una de las lineas
originales, dependera del momento de cuadrupolo nuclear y del gradiente del campo eléctrico.

14
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El anélisis de esta estructura hiperfina y de la magnitud del desdoblamiento permite obtener las
constantes de acoplamiento cuadrupolar nuclear (y;;), que se agrupan en el tensor de acoplamiento
cuadrupolar nuclear:

Xxx Xxy Xxz
Xij=e-Q-qy=|Xxy Xyy Xyz (20)
XXZ Xyz XZZ

Para este estudio, las constantes de interés son Y., xyy Y Xzz, €S decir, aguellas en los ejes
principales de inercia, ya que la N-acetilgalactosamina solo presenta un nucleo de nitrégeno como
unico ndcleo con momento de spin nuclear no nulo. El nitrégeno posee un momento cuadrupolar
bajo, por lo que las componentes no diagonales no van a ser significativas.

Desde el punto de vista instrumental, para llevar a cabo los espectros de rotacion experimentales
se van a emplear dos tipos de espectrometros diferentes: por un lado, un espectroscopio de banda
ancha (CP-FTMW) capaz de abarcar un amplio rango de frecuencias y por otro lado un
espectroscopio de alta resolucion (MB-FTMW) que permita resolver el desdoblamiento
cuadrupolar que se da en los picos descubiertos mediante el anterior.

2.2.1. Chirped-pulse Fourier Transform Microwave Spectrometer (CP-FTMW)

El espectrémetro de pulso chirp o CP-FTMW por sus siglas en inglés, es un tipo de
espectrometro de banda ancha, es decir, capaz de obtener espectros en un rango de frecuencias
mas amplio que los espectrémetros tradicionales.

Los espectrometros de alta resolucion (los cuales se comentaran en el siguiente apartado)
emplean un resonador de Fabry-Perot. Este componente limita el ancho de banda que puede
estudiarse, generalmente a regiones de menos de 1 MHz, ya que para regiones mayores el
tiempo de adquisicion seria demasiado largo.?® Sin embargo, el estudio de los espectros
rotacionales requiere la capacidad de analizar un ancho de banda mayor de lo que permiten
los espectrometros con un resonador Fabry-Perot, en especial en el estudio de biomoléculas
que, como el caso que ocupa este trabajo, poseen un nimero elevado de 4&tomos.

Los espectrometros de pulso chirp son uno de los ultimos avances de la espectroscopia
rotacional de alta sensibilidad. Permiten barrer un amplio ancho de banda con una alta
resolucion y sensibilidad. EI funcionamiento de este tipo de espectrémetros se basa en la
generacion de un pulso chirp, es decir, un pulso de barrido lineal entre dos frecuencias
determinadas. Este pulso, debidamente amplificado, es capaz de polarizar macroscopicamente
las moléculas del compuesto que se desea analizar, de forma que éstas generan una respuesta
a la excitacion, la cual se detecta y amplifica.

El funcionamiento del espectrometro de chirp es el siguiente: la muestra, en estado gaseoso,
es introducida en el interior de un tanque de sometido a alto vacio (103-10""hPa), mediante
una valvula pulsada que genera una expansion supersonica. Simultdneamente, un generador
de onda arbitraria (AWG) que opera a 24 Gsamples-s?* (24 mil millones de muestras por
segundo) crea un barrido de frecuencias comprendido en el rango de las microondas
(concretamente entre 0 y 12GHz) que, una vez amplificado e introducido en el tanque de
expansion supersénica mediante una antena, provoca una polarizacién macroscépica de las
moléculas de muestra. Tanto la valvula como el generador de onda arbitraria son activados un
de forma coordinada mediante un generador de delay (digital delay generator). Cuando el
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pulso de radicacion cesa, el sistema comienza a relajarse, de forma que emite espontaneamente
energia hasta alcanzar de nuevo el estado de equilibrio. Esta emision de radiacion se denomina
sefial de decaimiento o FID (del inglés Free Induction Decay) y es registrada mediante una
segunda antena, colocada frente a la primera. La sefial de decaimiento se amplifica y se recoge
en el dominio del tiempo mediante un osciloscopio digital que opera a 50 Gsamples-s™. Tras
ser recogida, el osciloscopio transforma la sefial al dominio de la frecuencia mediante un
proceso de transformacion de Fourier. Para lograr los mejores resultados posibles, asi como
una buena reproducibilidad, todas las fuentes de radiacion se encuentran sincronizadas a un
estandar de rubidio de 10 MHz.?®

2.2.2. Molecular beam Fourier Transform Microwave Spectrometer (MB-FTMW)

Como ya se ha comentado, los espectrémetros de pulso chirp permiten barrer un amplio ancho
de banda con alta resolucion y sensibilidad. Sin embargo, la resolucion obtenida mediante
estos dispositivos no es lo suficientemente alta para poder observar el desdoblamiento
espectral causado por el acoplamiento cuadrupolar y poder identificar correctamente las
transiciones dentro de la estructura hiperfina de rotacion. Para poder resolver esta estructura
debe emplearse un tipo de espectrometros con una mayor resolucion: los espectrometros de
haz molecular o MB-FTMW por sus siglas en inglés.

La diferencia de estos espectrometros frente los de pulso chirp reside en que estos tltimos no
emplean un resonador de Fabry-Perot, mientras que los espectrémetros de haz molecular si.

El resonador de Fabry-Perot se encuentra en el interior del tanque de expansion supersonica
y mantenido también en alto vacio. Este dispositivo esta compuesto por dos espejos esféricos
y altamente reflectantes colocados enfrentados. Uno de los espejos esta fijo en una de las
paredes del tanque de expansion supersonica mientras que el otro espejo es movil, pudiendo
asi modificar la distancia entre ambos. EI movimiento de este espejo esta controlado
electronicamente y permite seleccionar con altisima precision la frecuencia de polarizacion a
la que va a ser sometida la muestra. La radiacion se introduce en el resonador a través de una
antena, la cual esta situada en el espejo fijo. La radiacion viaja desde la antena emisora hasta
el espejo contrario y se refleja, interfiriendo con la onda incidente. Si la condicién de
resonancia se cumple, es decir, si la distancia entre los espejos del resonador es igual a un
multiplo entero de la semilongitud de onda de la radiacion, entonces la interferencia es
constructiva, generandose una onda estacionaria en la cavidad de una intensidad mucho mayor
que la emitida en primer lugar por la antena, por lo que en este caso no son necesarios
amplificadores tan potentes como en el caso de la espectroscopia CP-FTMW.

El funcionamiento del espectrometro de haz molecular es el siguiente: el resonador de Fabry-
Perot se encuentra en el interior del tanque de expansion supersonica, como ya se ha
comentado. El resonador esta compuesto de dos espejos esféricos de 54 cm de diametro con
un radio de curvatura de 90cm. Uno de los espejos es fijo y el otro, se encuentra montado
sobre un motor, lo que permite controlar la frecuencia de resonancia de la cavidad. En el
interior de la cavidad existen dos antenas, dispuestas una en cada uno de los espejos y cada
una con una funcion: mientras que la antena que se encuentra en el espejo fijo se emplea para
polarizar y detectar la radiacion de microondas, la antena que se encuentra en el espejo movil
se emplea para la correcta seleccidon de frecuencia, ya que permite monitorizar la potencia
transmitida. El factor Q de esta cavidad (un factor que mide la relacién entre la energia
almacenada y la energia disipada por la cavidad en un ciclo completo) es de,
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aproximadamente, 10* operando a 12GHz. La muestra es introducida en esta cavidad mediante
una vélvula pulsada que se encuentra en el espejo fijo, de forma que el haz molecular que se
crea al introducir la muestra es paralelo al eje del resonador. Esta disposicion supone una
mejora de la sensibilidad y la resolucion respecto de una configuracion en la que el haz
molecular es perpendicular al eje del resonador. La radiacion de microondas, emitida por un
sintetizador, se modula, se amplifica y se emite con un ligero retraso respecto de la
introduccién de la muestra. La emision molecular se recibe y amplifica mediante un receptor
superheterodino, que emplea la mezcla de frecuencias para convertir la sefial recibida a una
frecuencia intermedia fija (en este caso, 7 MHz) y amplificarla, de forma que puede ser
registrada mediante un registrador de transitorios. Al igual que en el caso de CP-FTMW, en
este espectrometro todas las fuentes de radiacion se encuentran sincronizadas a un estandar de
rubidio de 10 MHz.72®

2.2.3. Introduccion de muestra mediante chorro supersénico

Ambas dos técnicas, como se desprende de los anteriores parrafos, emplean sistemas de
introduccién de muestra mediante chorro supersonico. Se trata de un método de introduccion
de muestra que presenta numerosas ventajas para la espectroscopia de rotacion. A lo largo del
siguiente apartado se desarrollard como se puede crear un chorro supersonico y se explicara
por qué una expansion supersénica es realmente Util en la espectroscopia de rotacion.

Esta metodologia permite estudiar muestras a una temperatura muy bajay en unas condiciones
de aislamiento virtual, lo cual es muy importante de cara al estudio de sistemas moleculares.

Para generar un chorro (o jet) supersonico es necesario disponer de dos cavidades contiguas:
una cdmara de estancamiento, donde se mezclan la muestra y el gas portador y otra, de mayor
tamafo, en la que tiene lugar el chorro supersonico. Ambas dos cavidades se encuentran
conectadas a través de una valvula controlada electronicamente y entre ellas existe una muy
alta diferencia de presiones, lo que se logra extrayendo continuamente el aire de la camara de
expansion mediante bombas de vacio.

P,=103-107 hPa

Py
Entrada —
de gas ——
Céamara de
estancamiento

Céamara de expansion
supersonica

Figura 4. Esquema de una camara de expansion supersonica:
en la imagen se puede observar un sencillo esquema en el que se representa la cdmara de expansion supersonica, que se encuentra comunicada con
la cAmara de estancamiento.
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Sea P; la presion de la cdmara de estancamiento y P, la presion de la cdmara de expansion; el
jet generado al abrir la valvula sera supersonico si se cumple lo siguiente:

Py
P—Z > G (21)

donde G es un valor critico que puede ser calculado como sigue:

4 1D C
G = (VT) . y=22 (22)

siendo C, y C, las capacidades calorificas a presion y volumen constante, respectivamente.

Cuando se satisface la condicién de la Ecuacion 22 y la valvula que separa ambos espacios se
abre (por un espacio de tiempo muy breve), un chorro de gas fluye desde la camara de
estancamiento hacia la camara contigua, expandiéndose y siendo acelerado por la diferencia
de presiones hasta alcanzar una velocidad mayor que la del sonido. Este jet asi generado, es
una expansion adiabética de gas, por lo que puede emplearse la aproximacion isentropica para
caracterizarlo. Segun esta aproximacion el gas en expansion se considera ideal y se desprecian
los efectos de transporte, los efectos de la viscosidad, la conduccién del calor y la difusion de
especies quimicas dentro del jet. También se considera que la C, y y se mantienen
constantes.

La magnitud termodindmica mas relevante —y, por tanto, la que va a emplearse para
caracterizar el jet— es la entalpia por unidad de masa (h).

Sea la h,la entalpia del gas (mezcla del gas portador y la muestra) que se encuentra en la
camara de estancamiento, entonces la entalpia del gas durante la expansion (h) esta
relacionada con h, segun la siguiente expresion:

2

v

donde v es la velocidad de flujo y h, se considera constante durante la expansion.

Como se desprende de la Ecuacion 24, parte de h, se convierte en energia cinética debido a
la aceleracién causada por la diferencia de presiones, de modo que la entalpia del gas durante
la expansion disminuye en gran medida, dando lugar a un enfriamiento del gas. Ademas, en
este proceso, el gas pasa de tener un movimiento agitado y aleatorio a tener un movimiento
direccional. Todo esto provoca un enfriamiento traslacional traducido en cambio drastico de
la distribucion de velocidades del gas, como puede apreciarse en la Figura 4.
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Figura 5. Distribucién de velocidades de un gas a diferentes temperaturas:
en estos graficos se muestra la distribucion de velocidades del argén a 300 K (izquierda) y a 1 K (derecha)

Este enfriamiento traslacional lleva a unas condiciones sub-Doppler, es decir, al disminuir la
velocidad de las particulas, el efecto Doppler es menor y, por tanto, la sensibilidad alcanzada
mediante las técnicas que emplean este sistema de introduccion de muestra es mucho mayor.
Ademas, el jet, como se ha comentado, posee un movimiento direccional, lo que implica que
todas las moléculas del gas en la expansion van a tener una misma direccion y no van a
colisionar entre ellas. Esto produce dos efectos: por un lado, las moléculas se encuentran en
un estado de aislamiento virtual, o que permite caracterizarlas como si se tratara de una sola
molécula aislada en el vacio; por otro lado, la ausencia de colisiones elimina el
ensanchamiento de banda por presion (no se dan colisiones entre las moléculas, pero tampoco
entre moléculas y la pared de la cdmara) y esto conduce a un aumento aun mayor de la
resolucion.

2.2.4. Ablacion laser

Como se ha visto, la expansidn supersonica es un método de introduccién de muestra muy Uutil
ya que permite trabajar en unas condiciones de alta resolucién. Sin embargo, como se
desprende del anterior apartado, la muestra a introducir debe ser gaseosa para que pueda ser
mezclada en la camara de estancamiento con el gas portador a fin de crear la expansion
supersonica. Sin embargo, la mayor parte de las biomoléculas son sélidos a temperatura
ambiente, presentando puntos de fusion relativamente altos que no pueden ser logrados
mediante un calefactor (en concreto, la N-acetilgalactosamina presenta un punto de fusién de
173 °C).C% Es necesario, por tanto, un método para conseguir transferir parte de la muestra
solida a fase gas de forma que pueda ser sometida a una expansién supersonica.

Para solucionar esta problematica se emplea la ablacion laser (LA, por sus siglas en inglés).
Este proceso consiste en disparar un pulso laser contra la muestra, de forma que ésta absorbe
la energia. Esta gran cantidad de energia absorbida provoca la volatilizacién de parte de la
muestra, de forma que puede ser mezclada con un gas portador (generalmente argén o neén)
en la camara de estancamiento e introducida a la expansién supersonica.

Para poder emplear la ablacion laser junto con la expansion supersonica se debe disponer de
un sistema formado por un laser, una serie de espejos y lentes y un soporte para la muestra.
El laser empleado serd un laser Nd-YAG (Neodymium-doped yttrium aluminium garnet) en el
que la cavidad laser esta constituida por un granate de itrio y aluminio dopado con neodimio.
Para conseguir la mayor potencia posible, este laser es empleado con pulsos de picosegundos
(10712 segundos).
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La potencia es calculada como sigue:
p=2 (24)

donde E es la energia de la radiacion laser emitida 'y T es la duracion del pulso. Por tanto, si
la duracidn del pulso es muy pequefia, dado que la energia emitida por el laser es constante,
la potencia instantanea de cada pulso sera muy alta, de forma que pueda darse la volatilizacion
de la muestra. Por otra parte, los espejos y las lentes permiten dirigir y focalizar el haz laser
sobre la muestra de una manera precisa. Existen también una serie de cristales con propiedades
no lineales que permiten modificar la frecuencia de la radiacion laser. El uso de este tipo de
cristales permite seleccionar los diferentes armonicos de la radiacion laser: un cristal que doble
la frecuencia del laser proporciona el segundo armoénico de la radiacién, un cristal que triplique
la frecuencia de operacion proporciona el tercer armaénico, etc. Esta posibilidad de seleccionar
el armonico deseado de la radiacion laser es muy (til en la ablacién laser ya que, para que se
dé la ablacién de la muestra, como ya se ha comentado, ésta debe absorber la energia emitida
por el laser. La capacidad de poder seleccionar la frecuencia (y, por tanto, la longitud de onda)
de la radiacion laser permite emitir el pulso de ablacion en una longitud de onda a la que la
muestra absorba la mayor cantidad de radiacion posible, aumentando la volatilizacion de la
muestra.

Finalmente, el soporte de la muestra se encuentra unido a un motor, que permite rotar y mover
la muestra mientras esta siendo sometida a la ablacion. De esta manera, se consigue la mejor
reproducibilidad y calidad posible de los resultados, ya que el laser no impacta continuamente
en la misma posicion, cada impacto se da en un nuevo punto de la superficie de la muestra.

La manera de introducir la muestra en el sistema de ablacion es mediante la fabricacion de un
cilindro que encaja perfectamente en el soporte motorizado. Para ello las muestras se
pulverizan perfectamente mediante un mortero de &gata y se mezclan con la minima cantidad
posible de aglomerante. Tras esto, se introducen en un molde cilindrico y prensan con la ayuda
de una prensa hidraulica. Una vez se ha obtenido el cilindro, se introduce en un desecador
durante, al menos, un mes, con el fin de extraer cualquier molécula de agua que pueda estar
presente en la muestra y que contaminaria el espectro, ademas de que debilitaria la muestra a
la hora de colocarla en el soporte. En el caso que ocupa a este trabajo, la N-acetilgalactosamina
se trata de un compuesto sensible a la luz y a latemperatura por lo que los cilindros de muestra,
una vez fabricados, deben ser colocados en el desecador con una mezcla de pentoxido de
fosforo e hidroxido sédico (que actian como agentes desecantes), protegidos de la luz'y en un
frigorifico.

3. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Una vez explicado todo el marco tedrico y experimental que encuadra este trabajo, se procede a
comentar los resultados experimentales obtenidos mediante el empleo de las técnicas que han sido
comentadas a lo largo de las anteriores paginas.

El primer paso en el desarrollo experimental de este trabajo consiste en la obtencion de todos los
posibles conférmeros de la N-acetilgalactosamina. Dado que se trata de un sistema molecular
complejo, ya que existen numerosos enlaces que permiten torsiones alrededor de su eje, la
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obtencion de los conférmeros no es un proceso trivial. Por tanto, se ha recurrido a la mecanica
molecular para el analisis conformacional de la molécula.

Para este analisis se ha recurrido a la herramienta Macromodel, que conforma el entorno grafico
del software de modelizacién molecular de Schrddinger, Inc. Este software permite el analisis de
la hipersuperficie de potencial de un determinado sistema molecular en base a los parametros
introducidos por el usuario. La N-acetilgalactosamina se analiza empleando primero OPLS y luego
MMFFs como campos de fuerzas, en ambas ocasiones con los siguientes parametros:

e Ventana energética para los confdrmeros hasta 30 KJ-mol: esto implica que el programa solo
guardard como estructuras estables aquellos minimos de la SEP que no disten méas de
30 KJ-mol? de la estructura mas estable encontrada. La seleccion de una ventana energética
adecuada es crucial para no perder ningtn minimo real de la hipersuperficie de potencial, asi como
para no obtener demasiadas estructuras, muchas de las cuales no serian visibles en un espectro
experimental, dada su alta energia.

e Seleccion de MT/LLMOD como método de muestreo: MT/LLMOD son las siglas en inglés de
Mixed Torsional/ Large-scale Low-Mode, el cual es uno de los métodos de muestreo disponibles
en Maestro. Para descubrir las diferentes estructuras que pueblan la hipersuperficie de potencial,
el método MT/LLMOD selecciona el conférmero introducido por el usuario y genera los diferentes
modos de vibracién de la estructura en funcion de los parametros del campo de fuerzas. A partir
de los modos normales calculados, se generan estructuras moléculas diferentes a la inicial y cada
una de estas estructuras es luego analizada para comprobar que satisface el resto de condiciones y
parametros del analisis conformacional.®?

Es decir, tras realizar el analisis de la hipersuperficie de potencial mediante los campos de fuerzas
OPLS y MMFFs, se obtienen numerosos conférmeros, todos ellos minimos de esta superficie y
que, por tanto, se consideran conférmeros estables. Estos van a ser refinados mediante calculos de
mecénica cuantica, en este caso, mediante la teoria del funcional de la densidad (DFT). Los
resultados obtenidos mediante la teoria del funcional de la densidad, como ya se ha comentado
con anterioridad en este trabajo, son mucho mas precisos que los obtenidos mediante mecénica
molecular, ya que la DFT permite una mejor comprension de las interacciones intramoleculares.

Las interacciones intramoleculares son fendmenos muy importantes a la hora de la estabilizacion
de los diferentes conférmeros. Ademas de estas interacciones, algunas moléculas organicas y
biomoléculas presentan ciertos efectos que aumentan la estabilidad de ciertos conformeros a través
de diferentes interacciones intramoleculares: se trata del efecto gauche y efecto anomérico. ¢:1432)

El efecto gauche es una situacion atipica dentro de la quimica orgéanica en la el conférmero mas
estable de una molécula no es aquel que posee una conformacién anti, sino aquel cuya disposicion
de sustituyentes es gauche, es decir. En esta disposicion gauche los sustituyentes se encuentran
formando un angulo de torsion de, aproximadamente, 60°, en lugar de los 180° de angulo de torsion
que formarian en disposicion anti.®® Este efecto esta controlado, principalmente por un fenémeno
de hiperconjugacién. En el caso que ocupa el presente estudio, este fendmeno implica una cesién
de carga del orbital C-H enlazante (donador de electrones) al orbital C-O antienlazante (fuerte
aceptor de electrones) del carbono contiguo, lo cual lleva a una estabilizacién de la estructura.
Dado que en la NAcGal existen varios grupos hidroxilo en cuyo carbono vecinal existe un enlace
C-H, este fendmeno daréa lugar a una importante estabilizacion de los conférmeros.
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El efecto anomérico es un fendmeno caracteristico de los azUcares y sus derivados que se
manifiesta, sin embargo, en todo aquel sistema que posea un ciclo con un heterodtomo. En este
tipo de sistemas, los sustituyentes polares unidos a los carbonos contiguos al heteroatomo
presentan una preferencia por la posicion axial, en lugar de la ecuatorial, posicion que conduce al
menor impedimento estérico y que, por tanto, es la posicién esperada en la conformacién silla de
estos monosacaridos. La estabilizacion de los derivados de azlcares por este efecto es resultado,
de nuevo, de un fendmeno de hiperconjugacion, esta vez entre un par electrénico no compartido
del oxigeno del heterociclo y el orbital molecular antienlazante del enlace C:-Oi. Esta
hiperconjugacion esta favorecida cuando ambos orbitales se encuentran en una disposicion
antiperiplanar (1,2-diaxial),®* lo que fuerza la disposicion axial del OH anomérico, como puede
comprobarse en la Figura 8.

OH OH Par electronico

no compartido

oM C1-01 (0*)

Figura 7. Efecto anomérico en la NAcGal:
hiperconjugacion del par electrénico no compartido del oxigeno y el orbital molecular antienlazante del enlace C;-O; del grupo hidroxilo en Cs

En el carbono 5, también contiguo al heterodtomo, el grupo hidroximetil se encuentra en
disposicién ecuatorial. Esto se debe a diversos factores: 1) este grupo funcional es mas voluminoso
que el grupo hidroxilo, por lo que el impedimento estérico va a cobrar una mayor significancia; 2)
el atomo unido al carbono Cs es otro carbono, lo que implica que la carga va a estar
aproximadamente igual repartida a lo largo del enlace Cs-Ce (el efecto del OH, unido a Cs no es
significante), por lo que el orbital molecular antienlazante del enlace no va a comportarse como
un aceptor electrénico, como ocurre en el caso del enlace C1-Oz1; 3) el hidroxilo unido al carbono
Ces, como ya se ha comentado, establece interacciones intramoleculares con el grupo OH del
carbono C4 que estabilizan la molécula y que Unicamente son posibles si la disposicion del grupo
hidroximetil es ecuatorial.

Para la N-acetilgalactosamina, la busqueda conformacional y el refinamiento de estructuras
posterior, tras la eliminacién de estructuras duplicadas, conduce a 48 conférmeros diferentes. Para
el estudio de éstas, se elabora una tabla en la que aparecen todas las estructuras obtenidas,
ordenadas en orden creciente de energia. Esta tabla se puede encontrar en el Apéndice | de la
seccion de Material Complementario. Mientras, en la Tabla 2 se pueden encontrar los nueve
primeros conférmeros mas estables. Se han seleccionado Unicamente nueve conférmeros debido a
que, el Gltimo presenta ya una diferencia energética de mas de 900cm™ respecto del conférmero |
(el mas estable de todos los predichos), lo que implica que los siguientes conférmeros en energia
no van a ser, en ningun caso, observables en el espectro experimental, ya que en la expansion
supersonica se formaran preferentemente aquellos conférmeros mas estables.
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Parametro Conférmero | Conférmero Il Conférmero |11
Al 1200.6 1179.9 1209.5
B 361.2 372.4 363.6
clal 299.9 314.2 302.9
ua ! 2.2 3.1 3.0
up ! 4.6 4.4 45
uc 0.6 2.2 05
222 2.424 2.478 2.346
200 @ 0.587 0.871 0.579
P -3.011 -3.349 -2.925
AEW 0 98 163
AEzpg ] 0 140 244
AGH 0 212 237
¢ . ? . ("
b ® .

. Q‘ . ‘i‘ . ‘;‘

[a: A, B y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. P: ., 1y Y 11c designan las tres componentes del momento dipolar
expresadas en Debye (1 D = 3.33564-10% C-m). EI: yaa, yob Y yec SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de
cuadrupolo nuclear. [ [l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo ([e]) la energia en el punto cero (ZPE),
respectivamente. [: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[®l; todas las energias aparecen expresadas en cm™

Tabla 2. Conférmeros més estables de la NAcGal: en la tabla se muestran los nueve conférmeros mas estables para la N-acetilgalactosamina

23



Estudio estructural de la N-Acetilgalactosamina

Raul Aguado Vesperinas

Parametro Conférmero 1V Conférmero V Conférmero VI
Al 1226.4 1071.4 1162.1
B 388.2 376.3 382.1
clal 333.4 3325 317.1

ua ! 0.8 1.1 0.0
up P 1.2 0.7 13
uc ] 2.4 2.7 0.1
Jaa [c 2.417 2.572 2471
Jbb (c] -2.389 -0.384 1.686
Zoe 1 -0.028 -2.188 -4.157
AEM 113 498 312
AEzpg [ 309 499 502
AGT! 456 364 607

.
. . ‘e

[a: A, B y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. P: ., 1y Y 11c designan las tres componentes del momento dipolar
expresadas en Debye (1 D = 3.33564:10%° C-m). I y,a, xob ¥ yec SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de
cuadrupolo nuclear. [ [l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo ([e]) la energia en el punto cero (ZPE),
respectivamente. [: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[®l; todas las energias aparecen expresadas en cm™

Tabla 2 (continuacion). Conformeros mas estables de la NAcGal: en la tabla se muestran los nueve conférmeros mas estables para la
N-acetilgalactosamina
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Parametro Conférmero VII Conférmero VIII Conférmero IX
Al 1215.3 1209.5 1214.9
B 358.8 358.9 357.3
clal 303.0 298.3 302.2
ua ) 0.6 0.1 1.6
up ) 45 3.7 6.2
uc 0.1 0.5 1.7
2aa ! 2.296 2.390 2.304
200 1 0.531 0.721 0.536
2cc ! -2.827 -3.111 -2.840
AEM 676 737 942
AEzpg e 548 617 882
AGIT 350 531 831
v © . . L
¢ ® ik « . P-4 ® .;‘ )
« - (™ ¢ ©
-0g 6. 05 6 004 O
¢ - o - ¢ (% o - - (5 @ -
e 9 o @ e O

@ . . .

¢ ¢ ¢ VY ¢ O°

[a: A, B y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. P: ., 1y Y 11c designan las tres componentes del momento dipolar
expresadas en Debye (1 D = 3.33564:10%° C-m). I y,a, xob ¥ yec SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de
cuadrupolo nuclear. [ [El: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo ([e]) la energia en el punto cero (ZPE),
respectivamente. [: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[®l; todas las energias aparecen expresadas en cm™

Tabla 2 (continuacion). Conférmeros mas estables de la NAcGal: en la tabla se muestran los nueve conférmeros mas estables para
la N-acetilgalactosamina

Como puede apreciarse en las representaciones moleculares que incluye la Tabla 2, la disposicion
de los sustituyentes en los diferentes conférmeros es ligeramente distinta en cada uno de ellos, lo
que da lugar a diferentes interacciones intramoleculares entre los diferentes grupos funcionales y,
por tanto, a las diferencias de estabilidad entre conférmeros. A grandes rasgos, los diferentes
conformeros predichos para la N-acetilgalactosamina pueden dividirse en tres familias, en funcion
de la posicion del grupo N-acetilo respecto del resto de la molecula. Mientras dos de estas familias
pueden observarse en la Tabla 2 (una familia, donde destaca el Conférmero I, que posee el grupo
N-acetilo dispuesto de forma que el oxigeno del carbonilo interacciona con el hidroxilo del
carbono Cz y otra familia, que incluye, por ejemplo el Conférmero IV, que posee el grupo
N-acetilo orientado hacia C3), la tercera de las familias posee el grupo N-acetilo de tal forma, que
el plano que forma este grupo funcional es perpendicular al plano que forma el heterociclo.

Destaca sobre el resto la interaccién del oxigeno del grupo carbonilo con cualquiera de los
hidroxilos vecinales. Esta fuerte interaccion atractiva es la mas intensa de todas las que se dan en
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la molécula, lo cual es debido a diversos factores: el efecto mesémero -M del oxigeno y su alta de
este &tomo implica que la carga parcial negativa en este a&tomo sera mayor y, por tanto, dara lugar
a una interaccion mas fuerte que en el caso de las interacciones entre grupos hidroxilo. Otra
interaccion importante es la del grupo hidroxilo situado en el carbono Cs, el cual puede estar
orientado hacia el grupo hidroxilo del carbono Cs o hacia el oxigeno del heterociclo. Estas
interacciones —sobre todo la que se establece con el grupo OH situado en el carbono C4— son, como
se desprende de la Tabla 2, importantes en cuanto a la estabilizacion de las estructuras.

Estas dos interacciones, ademas de jugar un papel sustancial en la estabilidad de la molécula,
condicionan la posicion del hidroxilo situado en Cgz, el cual puede interaccionar con el grupo N-
acetilo o con el grupo hidroxilo situado en Cs, lo que también afecta a la estabilidad de las
estructuras. Ademas, el nitrogeno del grupo N-acetilo puede interaccionar con el grupo hidroxilo
vecinal al N-acetilo, que no posea interaccién con el oxigeno carbonilico.

Como se desprende de la Tabla 2, la estructura mas estable posee el grupo N-acetilo orientado
hacia el carbono Csy el grupo hidroxilo situado en el carbono Cs, hacia el oxigeno del heterociclo.
Sin embargo, a una ligera diferencia energética, lo suficientemente pequefia para que sean visibles
experimentalmente, se encuentran otros conformeros que presentan el grupo N-acetilo y/o el grupo
hidroxilo situado en el carbono Ce, orientados en la direccion opuesta, lo que hace suponer un
espectro experimental en el que se observen numerosas transiciones, pertenecientes a un alto
numero de conformeros diferentes.

Estas interacciones electroestaticas entre grupos hidroxilo pueden llegar a combinarse formando
un enlace de hidrégeno cooperativo que recorre la molécula. Esto ha sido observado en el
monosacarido glucosa, estudiado por el grupo GEM con una metodologia referible a la de este
trabajo.® Este tipo de interacciones cooperativas provocan una gran estabilizacion del conformero
en cuestion y no solo se dan entre grupos hidroxilo: el estudio mediante espectroscopia de rotacion
de la glucosamina en comparacion a la glucosa revelé que el nitrégeno del grupo amino, como
atomo de alta electronegatividad, podia participar en estas interacciones de una forma analoga a
como lo hace el oxigeno.®? La molécula de galactosa —la cual difiere de la glucosa en la
estereoquimica del carbono Cs4— ha sido también estudiada mediante esta metodologia,
comprobandose que sus conférmeros de menor energia se encuentran también estabilizados por
enlaces de hidrogeno cooperativos.®¥ Sin embargo, es de esperar que la N-acetilgalactosamina no
se estabilice de manera completamente analoga, dado que el grupo N-acetilo rompera la
intramolecularidad ya que posee un grupo carbonilo, aceptor de puentes de H y un grupo amino,
que actua como donante de puentes de H. No obstante, la disposicion de los grupos hidroxilo
situados en Cs, Cs y Ce sugiere que puede llegar a darse un enlace de hidrogeno cooperativo entre
los ellos.

Para poder corroborar estas conjeturas acerca de la intramolecularidad de la
N-acetilgalactosamina, se emplea un programa informatico denominado NCIPIot,®® que permite
visualizar las interacciones intramoleculares no covalentes de un sistema molecular a partir de su
funcion de onda. En la Tabla 3 se pueden encontrar las interacciones esquematizadas para cada
una de los nueve conformeros mas estables, obtenidas a partir de los mapas de interacciones no
covalentes incluidos en el Apéndice Il de la seccion Material Complementario.
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Tabla 3. Enlaces de H cooperativos: en la tabla se muestran, de forma esquemética, los enlaces de hidrdgeno cooperativos que existen en los nueve
conférmeros de la Tabla 2 y las distancias que separan los atomos participantes. En el Apéndice Il se incluyen las
representaciones de interacciones no covalentes de los cuales se ha extraido la informaciéon para estas figuras
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En la Tabla 3, los conformeros aparecen nombrados de dos maneras diferentes: en primer lugar,
aparecen en orden decreciente de estabilidad, al igual que en la Tabla 2; asimismo, aparecen
caracterizados segun una nomenclatura que permite definir su estructura en funcion de tres &ngulos
diedros y de la orientacion de los puentes de hidrégeno cooperativos. La primera letra (G+, G- 0
T) describe el angulo de torsion del diedro Og-Cs-Cs-Os (siendo Os el oxigeno perteneciente al
ciclo), la segunda letra (g+, g- o t) describe el angulo de torsion del diedro He-Os-Cs-Cs. A
continuacion y separado por una barra, se indica el sentido del enlace de hidr6geno cooperativo de
la molécula: en el sentido de las agujas del reloj (cw) o en sentido contrario (ccw). Por altimo, tras
otra barra se indica el angulo de torsion del diedro H1-O1-C1-Co.

Og H H
. C4 05 C4 05 C4 05
Diedro Os-Cs-Cs-Os:
H H H Oy Og H
H5 H5 H5
G- G+ T
Hg
H Cs H Cs H Cs
Diedro Hs-Os-Cs-Cs: H
Hﬁ 6
H H H
g- g'l- t

Figura 8. Nomenclatura de los diedros:
en la figura pueden observarse las proyecciones de Newman para cada una de las posibles conformaciones del grupo hidroximetil alrededor de los
enlaces Cq-Cs (arriba) y Os-Cs (abajo).

Como se desprende de la Tabla 3 y segln habia sido propuesto anteriormente, el grupo N-acetilo
rompe la intramolecularidad de la N-acetilgalactosamina. Sin embargo, sus funciones carbonilo
(conférmeros I, 11, 11, VII, VI y IX) y amina (conformeros V' y V1) pueden dar lugar a puentes
de hidrogeno cooperativos con los hidroxilos en Cs, C4 'y Cs. Se aprecia también en la tabla que
la disposicion del grupo N-acetilo condiciona el sentido del enlace de hidrégeno cooperativo de
la molécula: los conférmeros I, I1, 11, VII, VIII y XI poseen un sentido antihorario de estas
interacciones, forzado por el grupo N-acetilo. De manera analoga pero en sentido contrario,
ocurre con los conférmeros 1V, V' y VI, los cuales poseen un enlace de hidrégeno cooperativo
que se da en sentido horario.

Ademas de estos fendmenos de cooperacion entre enlaces de hidrdgeno, las diferentes estructuras
son estabilizadas también por efecto gauche y efecto anomérico, segiin se ha comentado al inicio
de este apartado. Como puede comprobarse en las Tablas 2 y 3, el grupo hidroxilo situado en el
carbono C; aparece en todas las estructuras en posicion axial debido al efecto anomérico. Otro
efecto de peso en la estabilidad de las estructuras pero que resulta mas complicado de identificar
es el efecto gauche, que conduce a una situacion en la que dos sustituyentes se encuentran
formando un angulo de torsion de, aproximadamente, 60° en lugar del angulo de 180° que
conformaria la situacion mas estable de no ser por este efecto. Se trata de una situacion
controlada, principalmente, por un fendmeno de hiperconjugacion, en este caso de un orbital C-
H enlazante a un orbital C-O antienlazante, como ya se ha comentado. Por lo tanto, los grupos
susceptibles de sufrir este efecto en la molécula que ocupa este trabajo son los grupos hidroxilo.
Concretamente, este efecto se ha identificado en los hidroxilos situados en los carbonos C1, C4 y
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Cs, siempre que la interaccion con otro grupo funcional (el grupo N-acetilo, por ejemplo) fuerce
una geometria diferente y mas estable.

A lo largo de los anteriores parrafos se han analizado las estabilidades de los nueve conférmeros
mas estables, todos por debajo de los 1000cm™ respecto de la energia del conférmero I. Por
encima de esta diferencia energética, las estructuras no seran visibles en los espectros
experimentales: la alta energia respecto del conformero de mayor estabilidad provoca que la
estructura se forme de forma considerablemente menor, asi, sus estados rotacionales estaran poco
poblados y las transiciones producidas entre ellos, no seran visibles. Respecto de las estructuras
restantes (incluidas como en el Apéndice 1) se observa que, conforme la diferencia energética con
el conférmero | se incrementa, la disposicion espacial de los sustituyentes se aleja de estas
estructuras mas estables: los sustituyentes polares se colocan mas lejos entre si, 0 en
disposiciones que non favorecen la interaccion electrostatica, lo que causa la desestabilizacion
de la molécula. Las estructuras méas altas en energia, incluso, poseen conformaciones de bote
torsionado para el ciclo, una estructura que conforma un minimo real de la hipersuperficie de
potencial, pero caracterizada por ser mucho menos estable que la conformacién silla.

Para concluir el estudio estructural de la N-acetilgalactosamina, se adjuntan en la Figura 10 las
simulaciones de los espectros que se obtendrian al estudiar la N-acetilgalactosamina mediante
LA-CP-FTMW. Estas simulaciones se realizan para los tres conformeros mas estables, que seran
aquellos visibles experimentalmente, dada la pequefia diferencia energética entre ellos (menor
de 300 cmY), que permitira su formacion en la expansion supersonica

[T 5

i R

2000
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Figura 9. Simulacion de los espectros rotacionales de los tres conformeros mas estables de la NAcGal:
en azul (Figura 9a) se observa el espectro simulado para el conférmero I, en rojo (Figura 9b) se incluye el espectro simulado para el conférmero 11
y, finalmente, el espectro para el conférmero 111 aparece en verde (Figura 9c). Todos ellos simulados en el rango 2000-8000 MHz
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Figura 10. Simulacion del espectro experimental esperado para la N-acetilgalactosamina:
en la Figura 10a se observa el espectro completo en la region 2000-8000 MHz; en la figura 10b se observa una ampliacion de la region
comprendida entre 3550 y 5200 MHz. El color usado para cada conférmero se mantiene igual que en la Figura 9

En la figura 9 pueden observarse por separado los espectros simulados para cada uno de los tres
conférmeros mas estables de la N-acetilgalactosamina. La gran cantidad del transiciones que
forman este espectro, dificulta en gran medida la identificacion de ciertos patrones
caracteristicos, que aparecen repetidos a lo largo del espectro, como son los patrones originados
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por las transiciones tipo “a”, los cuales son agrupaciones de lineas espectrales, de anchura
(B—=C)-(J" + 1), que aparecen separados una distancia igual a B + C (siendo B y C las
constantes rotacionales). En la figura 10b, se ofrece una ampliacion de la region 3550-5200 MHz,
en la que se puede apreciar mejor la complejidad del espectro experimental.

4. CONCLUSIONES

No existiendo ninguna publicacion en la que se investigue acerca de esta tematica, el presente
trabajo supone el primer estudio acerca de la estructura de la N-acetilgalactosamina. Esta
molécula, al igual que otros monosacaridos y derivados (glucosa, galactosa, glucosamina...)
presenta una destacable flexibilidad, habiéndose predicho 9 conférmeros con una energia inferior
a los 1000 cm™.

La flexibilidad de este sistema molecular le permite establecer interacciones intramoleculares
cooperativas entre los diferentes grupos funcionales, lo que aumenta la estabilidad de estas nueve
estructuras. Las mencionadas interacciones cooperativas se pueden clasificar en funcion de su
direccion (en sentido de las agujas del reloj o en sentido contrario), lo que viene determinado por
qué hidroxilo interacciona con el grupo N-acetilo: la interaccién de este grupo con el grupo
hidroxilo situado en C; fuerza una interaccion cooperativa en el sentido de las agujas del reloj,
mientras que si el grupo N-acetilo interacciona con el hidroxilo situado en el carbono Cs, la
interaccion tiene el sentido contrario.

La interaccion méas destacable, debido a su intensidad, es la que tiene lugar entre el oxigeno del
grupo N-acetilo y cualquiera de los grupos hidroxilo vecinales es muy fuerte y estabiliza en gran
medida a la molécula, lo cual esté justificado debido a la electronegatividad del oxigeno y su
efecto -1y -M, que le permite adquirir una importante carga parcial positiva que conduce a fuertes
enlaces de hidrdgeno con centros de baja densidad electronica, como son los hidrdgenos
hidroxilicos vecinales. Estas interacciones, en los conférmeros mas estables, ademas de
estabilizar en gran medida la molécula, fuerzan la geometria del sustituyente vecinal que, a su
vez, fuerza la disposicion del resto de sustituyentes mediante otras interacciones electrostaticas,
de caracter mas débil. De esta manera, se pueden llegar a establecer las interacciones cooperativas
anteriormente mencionadas.

Ademas, la molécula de N-acetilgalactosamina aparece estabilizada también por los efectos
anomeérico y gauche tal y como se ha justificado en el apartado anterior. Esto responde al
comportamiento de azlcares y sus derivados analizados con anterioridad mediante una
metodologia referible a la empleada en este trabajo.

Finalmente, cabe destacar que de este estudio se desprende que los grupos que participan en las
interacciones intramoleculares mas fuertes son Co, Ca. Esto va a condicionar la capacidad y forma
en la que la N-acetilgalactosamina establece interacciones con otras moléculas, lo que es de gran
importancia en el medio biol6gico. Como se ha desarrollado en la introduccion, la capacidad de
la N-acetilgalactosamina para establecer interacciones intermoleculares en el medio bioldgico es
un factor de gran importancia en el desarrollo de procesos tumorales. Asimismo, la N-
acetilgalactosamina, aparece en estos procesos formando parte del antigeno Tn, es decir, unida a
un aminodcido serina o treonina a través del grupo hidroxilo del carbono C;i. A la vista de todo
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esto, se puede predecir que las interacciones intermoleculares se estableceran a través de los
grupos hidroxilo situados en los carbonos Ca.

Asimismo, las tres estructuras mas estables obtenidas presentan una interaccion entre el carbonilo
del N-acetilo y el hidroxilo situado en Cs, de forma que, el OH situado en C1 Gnicamente presenta
una interaccion débil con el NH del mismo grupo. Esto que, a priori, puede parecer carente de
significado, es un detalle muy importante de cara al rol bioldgico de la N-acetilgalactosamina: el
hidroxilo situado en Cy, lugar de anclaje del amino&cido durante la sintesis del antigeno Tn, sufre
una muy pequefia interaccion con el grupo NH, de forma que se encuentra disponible para formar
el enlace O-glicosidico y formar asi el antigeno. Mientras, las estructuras que poseen el grupo N-
acetilo orientado a C1 y que, por tanto, requeririan una alta inversion energética para romper
dicha intramolecularidad y poder formar el enlace con el aminoacido a la hora de formar el
antigeno, son menos estables y tendrdn mucha menor presencia en el medio fisioldgico.

Lineas futuras de investigacion

En estudios posteriores se llevara a cabo la obtencion del especto experimental. Se llevaran a
cabo dos experimentos: un espectro de banda ancha (LA-CP-FTMW) que permita una vision
general de la forma del espectro, asi como la asignacion de las principales transiciones y un
espectro de alta resolucion (LA-MB-FTMW), que permita resolver la estructura hiperfina de
rotacion y asignar la totalidad de las transiciones.

Ademas, los calculos obtenidos mediante DFT deben ser refinados de nuevo mediante el método
MP2, mas preciso en el calculo de constantes de rotacion. Asimismo, seria interesante investigar
acerca de la relajacion conformacional que pueda ocurrir a través de un giro del grupo
hidroximetilo.
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Apendice I: Screening de conférmeros

Paradmetro Conférmero | Conférmero Il Conférmero 111 Conférmero IV
Al 1200.6 1179.9 1209.5 1226.4
Blal 361.2 372.4 363.6 388.2
clal 299.9 314.2 302.9 333.4
pa 2.2 3.1 3.0 0.8
™ 4.6 4.4 45 1.2
pc 0.6 2.2 0.5 2.4
zaa 2.424 2.478 2.346 2.417
200 0.587 0.871 0.579 -2.389
Zec -3.011 -3.349 -2.925 -0.028
AEM 0 98 163 113
AEzpg 0 140 244 309
AGH 0 212 237 456
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[@: A, By C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564-10°%0 C-m). [°I: 44, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €1: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro Conférmero V Conférmero VI Conférmero VII Conférmero VIII
Al 1071.4 1162.1 1215.3 1209.5
Bl 376.3 382.1 358.8 358.9
chl 3325 317.1 303.0 298.3
pa™ 1.1 0.0 0.6 0.1
™ 0.7 1.3 4.5 3.7
pc™ 2.7 0.1 0.1 0.5
xaa 2.572 2.471 2.296 2.390
200 -0.384 1.686 0.531 0.721
xcc© -2.188 -4.157 -2.827 -3.111
AE[] 498 312 676 737
AEzpe [ 499 502 548 617
AGH 364 607 350 531
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[ A, B 'y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564:10%0 C-m). [°I: yaa, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [1: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro Conférmero IX Conférmero X Conformero Xl Conféormero XlII
Al 1214.9 1209.2 1104.3 1183.8
B 357.3 357.2 401.5 362
clal 302.2 297.3 328.8 298.8
pa 1.6 -1.5 -0.6 -2.8
™ 6.2 4.2 1.8 2.7
uc! 1.7 2.6 1.5 1.4
xaa 2.304 2.404 2.143 2.421
200 0.536 0.714 1.399 0.964
Zec -2.840 -3.118 -3.542 -3.385
AEM 942 1041 863 1090
AEzpe 882 950 1005 1028
AGH 831 891 1109 1017
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[ A, B 'y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564:10%0 C-m). [°I: yaa, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [1: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro Conférmero XII Conférmero X1V Conformero XV Conférmero XVI
Al 1045.5 1237.1 1097.6 1123.4
B 371.7 385.2 395 380.1
clal 312.2 330.2 326.5 312.8
pa -1 1.5 -3.5 -1.5
™ -0.3 15 -2.6 3.2
pc™ 1.4 1.5 -3.4 -0.2
xaa 2.422 2.376 2.471 1.846
200 -1.444 -2.309 -2.193 1.472
Zec -0.978 -0.067 -0.278 -3.318
AEM 1296 1187 1153 1223
AEzpE 1199 1232 1254 1336
AGH 943 1290 1299 1358
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[ A, B 'y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =

3.33564:10%0 C-m). [°I: yaa, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [1: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro Conférmero XVII Conférmero XVIII Conférmero XIX Conférmero XX
Al 1045.7 1187.2 1115.1 1038.5
Bl 389.6 377 3725 385.3
chl 305.5 312.8 326.5 315.8
pa™ -2.5 2.5 6.4 -1.1
™ 2.9 1.4 2.2 3
pc™ 1.1 -0.4 -1.2 -0.3
xaa 2.314 2.425 2.831 1.696
200 1.611 1.68 -0.661 1.609
Lec@ -3.926 -4.105 -2.171 -3.305
AEM 1271 1404 1373 1495
AEzpg [ 1362 1434 1452 1495
AGIT 1382 1441 1552 1459
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[ A, B 'y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564:10%0 C-m). [°I: yaa, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [1: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro

Conférmero XXI

Conformero XXII Conformero XXIII Conférmero XXI1V
Al 1105.2 1191.9 1137.7 1146.7
Bl 369.9 351.4 384 385
clal 325.9 309.4 321 321.8
pa™ 3.7 -0.7 -6.3 -5.5
™ -0.5 -0.2 -3.2 4.1
pc™ 2.7 1.1 -2.2 -1
xaa 2.554 2.548 2.232 2.374
200 -0.579 -1.585 -3.109 -2.685
Zec -1.975 -0.963 0.878 0.311
AEW 1671 1609 1675 1627

AEzpE 1514 1539 1580 1581

AGH 1284 1221 1465 1512
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[ A, B 'y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564:10%0 C-m). [°I: yaa, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [1: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro Conférmero XXV Conférmero XXVI Conférmero XXVII Conférmero XXVIII

Al 1226.7 1227.7 1128.8 1096.8
Blal 375.5 3775 389.3 355.9
chl 323.9 325 323.1 311.7
pa -0.3 1.3 2.1 0.9
™ 2 2.1 -4 -0.2
pc™ 1.4 2.7 -2.8 -0.2
xaa 2.3 2.288 2.424 2.561
200 -2.438 -2.429 -2.373 -2.576
Zec 0.138 0.142 -0.051 0.015
AE[] 1513 1528 1647 1721
AEzpg [ 1586 1611 1632 1646
AGH 1582 1625 1616 1484

° . “é . .

g (- 4 V@ -
; . @ < q‘ o @ < * Qo O < ‘ ® .
e 0«; —@- ), €@ et 8
\‘ \Q ;’ b% (N8 G Q «‘.
" D -« . |
- ‘, ¢ ‘o ’ ¢ ¢6 (W

Y

S

.

«

.

[ A, B 'y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564:10%0 C-m). [°I: yaa, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [1: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro Conférmero XXIX Conférmero XXX Conférmero XXXI Conférmero XXXII
Al 1183.6 1179.6 1035.6 1240.7
Blal 351.4 356.2 373.1 365.1
chl 309.6 311.7 3125 303.5
pa™ 1.3 3.4 0.6 2.3
™ -0.9 -0.1 2.1 2.1
uc! -0.8 -1.4 1.5 0.8
xaa 2.487 2.528 2.46 2.316
200 -1.667 -0.805 -0.983 1.69
Lec@ -0.82 -1.724 -1.477 -4.006
AE[] 1840 1778 1882 1625
AEzpg [ 1663 1673 1698 1718
AGIT 1339 1428 1416 1718
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[ A, B 'y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564:10%0 C-m). [°I: yaa, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [1: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro Conformero XXXI11 Conférmero XXXIV Conférmero XXXV Conformero XXXVI
Al 1178.4 1238.3 1117.7 1052.3
BEl 354.8 363.6 364.1 388.7
clal 310.5 302.5 322.8 304.9
pa™ 2.3 0.9 -0.4 -0.8
™ 0.1 2.2 -1 4.3
pc™ -3.1 0.7 3.4 0.7
xaa 2.539 2.322 2.596 2.341
200 -0.735 1.698 -1.333 1.689
Zec -1.804 -4.019 -1.263 -4.03
AEM 1850 1651 1852 1791
AEzpE 1729 1732 1780 1791
AGH 1459 1710 1546 1759
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[ A, B 'y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564:10%0 C-m). [°I: yaa, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [1: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro Conformero XXXVII Conformero XXXVIII Conformero XXXIX Conférmero XL
Al 1241.4 1181.1 1243.9 1235.8
Bl 383.4 364.5 370.6 378.8
clal 334 305.6 322.2 328.9
pa™ -2.9 0.1 -5.5 -6
™ 0.3 1.6 -3.7 -3.9
pc™ 1.3 1.4 -2.6 -0.9
xaa 2.293 2.197 2.255 2.291
200 -3.09 1.519 -3.328 -3.32
Zec 0.797 -3.716 1.074 1.03
AEM 1819 1828 1915 1968
AEzpE 1837 1844 1886 1911
AGH 1832 1799 1754 1875
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[ A, B 'y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564:10%0 C-m). [°I: yaa, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [1: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro Conférmero XLI Conformero XLII Conférmero XLIII Conférmero XLIV
Al 1189.4 1064 1042.6 1066.7
Bl 372.9 365.3 371.8 385.8
clal 309.8 310.4 312.6 304.4
pa -1.5 1.6 -1.7 -4

™ 3.3 -0.4 -3.3 5.4
pc -0.7 1.2 4 -1.2
Yaa ¥ 2.474 2.354 2.483 2.407
20 [ 1.664 -2.146 -1.015 1.768
Zec -4.137 -0.208 -1.468 -4.175
AEW 1808 2189 2189 2035
AEzpe 1935 1956 1992 2027
AGH 2004 1578 1697 2005

= e - & . .

v e s - ¢ '\
Q ¢ YO ,' \ ’ -
\ “—& & \&‘ . - “ @ )
“o¢o *t A ok ¢
.
‘¢ 9o ‘. ¢ & ? s (O o°

o ¢ @ A o°
“\\\ . \b “;‘ b“iu

[[: A, By C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ®: ua, u Y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564-10% C-m). [: yaa, xbb Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Parametro Conférmero XLV Conférmero XLVI Conférmero XLVII Conférmero XLVIII
Al 1201.5 1057.7 1072.7 083.2
Blal 372 380.4 373.9 391.7
chl 326.9 312.8 315.1 327.7
pa™ -3.3 1.4 -0.5 -3.3
™ -3.1 2.3 4 1.2
uc! 2.2 -0.5 1.8 2
xaa 2.251 1.734 1.481 1.953
200 -3.211 1.563 1.451 -0.571
Zec 0.96 -3.297 -2.932 -1.383
AE[] 2303 2239 2392 2913
AEzpg [ 2109 2143 2324 2858
AGH 1886 2056 2202 2756
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[ A, B 'y C son las constantes rotacionales, medidas en MHz. ™1 s, up y uc designan las tres componentes del momento dipolar expresadas en Debye (1 D =
3.33564:10%0 C-m). [°I: yaa, xob Y xcc SON elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. [ €l: Energias relativas excluyendo ([d]) e incluyendo
([e]) la energia en el punto cero (ZPE), respectivamente. [1: Energia libre de Gibbs relativa calculada a 298K. [1[€l: todas las energias aparecen expresadas en cm™




Apéndice Il: Mapas de interacciones intramoleculares no covalentes

Conférmero |

Conférmero 11
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Conformero 111

Conférmero 1V
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Conformero V

Conférmero VI
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Conformero VII

Conférmero VIII
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Conférmero IX
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