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Resumen.

La D-penicilamina es un farmaco trifuncional con el que es posible tratar una gran variedad de
enfermedades. En el presente trabajo se aborda, por primera vez, el estudio de su estructura
tridimensional con el fin de poder entender en mayor manera como ejerce su potencial actividad
bioldgica. Mediante el uso de una técnica de ablacién laser, se ha transferido la muestra sélida
de penicilamina a fase gas, para después ser expandida supersdnicamente e interrogada con
una radiacion en el rango de frecuencias de microondas, con la técnica conocida como Laser
Ablation Chirped Pulse Fourier Transform Microwave (LA-CP-FTMW) de espectroscopia de
rotacion, desarrollada en el Grupo de Espectroscopia Molecular (GEM) de la Universidad de
Valladolid. El espectro de rotacién de la D-penicilamina ha sido obtenido experimentalmente,
siendo capaces de identificar dos conférmeros dominantes que se corresponden con las dos
estructuras predichas mas estables de la molécula. Paralelamente, se han empleado métodos
computacionales (mecanica molecular y cdlculos mecanocuanticos), con el fin de buscar las
estructuras mas relevantes, o mas estables, y asi tener una prediccion de los pardmetros
rotacionales que sirvan de guia en la asignacién del espectro experimental. Finalmente, se ha
llevado a cabo un analisis de las fuerzas intermoleculares de los dos conférmeros para poder
discutir si existe alguna correlacién entre la estructura y el papel biolégico que ejerce la
penicilamina.

Abstract.

D-penicillamine is a drug widely used to treat many diseases. In the present work, we
characterize the three-dimensional structure of penicillamine as a first approach to shed light
on its biological activity. Using a laser ablation source, we have transferred solid D-penicillamine
to the gas phase by Laser Ablation (LA) and probed it employing Chirped Pulsed Fourier
Transform Microwave (CP-FTWM) spectroscopy in the isolated conditions of a supersonic jet.
This technique has been designed and developed by Grupo de Espectroscopia Molecular (GEM)
in the University of Valladolid. On the one hand, we use computational methods (both molecular
mechanics and quantum chemical calculations), to search for the most relevant structures. This
allows us to obtain the most stable structures and make a prediction of the rotational spectra in
order to proceed with their assignment. At the same time, the experimental rotational spectrum
of D-penicillamine is obtained, and two conformers are found which correspond to the predicted
most stable conformers. Finally, a characterization of the intermolecular forces is carried out to
discuss any correlation with the biological role of penicillamine.
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l. Introduccion.

La D-penicilamina, cuya estructura se muestra en la Figura 1, se trata de un farmaco sin actividad
antimicrobiana con el que es posible tratar una gran variedad de enfermedades. Como se puede
observar, es una molécula trifuncional, ya que posee un grupo carboxilo, un grupo amino y un
grupo tiol en su forma neutra. Ademas, el compuesto presenta un centro quiral, lo cual es de
elevada importancia de cara a su potencial actividad biolédgica. Curiosamente, tanto la forma
dextrégira como la forma levégira presentan importantes actividades bioldgicas.

O H,C CHj

HO SH
NH,

Figura 1. - Esquema de la forma neutra de la D-penicilamina.

Desde su primera aplicacion en el campo de la hepatologia® han surgido muchas indicaciones
para el uso de la D-penicilamina, algunas de las cuales se muestran a continuacién.

I. 1. Rol ejercido por la L-penicilamina sobre la vitamina Bs.

La vitamina Bg se trata, realmente, de un compendio de tres formas quimicas (piridoxina,
piridoxal y piridoxamina), las cuales se muestran en la Figura 2.

NH,
OH O H OH  hg
OH OH HeC OH
HO 2 | HO X | N
~ =
N CHs; N CHs N/ CHs

Figura 2. — Formas quimicas de la vitamina Be. De izquierda a derecha: piridoxina, piridoxal y piridoxamina.

La funcion bioldgica que desempefian radica en su actuacién como coenzimas en diversos
procesos vitales. No obstante, ni la piridoxina, ni el piridoxal y ni la piridoxamina son capaces de
llevar a cabo esta funcidn. Para ello, se han de fosforilar previamente a sus formas ester-5’-
fosfato, con ayuda de enzimas quinasas. Asi, la forma predominante de la vitamina Bgs en el
plasma es la piridoxal 5’-fosfato (60%), interviniendo en reacciones como la descarboxilacion de
L-aminodcidos, la transaminacidn de aminodcidos a cetoacidos, etc?.

Como se ha mencionado anteriormente, la penicilamina se trata de una molécula quiral, por lo
que se puede presentar en su forma D o en su forma L. La configuracidn de su estereocentro es
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crucial para que desempefie su funcidn como farmaco, ya que se ha demostrado que la forma L
presenta elevada toxicidad al poder interaccionar con la vitamina Be®. Para comprender el por
qué ocurre esto, se ha estudiado la interaccién que se establece a través del piridoxal y la
molécula de penicilamina®.

Figura 3. — Producto de la reaccion de la molécula de L-penicilamina con piridoxal.

Como se puede observar en la Figura 3, esta interaccion radica en los grupos amino y tiol de la
molécula de penicilamina, la cual sugiere que el grupo tiol inhibe el efecto de la molécula de
piridoxal.

I. 2. Rol ejercido por la D-penicilamina en la enfermedad de
Wilson.

La enfermedad de Wilson es un trastorno hereditario autosémico recesivo que afecta al
transporte del cobre en el individuo debido a mutaciones en el gen ATP7B. Como consecuencia,
se produce un aumento de los niveles normales de cobre, acarreando una serie de sintomas que
afectan, principalmente, al higado y al cerebro, aunque pueden afectar también a los ojos
(anillos de Kayser-Fleischer®) y a otros érganos, tales como el corazén®.

Es bien sabido que el cobre se trata de un metal que presenta cierta toxicidad, ya que interviene
en la formacion de radicales que implican dafios oxidativos, ademds de poderse insertar en
determinadas metaloproteinas e incluso inhibir las enzimas ATPasas. No obstante, entra en
juego como cofactor en procesos como la fosforilacién oxidativa o el transporte de oxigeno, por
lo que es crucial en ciertos procesos vitales’. La cantidad de cobre necesaria para un correcto
funcionamiento del organismo es aportada a través de la dieta. Una vez que el metal es
transportado al higado, el gen ATP7B regula la cantidad de cobre que se almacena uniéndose a
metalotioneinas, la que se excreta a través de los canaliculos biliares y la que se convierte en
ceruloplasmina a partir de la union del metal con apoceruloplasmina. Este enzima tiene como
funcidén transportar el cobre presente en el plasma sanguineo hacia érganos periféricos. Asi, al
ocurrir la mutacién caracteristica de la enfermedad de Wilson, se reducira la conversion de
apoceruloplasmina en ceruloplasmina. Ademas, el cobre no se excretard adecuadamente a
través de los canaliculos biliares. Como consecuencia, se produciran dafios en los hepatocitos,
pudiéndose generar un derrame del metal en la sangre, lo que implica un exceso del mismo en
los 6rganos anteriormente mencionados®.
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De esta manera, para su tratamiento se emplean agentes quelantes, tales como
trietilentetramina, sales de zinc, etc. Estos interaccionaran convenientemente con el cobre,
generando el complejo de coordinacién correspondiente, el cual es excretado facilmente al
exterior del organismo®, lo que conlleva a que se reduzca el exceso de metal. Por ejemplo, el
ligando quelato trietilentetramina (TETA), cuya forma se muestra en la Figura 4, se compone de
cuatro dtomos de nitrégeno, por lo que es un ligando tetradentado.

H
HoN N
2 \/\H/\/ \/\NH2

Figura 4.- Esquema del ligando trietilentetramina.

Debido sus caracteristicas estructurales, el ligando TETA es altamente selectivo a la interaccion
con iones de cobre (Il), generandose el correspondiente complejo de coordinacion piramidal
cuadrado distorsionado, cuya base estd conformada por los cuatro dtomos de nitrégeno del
ligando TETA y en su cuspide se encuentra un atomo de cloro. En esta disposicidén todos los
electrones de la capa d mas externa del metal se encuentran interaccionando con otros atomos,
por lo que su posible actividad téxica queda suprimida®®.

No obstante, el compuesto con el que se consiguid por primera vez un tratamiento exitoso de
la enfermedad de Wilson es la D-penicilamina?l. Se ha sugerido un mecanismo de actuacion en
la que ademas de actuar Unicamente como quelato (como es el caso del ligando TETA) actua
como reductor!?. El medicamento es capaz de generar un complejo de coordinacion en el que
el cobre coordinado se encuentra parcialmente como cobre (Il) y como cobre (l), cuya férmula
quimica es: [Cu'sCu's(D-pen)1,Cl]>. En él, el cobre (Il) se encuentra en equilibrio con el medio
circundante, pero quelatado a través de los atomos dadores de nitrogeno y azufre que presenta
la molécula del farmaco, inhibiendo su inherente toxicidad. Por su parte, el cobre (1) es eliminado
del equilibrio. De esta manera, al ocurrir este proceso de reduccidn, se reduce la afinidad de
interaccion del cobre con los atomos de nitrégeno dadores de proteinas, debido a su disposicion
espacial. Como consecuencia, el exceso de cobre es facilmente excretado al exterior del
organismo gracias al ser el complejo generado completamente soluble en agua, al presentar
doce grupos carboxilato (-COO’). No obstante, podria ocurrir una oxidacién de cobre (l) a cobre
(I1). Gracias a los grupos metilo que presenta el medicamento, la situacion es inviable debido a
impedimentos estéricos. Ademas, como en el caso del ligando TETA, la estructura complejada
presenta un atomo de cloro, lo que sugiere que este influye de cierta manera importante en el
proceso.
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I. 3. Rol ejercido por la penicilamina en la cistinuria.

La cistinuria es una enfermedad hereditaria en la que, como consecuencia de mutaciones en los
genes SLC3A1 y SLC7A9, se ve afectado el transporte de algunos aminoacidos y de la cistina a
nivel tubular renal y en algunos casos intestinal’>. Esta viene caracterizada por grandes
concentraciones de cisteina en la orina, lo que conlleva la formacién de calculos de cistina (cuya
forma se muestra en la Figura 5, mediante el proceso de dimerizacién de este aminoacido a
través de un puente disulfuro.

Figura 5. — Forma quimica de la cistina.

Como se muestra en la Figura 6, la cisteina tiene una gran similitud estructural con la
penicilamina, variando Unicamente en la introduccién de dos grupos metilo en el carbono unido
al grupo tiol por parte de esta ultima. Debido a este hecho, se produce una competencia entre
ambas moléculas, lo que permite a la penicilamina establecer complejos con la cistina que son
50 veces mads solubles que ésta, de forma que puede prevenir la formacién de los cdlculos
caracteristicos de esta enfermedad?*.

O O H,C CHj

HS® Y OH HO SH
L- NH,

Zl

Figura 6. — Similitudes estructurales existentes entre la molécula de cisteina (izquierda) y D-penicilamina (derecha).
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l. 4. Otras aplicaciones de la molécula de D-penicilamina.

Ademas de para tratar la enfermedad de Wilson, la D-penicilamina se usa también para el
tratamiento de la intoxicacién por metales. Su estructura quimica y solubilidad conllevan a que
se combine con metales tales como el cobre, cadmio, plomo, oro, mercurio y arsénico formando
complejos que son menos toxicos para el organismo®.

La D-penicilamina también posee propiedades inmunolégicas debidas a la alteracion de
receptores de la membrana de los linfocitos T. Esto se lleva a cabo mediante la interaccién del
grupo tiol y la generaciéon de perdxidos®. Ademds, posee la capacidad de disociar
macroglobulinas, por lo que se usa como tratamiento contra la artritis reumatoide.

Otra de sus utilidades conlleva el tratamiento de la esclerosis sistémica®’. La penicilamina tiene
la capacidad de bloquear grupos aldehido implicados en la formacién de las uniones cruzadas
en el colageno, provocando su desestabilizacion.

Ademéds, la D-penicilamina se emplea en otros tratamientos tales como retinopatia® o el

tratamiento anticanceroso>%.
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I1. Justificacion.

Hasta la fecha, la molécula de D-penicilamina ha sido estudiada empleando resonancia
magnética nuclear (RMN), difraccidn de rayos X, espectroscopia de infrarrojo, Raman e incluso
espectrometria de masas?l. Por una parte, el RMN aporta Unicamente informacién sobre la
disposicion relativa de sus grupos funcionales. Por otro lado, con la difraccién de rayos X es
posible conseguir la estructura tridimensional del sélido, empleando monocristales de D-
penicilamina, los cuales no son estables. Por esta razén, se empled una mezcla racémica de los
isdmeros D y L, consiguiéndose monocristales estables, lo que conduce a la elucidacion de las
distancias y angulos de enlace de este sdlido. En ella, surgen interacciones tales como enlaces
de hidrégeno intermoleculares que pueden distorsionar la estructura intrinseca de la molécula.
Por otra parte, al llevar a cabo su estudio empleando Raman e infrarrojo, se obtiene un espectro
del que surgen bandas caracteristicas debidas a las vibraciones de los enlaces que componen la
molécula. A fin informativo es complementario a los resultados que es posible obtener en
estudios de RMN o difraccion de rayos X. No obstante, no proporciona una informacion precisa
a la hora de la determinacion de la estructura tridimensional de la molécula. Las mismas
conclusiones se pueden obtener del estudio de espectrometria de masas en el que se obtiene
Unicamente la masa molecular de la sustancia y de los posibles fragmentos que puede generar.

Asi, todos los estudios anteriores acerca de la elucidacion de la estructura molecular de la D-
penicilamina implican fases condensadas. En ellas, como se ha mencionado anteriormente,
existen otras series de interacciones que pueden perturbar su estructura. El presente trabajo
aborda por primera vez el estudio de la estructura tridimensional de la forma neutra del farmaco
en fase gas, en ausencia de todas las posibles interacciones intermoleculares existentes en el en
reticulo del cristal o por interacciones con el disolvente: son Unicamente las interacciones
intramoleculares las que controlan las conformaciones mas estables de la D-penicilamina. El
unico impedimento que se presenta es conseguir volatilizar la muestra, la cual se trata de un
solido cuyo punto de fusién es de 210 2C y que descompone al aumentar la temperatura, por lo
que no es posible llevarla a fase gas empleando Unicamente calefaccién. Por esta razdn, se hace
necesario el uso de un laser, que es capaz de ablacionar adecuadamente la muestra, la cual es
posteriormente sembrada en la expansién supersdnica que tiene lugar en el experimento en el
que se ha empleado la técnica espectroscdpica LA-CP-FTMW. Esta técnica, implementada en el
Grupo de Espectroscopia Molecular (GEM) permite obtener, de una manera muy precisay fiable,
las distancias, dngulos de enlace y panorama conformacional del farmaco.
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I1l. Objetivos.

El objetivo general de este trabajo es desvelar el panorama conformacional de la molécula de
D-penicilamina, obteniendo sus estructuras mas estables en forma neutra y en condiciones de
aislamiento en fase gas, lo que permitird obtener un mejor entendimiento de su relacion
estructura-propiedad.

Para ello, se persiguen los siguientes objetivos concretos:
- Realizar un modelado computacional de la D-penicilamina, en primer lugar, mediante mecanica
molecular y posteriormente mediante calculos mecanocuanticos, que servira de base para su

tratamiento experimental.

- Através de la técnica espectroscdpica LA-CP-FTMW, conseguir su espectro rotacional de banda
ancha de seis a catorce gigahercios.

- Asignar las lineas espectrales a cada conférmero predicho en el modelado computacional para
obtener las estructuras de los conférmeros mas estables de la D-penicilamina.

- Realizar un analisis de las fuerzas intramoleculares de los conférmeros obtenidos a fin de
entender sus implicaciones biolégicas.

10
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IV. Metodologia.

El presente trabajo se ha desarrollado en el grupo GEM. En él se han estudiado una gran
diversidad de biomoléculas aisladamente en fase gas, empleando las técnicas espectroscépicas
Laser Ablation Molecular Beam Fourier Transform Microwave Spectroscopy (LA-MB-FTMW) y
Laser Ablation Chirped Pulse Fourier Transform Microwave Spectroscopy (LA-CP-FTMW)
desarrolladas por el Grupo de Espectroscopia Molecular de la Universidad de Valladolid. Para
ello, de forma general, se lleva a cabo la siguiente estrategia:

IIb ITIb
Ib Andlisis de datos:
Vaporizacién por ablacién determinacién de Propiedades
Preparacién muestra: dser (- Moleculares
aglomerantes + prensado
Espectro de Rotacidn y Constantes de rotacidn
Asgignacidn Acoplamiento de cuodrupolo nuclear

Mamento dipolar eléctrico

Identificacién

IITIa Conformacional
La ITa
. ) Prediccidn de Propiedades
Bisqueda conformacional Seleccién de conférmeros Maleculares
— mds estables —_—
"Scr‘eenlng" Constantes de rotacidn

Confédrmeras iniciales
o Acoplamiento de cuadrupalo nuclear

Momenta dipolar eléctrico

Figura 7. - Estrategia utilizada en el estudio estructural de biomoléculas.

Asi, se siguen dos vertientes en paralelo. Por una parte, se lleva a cabo el modelado
computacional, en el que se comienza realizando una busqueda conformacional de Ia
biomolécula empleando mecanica molecular (la). Una vez se encuentran todos sus posibles
conférmeros, se realizan una serie de calculos computacionales, empleando diversas
metodologias (lla), lo que permite conseguir una prediccidon tedrica de sus propiedades
moleculares (llla). Por otra parte, se realiza el procedimiento experimental. En él, se lleva a cabo
la preparacién de la muestra (Ib). Posteriormente, se introduce la muestra preparada en el
instrumento correspondiente, obteniéndose el espectro de rotacién de la molécula (llb). De esta
manera, con la ayuda de los parametros predichos computacionalmente, es posible asignar las
sefiales observadas en el espectro a cada una de sus estructuras (lllb), desvelando el panorama
conformacional de la biomolécula.

IV. 1. Modelado computacional.

1IV. 1. 1. Mecanica molecular.

Este método se enmarca en una connotacion clasica ya que no considera la ecuacion de onda
del sistema, ni el hamiltoniano electroénico, ni la densidad electrénica de la molécula. Es decir,
no implica ninguna contribucién electrdnica. En ella, se considera a los atomos que constituyen
la molécula como esferas y a los enlaces que se establecen entre ellos como muelles. De esta

11
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manera, teniendo en cuenta las constantes de fuerza de los enlaces, se construye una funcién
de energia potencial la cual es funcidn de las posiciones atdmicas??. Esta se denomina energia
estérica (“steric energy”, V) y viene dada a través de la expresion: V = Vg + Vyena + Voop +
Viors + Veross + Voaw + Ves. Como se observa, es suma de una serie de términos®:

|II

o Vgt es la contribucidn a la energia estérica debida al “stretching” de los enlaces que

componen la molécula.

o  Vpena: €s la contribucion a la energia estérica debida al “bending” de los enlaces que
componen la molécula.

®  Voop: €s la contribucion a la energia estérica debida al “bending” que ocurre fuera del
plano de la serie de enlaces que componen la molécula.

o V;ors: €slacontribucidn a la energia estérica debida a las posibles torsiones que puedan
darse en la molécula.

o V., ,ss: €slacontribucidn a la energia estérica debida a términos cruzados. Es decir, da
cuenta de las interacciones que puedan darse entre los “stretching”, “bending” vy
torsiones de la molécula.

e V,aw: es la contribucion a la energia estérica debida a las posibles interacciones de van
der Waals que pueda tener la molécula frente a otros dtomos o moléculas, la cual se
compone de un término atractivo (fuerzas dispersivas de London) y uno repulsivo
(repulsion de Pauli). Este término también puede dar cuenta de los enlaces de
hidrégeno.

e I, eslacontribucidn a la energia estérica debida a interacciones electrostaticas, de la
que da cuenta la ley de Coulomb.

No obstante, para calcular la energia estérica adecuadamente se ha de especificar un
determinado campo de fuerzas. Estos se tratan del conjunto de expresiones analiticas para cada
uno de los términos de V, asi como un conjunto de posibles valores que puedan tener cada uno
de los pardmetros que conforman estas expresiones analiticas (por ejemplo, para Vg, se toman
distancias de enlace, para Vy.,q dngulos de enlace, etc.). Asi, se parte de informacién
experimental o calculos ab initio para escoger unos valores iniciales de estos pardmetros. A
continuacién, estos se modifican para minimizar la desviacion entre las propiedades predichas
de ese determinado campo de fuerzas frente a las propiedades obtenidas experimentalmente o
través de calculos ab initio de un determinado set de moléculas, que se conocen como “training
sets”. No obstante, al intentar mejorar una de estas contribuciones modificando sus parametros
caracteristicos, los otros términos del sumatorio pueden verse afectados negativamente por
esta modificacidon. De esta manera, la parametrizacion en el método de mecanica molecular es
un proceso iterativo (se intenta minimizar V lo mas posible hasta que no se observe una mejora
significativa). En este trabajo se han empleado los campos de fuerzas MMFFs (Merck Molecular
Force Field) y AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinement)?2.

12
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El campo de fuerza AMBER, que se usa principalmente para el estudio de sistemas de pequeiio
tamafio, se puede englobar dentro de los campos de fuerza conocidos como clase |, ya que las
funciones necesarias para llevar a cabo la exploracion de la hipersuperficie de energia potencial
se simplifican lo mds posible: se emplean Unicamente funciones armdnicas para las energias de
enlace y de torsién, se omiten términos cruzados y se emplea el potencial de Lennard-Jones para
el tratamiento de la energia de van der Waals.

Por su parte, el campo de fuerza MMFFs se enmarca en los campos de fuerza conocidos como
clase ll, ya que considera expansiones de segundo o tercer orden para las energias de enlace y
torsidn, introducen términos cruzados y emplean un potencial de tipo exponencial para hallar
la energia de van der Waals. Se emplea fundamentalmente para el tratamiento de sistemas
complejos como proteinas.

Asi, mediante estos campos de fuerza es posible explorar en su totalidad la hipersuperficie (n +
1)-dimensional (donde n son los parametros geométricos del sistema) de energia potencial de
la molécula, encontrando todos sus minimos locales, cada uno de las cuales se corresponde con
una estructura conformacional. Como es légico, al aumentar los grados de libertad moleculares
se hace mas complejo encontrar todos los posibles conformeros del sistema, por lo que se opta
por la inclusién de métodos de muestreo, tales como el método Monte Carlo, en el que ocurren
desplazamientos al azar de los dtomos?*.,

La principal ventaja de esta metodologia es su bajo coste computacional frente a otros métodos
mecano-cuanticos, al poderse evaluar analiticamente la expresién de V.

1IV. 1. 2. Métodos resueltos en la funcion de onda.

Todas las propiedades de un sistema molecular vienen descritos a través de su correspondiente
funcién de onda. Asi, al resolver la ecuacién de Schrédinger independiente del tiempo (HY =
EWY, siendo H el operador Hamiltoniano, E la energia del sistema y ¥ su funcién de onda) es
posible obtener la informacidn de interés del sistema. El operador hamiltoniano es suma de dos
contribuciones:

H=Hggc+Hy
siendo H g gc el hamiltoniano electrénico y H y el hamiltoniano nuclear.
Con el fin de simplificar el tratamiento, se recurre a la aproximacidn de Born-Oppenheimer, que
permite tratar Unicamente el hamiltoniano electréonico y sumar a posteriori el hamiltoniano
nuclear, ya que considera que, los nucleos, debido a su mayor masa, se mueven en un potencial
creado gracias al movimiento electrénico®.
Auln con esta aproximacion, la resolucién exacta del hamiltoniano electrénico es imposible

debido al término de repulsién interelectronico. De esta manera se recurre a diversas
metodologias las cuales abordan de manera muy distinta la resolucion de este hamiltoniano.
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En concreto, en este trabajo se ha optado por el método de perturbaciones de Mgller-Plesset
de segundo orden (MP2), el cual se enmarca en los métodos Post-Hartree-Fock?®?’. El método
Hartree-Fock trata la correlacién electrénica forma promediada, lo que puede conducir a
importantes errores en magnitudes relativas. Estas son sumamente importantes al observar el
panorama conformacional de la molécula objeto de estudio (estabilidades relativas). Asi, el
método MP2 incorpora esta correlacién a través del método de variaciones, tratdndola como
una perturbacidn sobre la funcidon Hartree-Fock:

P

H=H,+ AV

siendo H el hamiltoniano anterior a la perturbacion, 1 es el parametro que mide la magnitud
de la perturbacidon y IV es el operador de la perturbacién. Como consecuencia, las funciones de
onda y energias se expanden, incluyendo las correcciones de segundo orden:

Y =Wl + AWl + 2297

De esta manera, basandose en un hamiltoniano efectivo, se trata de resolver la ecuacidén de
Schrdodinger acudiendo Unicamente a constantes universales y suponiendo una notable mejora
sobre el método Hartree-Fock al uso.

IV. 1. 3. Teoria del funcional de la densidad (DFT).

Este método sustituye a la funcién de onda del sistema (¥) dependiente de 3N coordenadas por
la densidad electrdénica, que depende Unicamente de 3 coordenadas, lo que se fundamenta en
el teorema de Hohenberg-Kohn. Este afirma que la energia del estado fundamental del sistema
es un funcional de la densidad electrénica: E = E[p]?. Asi, la Density Functional Theory (DFT)
trata de calcular las propiedades del estado fundamental del sistema a partir de su densidad
electréonica. El mayor inconveniente del tratamiento es que la forma del funcional es
desconocida.

Como primera aproximacion, la densidad electrénica se puede tratar empleando el método
variacional, por lo que se busca minimizar la energia funcional de forma iterativa partiendo de
una densidad inicial (teorema de Kohn-Sam):

donde T[p] es el sumatorio de las energias cinéticas de cada uno de los electrones que forman
parte del sistemay V. [p] su energia de interaccion®.

Esta no es la unica forma de hallar el funcional de la densidad. Uno de los funcionales mas
utilizados y el empleado en este trabajo es el funcional hibrido B3LYP el cual consta de tres

pardmetros y combina funcionales para la correlacién y para el intercambio3%3,

Para obtener una mayor precisidén en los resultados se usan dispersiones empiricas, que constan
de la parte atractiva del potencial de van der Waals entre dtomos y moléculas no unidos entre
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si. En este trabajo se ha empleado la dispersidon de Grimme, en la que tanto los radios de corte
como los coeficientes de dispersion (independientes de la conectividad de los dtomos, pero

3233 E| mayor

dependientes de la geometria) se obtienen a través de primeros principios
inconveniente de esta dispersién es que la correccién realizada no es dependiente de la

estructura electrdnica.
1IV. 1. 4. Funciones de base.

Para llevar a cabo los calculos computacionales, se hace necesario el empleo de funciones de
base, las cuales describen, como combinacidn lineal, a los orbitales moleculares que caracterizan
al sistema. Estas funciones poseen tres partes:

x=NY(0,y)R(r)
siendo N la constante de normalizacion; Y (6, y) la parte angulary R(r) la parte radial.

En ambos métodos empleados en este trabajo se ha optado por la funcién de base 6-
311++G(d,p)3.

Se trata de una funcidn de valencia desdoblada (split-valence) en la que se emplean funciones
gaussianas, las cuales son de la forma:

R,(r) = r(Zn—Z—l)e—(rz

La bondad de estas bases radica en una mejor descripcion de los electrones de valencia que de
los electrones del core, ya que, al finy al cabo, los electrones de valencia tendran un mayor peso
en las interacciones que pueda establecer la molécula. Asi, en la funcion escogida para este
trabajo, los orbitales internos vienen descritos por una Unica funcién, la cual es contraccion de
seis funciones gaussianas. Por su parte, los orbitales de valencia estan constituidos por una
funcidn triple-zeta, esto es, vienen descritos por tres funciones: la primera de ellas se trata de
una contraccidn de tres funciones gaussianas, mientras que las dos funciones restantes son
gaussianas primitivas.

Por otra parte, se afiaden funciones difusas que se extienden a regiones espaciales mas alejadas
de los nucleos. De esta manera, poseen el mismo nimero cudntico angular que los orbitales de
valencia, pero con menores exponentes. Asi, en la funcion empleada para los cdlculos
computacionales llevados a cabo en este trabajo, se han afiadido funciones difusas para atomos
pesados y una funcién difusa de tipo s para cada atomo de hidrégeno.

Ademas, a la base se le afiade funciones de polarizacién, que tienen como objeto una mejor
descripcién de los cambios de densidad electrénica que ocurren en la molécula. Asi, para cada
atomo pesado (C, O, N, S) se afiade un conjunto de funciones d y para cada dtomo de hidrégeno
se afiade un conjunto de funciones p. Estas funciones de polarizacién son especialmente
importantes para tratar enlaces polares, atomos hipervalentes o cuando se emplean métodos
que implican correlacién electrénica, como es este caso.
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IV. 2. Fundamentos tedricos de la espectroscopia de rotacion.

La espectroscopia estudia la interaccion resonante entre la radiacidén electromagnética y la
materia. Este trabajo se ha llevado a cabo empleando radiacién de microondas, la cual produce

transiciones entre los niveles de rotacién de la molécula objeto de estudio®*3®.

Toda transicién involucra un estado energético de partida y un estado energético de llegada. Si
se atiende a la mecanica cudntica, estos estados energéticos vienen dados a través de la
resolucion de la ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo: HY = EW, donde H el
operador Hamiltoniano, E la energia del sistema y ¥ su funcién de onda. Para describir estas
transiciones se toma el modelo del rotor rigido y, en ocasiones, dependiendo de la molécula a
estudiar y del rango del espectro, se acude al modelo del rotor semirrigido. En este trabajo ha
sido suficiente el empleo del modelo del rotor rigido para obtener resultados concluyentes. Al
estar tratando con una molécula asimétrica, el operador hamiltoniano se expresa
matematicamente como:

L
g_li, Ly 1i
21, | 2L, 2

donde L es el operador del momento angular e I es el momento de inercia. Los parametros
espectroscopicos son las constantes de rotacidn, las cuales son inversamente proporcionales a
estos momentos de inercia:

_h
871'213

por lo que son directamente dependientes de la estructura molecular.

Asi, la condicidn necesaria (pero no suficiente) para que se dé una transicién es la condicion de
Planck-Bohr: la separacion energética entre los estados energéticos implicados ha de coincidir
con la energia de la radiacion incidente. No obstante, no todas las transiciones que cumplan la
condicidn de resonancia estan permitidas. Asi, existen unas determinadas reglas de seleccion,
regidas por la integral de momento de transicidn. Esta da la probabilidad de que ocurra la
transicion entre un estado de partida (¥"') y un estado de llegada (¥’) y viene dada por la
expresion:

W uy"de

Por tanto, ha de ser distinta de cero para que la transicidn esté permitida y sea observable en el
espectro. En espectroscopia rotacional la regla de seleccidon fundamental es que la molécula a
estudiar posea momento dipolar permanente. El momento dipolar total molecular consta de
tres componentes, cada una de las cuales se asocia a un eje de inercia principal. Asi, para
moléculas asimétricas existiran tres tipos de componentes rotacionales (a, b y c), las cuales se
han de estudiar separadamente. Por ejemplo, si el momento dipolar en el eje a es nulo, no se
observaran transiciones de tipo a en el espectro. Ademas, se han de considerar las variaciones
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en los nimeros cuanticos que involucra cada transicién. En trompos asimétricos, existen tres
numeros cuanticos: J, K1, K4. Por una parte, el cambio en el nimero cuantico J ha de ser o bien
nulo o bien de mas menos una unidad (A] = 0; AJ = 4+1). Asi, si A] = 1, se habla de que las
transiciones conforman la rama R, mientras que, si A] = —1, se habla de la rama P. Ademas, si
AJ] = 0, se habla de la rama Q. Por otra parte, los nimeros cudnticos K; y K.1 hacen referencia a
los trompos simétricos prolate (A > B = C) y oblate (A = B > (), limites entre los que se
enmarcan los trompos asimétricos. Asi, con el pardmetro de asimetria de Ray

_2B-A-C
- A-C

es posible saber cuan prolate (k = —1) o cuan oblate (k = 1) es la molécula. Como se ha
comentado, existen tres tipos de transiciones rotacionales (a,b,c), las cuales implican unas
variaciones concretas en los valores de K; y Ki. En el caso de las transiciones tipo a, son
permitidas variaciones en ki. Por su parte, para las transiciones tipo b pueden variar los valores
de K; y K.3 simultdneamente. Finalmente, en las transiciones tipo c, existe un cambio en K.;.

Ademas de las reglas de seleccidn, contribuye a la intensidad de las transiciones del espectro la
ley de distribucion de Boltzmann, ya que esta depende de la poblacidn que posea el estado de
partida. Para estados rotacionales viene dada a través de la expresion:

Ny _ 9] ,-nE/kT _ ~BJ(J+1)/kT
No = 90 ¢ (2] + 1)e

donde interviene la degeneracidon de los niveles rotacionales, su separaciéon energética, la
constante de Boltzmann y la temperatura.

En este trabajo se ha tratado una molécula la cual posee un nicleo de nitrégeno (**N), es decir,
posee un nucleo con distribucién no simétrica de carga, es decir, su momento de spin nuclear
es no nulo (I # 0). En los casos en los que I > 1/2, el momento de cuadrupolo nuclear del
atomo, el cual es una magnitud tensorial

Qxx CIxy xz
qi j = CIyx CIyy Qyz
qzx qzy qzz

serd capaz de interaccionar con el gradiente del campo eléctrico molecular en la posicién
espacial del nicleo. Como consecuencia, en los espectros de rotacién se observara lo que se
conoce como estructura hiperfina, la cual produce un desdoblamiento en las lineas espectrales,
dependiente de la interaccion anteriormente mencionada. El parametro espectroscdpico que es
capaz de caracterizar este fendmeno son las constantes de cuadrupolo nuclear, las cuales
forman parte del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear:

Xxx Xxy Xxz
Xij =e Q qij = ny ny Xyz
Xzx  Xzy Xzz
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Al poseer la D-penicilamina un Unico nucleo de nitrégeno seran significativas Unicamente las
constantes que forman parte de la diagonal principal del tensor de cuadrupolo nuclear.

IV. 3. Metodologia experimental.

1V. 3. 1. Ablacion laser.

Como se ha mencionado en el fundamento tedrico, la radiacién de microondas es capaz de
provocar transiciones rotacionales en los sistemas moleculares. La espectroscopia de rotacion
se lleva a cabo en condiciones de aislamiento en fase gas, en un ambiente libre de
perturbaciones del medio tal y como ocurre en fases condensadas. Por tanto, es necesario llevar
a las moléculas que se encuentren en fase sdélido/liquido a fase gas, vaporizandolas. Este hecho
es uno de los mayores inconvenientes a la hora de llevar a cabo estudios de biomoléculas ya
gue, en la mayoria de las ocasiones su estado natural es sélido con altos puntos de fusidn. Esto
hace que los métodos convencionales de calentamiento para su paso a fase gas no sean viables,
debido ademas a que normalmente provocan su descomposicion térmica.

En el Grupo de Espectroscopia Molecular (GEM) se ha desarrollado una nueva técnica que
supera todas estas barreras que impiden estudiar biomoléculas o moléculas con alto punto de
fusiéon por medio de espectroscopia de microondas, acoplando un laser de Nd-YAG de
picosegundos a los instrumentos de la técnica de espectroscopia de microondas de rotacion.
Mediante pulsos laser la muestra es ablacionada, absorbiendo la energia, volatilizandose y
mezcldndose con el gas portador en la cdmara de estancamiento, lugar de donde parte la
expansion supersénica. Dos parametros fundamentales que influyen en el proceso son la
potencia y la longitud de onda a la que opera el laser. La potencia del laser se define como la
energia por unidad de tiempo que posee cada pulso del laser: P = E /T. De esta manera, al ser
la energia del laser constante, variando la duraciéon del pulso se puede controlar la potencia de

este. Ademads, es de importancia una adecuada focalizacion del laser. Por otra parte, el arménico
al que opera el laser se selecciona a través de cristales que poseen ciertas propiedades
caracteristicas. En este trabajo se ha empleado el tercer arménico de un laser de Nd:YAG, por lo
que se ha empleado un cristal que triplica la frecuencia a la que opera el laser. Este armdnico es
la frecuencia en la que la muestra absorbe la mayor cantidad de radiacidn, por lo que la cantidad
de muestra volatilizada aumentara. Resumiendo, se ha usado un laser con una duracién de 20ps

y 10 mJ por pulso a 355 nm.
IV. 3. 2. Expansion supersoénica.

La mezcla de moléculas y gas portador sufre una expansién supersénica para posteriormente
ser excitadas por la radiacién de microondas. La expansién supersdnica se origina por una
elevada diferencia de presiones entre la cdmara de estancamiento donde se encuentra
inicialmente la mezcla de muestra y gas portador (P, = 1 — 5 bar) y el tanque a alto vacio (P, =
10=7 — 1078 bar), produciéndose un haz supersénico. El alto vacio se obtiene mediante
bombas de vacio, combinando bombas rotativas y difusoras. Ambos compartimentos, la zona
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de estancamiento y el tanque a alto vacio, se encuentran separados por un diminuto orificio
denominado tobera.

P, EXPANSION Salida de gases
Entrada de gas N H
g R, T, - P<<P,

e . & Je' = T<<T =
Camara de N 0 Abombas de vacio
estancamiento . —

Tobera M=1

Figura 8. - Diagrama del proceso de expansion supersonica.

Para que ocurra expansién supersonica se ha de satisfacer la condicién: Py /B > G , siendo G su
valor critico, el cual toma la expresién

14
+1,\"h=1)
6=("""1)
donde y = C,/C, y Py la presion existente en la cdmara de estancamiento y B la presion en el
tanque donde se lleva a cabo la expansién. Cuando esto ocurre, es posible aplicar la

aproximacién isentrépica, considerando el gas de la expansion como ideal con un flujo continuo
isentrépico y comprensible y despreciables los efectos de la viscosidad y conduccién del calor,

ademas de C,, o y constantes. Asi, la magnitud mas importante de la expansion es la entalpia

por unidad de masa al venir el flujo controlado por un gradiente de presiones:
2

Teniendo en cuenta esta expresion, la entalpia del gas en la cdmara de estancamiento se
convierte en energia cinética: al expandirse el gas, |la entalpia decrecer3, el gas se enfriard y la
velocidad media aumentara.

Como se ha comentado anteriormente un factor que influye en la intensidad de las transiciones
rotacionales es la ley de distribucion de Boltzmann, la cual rige las poblaciones de los estados
energéticos de cada conférmero. Asi, aplicando la aproximacion del equilibrio local, se puede
considerar que cada grado de libertad (traslacional, rotacional y vibracional) posee una
distribucidn de Boltzmann. Al enfriarse el gas se consigue que disminuyan las temperaturas
caracteristicas de cada grado de libertad de la molécula, por lo que, Unicamente se poblaran los
estados que impliquen ndmeros cudnticos rotacionales bajos. Este hecho conlleva una gran
simplificacion en los espectros. Ademas, cabe destacar que se alcanza resolucion sub-doppler,
ya que el enfriamiento traslacional se traduce en una estrecha distribucién de velocidades,
consiguiendo que las lineas observadas en el espectro sean muy estrechas.

Por otra parte, la expansidn supersdnica es un proceso direccional. De esta manera las moléculas

no colisionaran entre si, por lo que se encuentran virtualmente aisladas y se evitard el
ensanchamiento de linea por presion.
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IV. 3. 3. Sistema experimental.

El espectro de banda ancha de la D-penicilamina se obtiene en el instrumento LA-CP-FTMW?’
(Laser Ablation - Chirped Pulse - Fourier Transform Microwave Spectroscopy), cuya imagen se
muestra en la Figura 9 y cuyo funcionamiento y condiciones del experimento llevado a cabo en
este trabajo se detallan a continuacién.

Figura 9. - Instrumento LA-CP-FTMW.

En primer lugar, la muestra objeto de estudio (convenientemente preparada) se deposita en una
pieza metdlica donde se producird su volatilizacidon, empleando el tercer armdnico (355 nm) de
un laser de ND:YAG (10 mJ) de picosegundos (20 ps de anchura de pulso). Para aprovechar al
maximo la muestra, se conecta un motor al sistema, que la permite desplazarse y rotar. Asi, una
vez en fase gas, el formaco se siembra en un gas portador (nedn, 10 bar). Estas moléculas se
expanden supersénicamente a través de un diminuto orificio denominado tobera o nozzle. Acto
seguido, se polariza macroscépicamente a las moléculas de D-penicilamina, produciéndose el
fendmeno de interaccidon radiacién-materia, al someterlas a la radiacion de microondas
(amplificada convenientemente), que viaja entre dos antenas que contiene el tanque donde
ocurre la expansion. En este caso, se trata de una radiacién pulsada de banda ancha (“chirped
pulse”), que se consigue digitalmente mediante un generador de onda arbitraria (“arbitrary
waveform generator”), la cual abarca de tres a siete gigahercios. Mediante un doblador se
obtendra una radiacidn de seis a catorce gigahercios, frecuencias que abarca el espectro final.
Tras un retardo determinado, se realiza la deteccién de los FID (“free induction decay”)
moleculares, previamente amplificados, que se registran en un osciloscopio en el dominio del
tiempo. Seguidamente, este realiza la transformada de Fourier, convirtiendo esta sefial al
dominio de frecuencias. Toda la secuencia de pulsos se recoge en la Figura 10.
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Figura 10. - Secuencia de pulsos que tienen lugar en el experimento38,
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V. Resultados y discusion.

V. 1. Preparacion de la muestra.

Antes de llevar a cabo el experimento en el instrumento en el que se obtendrd el espectro de
rotacion de la D-penicilamina es necesario realizar una adecuada preparacion de la muestra. El
farmaco se trata de un sélido pulverulento de elevado punto de fusion (210 9C), que
descompone con la temperatura. Por tanto, para vaporizarlo, serd necesario emplear un laser.
En primer lugar, se pesan del orden de 0.7 g de D-penicilamina comercial. Con el fin de disminuir
el tamafio del grano, el sélido se pulveriza en un mortero de dgata. A continuacién, se mezcla

IM

con un aglomerante industrial (“peoval”, en este caso). La mezcla se deposita en un troquel en
el cual, en uno de sus extremos, se introduce un tornillo que actia como soporte. Finalmente,
con ayuda de una prensa hidraulica, se le aporta la suficiente presidon para que la muestra se
compacte adecuadamente. Asi, una vez extraida del troquel es sometida a un tiempo de secado

en un desecador.
V. 2. Basqueda conformacional.

La forma neutra de la molécula de D-penicilamina posee un grupo amino y un grupo carboxilo,
por lo que es posible catalogarla como un pseudoaminodacido. Este tipo de biomoléculas se
caracterizan por poseer una gran flexibilidad, lo que se traduce en un gran nimero de torsiones,
tal y como se muestra en la Figura 11.

O H,C CHs

HO SH
NH.,

Figura 11. - Posibles torsiones de la forma neutra de la molécula de D-penicilamina.

Por tanto, es de esperar que la D-penicilamina posea una gran cantidad de conférmeros, los
cuales se ven dominados por los diferentes tipos de interacciones intramoleculares de enlace
de hidrégeno que pueden establecerse en la molécula. En este trabajo se empleard la
nomenclatura definida en trabajos anteriores®. Asi, un conférmero de tipo | es aquel en el que
se establece una interaccién intramolecular entre los protones que conforman el grupo amino
y el oxigeno sp? del grupo carboxilo (N-Heee0=C), quedando este ultimo en una disposicidn cis.
Por otra parte, los conformeros de tipo Il, son aquellos en los que se forma un enlace de
hidrégeno entre el protdn del acido carboxilico y el &tomo de nitrégeno que conforma el grupo
amino (O-HeeeNH,), lo que conduce a una disposicién trans del mismo. Finalmente, en un
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conférmero de tipo Il se genera un enlace de hidrégeno entre un protén del grupo amino y el
oxigeno sp? del dcido carboxilico (N-He e e0-H), resultando en una disposicion cis.

rR H R H
R‘I%' H‘ ‘5 o ‘g o
~ H ly (V3 o
Lo O RN N No”
N C H \ r
A v Heeo |
H.._-..:::.‘.:O N /O H ‘O\
H H

I Il 1

Figura 12. - Diferentes tipos de interacciones intramoleculares de enlace de hidrégeno que definen el panorama
conformacional de la forma neutra de aminodciados.

Asi, se opta por explorar la superficie de energia potencial de la D-penicilamina empleando
mecanica molecular con dos campos de fuerza diferentes: MMFFs y AMBER. Con esta
metodologia es posible encontrar todos sus minimos locales, cada uno de los cuales se
corresponde con una estructura conformacional. De esta manera, con el campo de fuerza
MMFFs se han obtenido cuarenta y tres conférmeros y, con el campo de fuerza AMBER treinta
y seis. Como era previsible, la intuicion quimica es insuficiente para desvelar todos los posibles
conférmeros de la molécula, o resultaria ser una labor muy costosa.

Una vez obtenidas todas las posibles estructuras conformacionales de la D-penicilamina, se
procede a la optimizacién de su estructura molecular empleando un célculo computacional ab
initio de alto nivel, concretamente a nivel MP2/6-311++G(d,p), lo cual es necesario para obtener
valores de energia y parametros estructurales mas precisos, ademas de eliminar estructuras
redundantes. Gracias a que el experimento se lleva a cabo en condiciones de aislamiento y bajo
condiciones de expansidon supersdnica, Unicamente las estructuras mas estables, generalmente
por debajo de 500 cm™, estaran lo suficientemente pobladas.

Asi, siguiendo esta metodologia, se obtuvieron un total de cuarenta y tres estructuras distintas.
El anexo A recoge todas las estructuras, mientras que la Figura 13 muestra las estructuras mas
estables.

Por otra parte, en la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos para las estructuras mas

estables a nivel MP2/6-311++G(d,p), los cuales seran de gran ayuda para el andlisis del espectro
y la asignacién conformacional.
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Tabla 1. — Los pardmetros espectroscopicos mds relevantes de cara al experimento de los diez conformeros mds

estables de la D-penicilamina a nivel MP2/6-311++G(d,p),en orden creciente de energias (a, b, c, etc.).

la Ib Ic Id llla
BIA(MHz) 2117 1818 2137 1800 2130
B(MHz) 975 1074 966 1084 969
C(MHz) 895 1029 894 1018 895
(bl -0.87 -0.89 -0.88 -0.83 -0.88
[€,(D) 2.1 1.8 0.1 -1.1 2.1
(D) -0.2 -1.8 1.9 1.5 -1.4
(D) -0.4 0.0 0.0 1.6 1.4
dlyaa -4.46 -2.14 -0.59 -3.96 -4.43
Xbb 2.74 1.98 2.33 2.80 2.67
Xce 1.72 0.17 -1.74 1.16 1.76
IAE(cm™) 0.00 255.01 398.47 446.93 424.87
fIAEzPe(cm™) 0.00 129.90 365.77 374.50 390.85
EBIAG(cm™) 0.00 55.06 334.60 311.29 317.99
le lib llic If Ig
BIA(MHz) 1695 1818 1929 1773 1710
B(MHz) 1222 1077 1037 1125 1194
C(MHz) 965 1030 972 1045 964
(bl -0.30 -0.88 -0.86 -0.78 -0.38
€l,(D) 0.8 1.0 2.1 0.3 1.3
(D) 0.5 -0.4 -0.7 -0.1 0.8
(D) -1.6 0.3 0.9 2.9 -0.4
[dlxaa -2.96 -2.25 -1.32 -0.92 -2.85
Xbb 1.46 1.93 -1.54 3.08 1.37
Xec 1.51 0.33 2.85 -2.17 1.48
[IAE(cm™) 510.07 575.45 565.05 571.59 615.61
fIAEzPe(cm™) 422.72 447.06 452.90 478.53 562.28
EBIAG(cm™) 387.16 293.87 263.71 462.29 460.22

lBIA, B, y C representan las constantes rotacionales (en MHz); Pk es el pardmetro de asimetria
de Ray; “ua, tb, ¥ He son los valores de las componentes del momento dipolar eléctrico (en

Debyes); .., Xob ¥ Xec SON los valores que toman los elementos diagonales del tensor de

acoplamiento de cuadrupolo nuclear; ®! AE se trata de la energia electrénica relativa (en cm™);

IAEzpe es la energia relativa en el punto cero (en cm™); [IAG se corresponde con la energia de

Gibbs relativa calculada a 298 K respecto al minimo global (en cm™).
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Figura 13. — Estructuras mds estables de la molécula de D-penicilamina.

Como es posible extraer de la Figura 13, las disposiciones preferidas de la molécula de D-
penicilamina corresponden a los tipos | y lll, los cuales conllevan una disposicion cis del acido
carboxilico. Es preciso mencionar que la molécula no posee ninguna conformacién de tipo Il
como estructura mas estable. En este caso, la disposicidn del acido carboxilico es trans, por lo
que es posible que los grupos metilo que posee la molécula ejerzan impedimentos estéricos que
no permitan una adecuada estabilizacién de la misma.

V. 3. Obtencion y analisis del espectro.

Tras un periodo de tiempo en el que se deja reposar a la barra de muestra, se procede a la
realizacion del experimento utilizando el espectrometro LA-CP-FTMW mencionado en la
metodologia. La Figura 14 muestra el espectro rotacional de banda ancha obtenido en el rango
comprendido entre 6-14 gigahercios de la molécula de D-penicilamina. Como puede verse, el
espectro consta de una gran cantidad de transiciones rotacionales por lo que se puede concluir
que la obtencidn del espectro ha sido todo un éxito.
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Figura 14. - Espectro rotacional de banda ancha de la molécula de D-penicilamina en el rango 6-14 GHz.

Una vez obtenido el espectro rotacional de la D-penicilamina se procede a su asignacion,
tomando como punto de partida los resultados obtenidos en el modelado tedrico.

En primer lugar, es preciso remarcar que no todas las lineas del espectro se corresponden con
transiciones rotacionales de la molécula. Generalmente, existen lineas electrdnicas (facilmente
reconocibles al tratarse de numeros enteros, como 12000 o 12500 MHz), transiciones
rotacionales debidas a otras moléculas generadas por fotofragmentacién, o de moléculas que
sencillamente se encuentran en el tanque o en la linea de gas o su trayecto. Por ejemplo, el
espectro obtenido en este trabajo presenta las transiciones rotacionales caracteristicas del
dimero del agua a 7354.8 y 12321.0 MHz. Por ello, inicialmente se sustraen dichas lineas del
espectro.

En primer lugar, se opta por la busqueda del conférmero la, ya que se trata del conférmero mas
estable predicho por los calculos ab initio previamente realizados. Ademas, si se atiende a los
valores de cada una de las componentes del momento dipolar, es de esperar observar las
transiciones tipo a (U, = 2D), que son las mas sencillas de asignar, ya que poseen una progresion
muy caracteristica: aparecen como grupos de lineas con un espaciado a una frecuencia de,
aproximadamente, v = (B + C)(J + 1), siendo J el nimero cuéntico de rotacién y By C las
constantes rotacionales. De esta manera, empleando los programas JB95% y AABS*! se encontré
un rotamero con dichas caracteristicas, pudiendo obtener sus constantes rotacionales A=2121
MHz, B=971 MHz y C=886 MHz. Este ajuste se realizd utilizando un modelo de rotor rigido. Cabe
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mencionar que las lineas asignadas presentan una estructura hiperfina, es decir, estaban
divididas a su vez en pequeiias lineas llamadas componentes, caracteristicas de moléculas que,
por ejemplo, posean un nucleo de N (I=1). Este hecho confirma que las lineas asignadas
pertenecen a la D-penicilamina, por lo que partiendo de un ajuste en el que Unicamente se
habian introducido centros de frecuencias, se lleva a cabo un segundo ajuste, introduciendo las
componentes de la estructura hiperfina caracteristica de la molécula. Asi, se obtiene un ajuste
concluyente, en el que se obtienen los valores de las constantes de acoplamiento de cuadrupolo
del rotdmero, ademds de conseguir un refinamiento en sus constantes rotacionales. Los
pardmetros espectroscdpicos obtenidos experimentalmente se recogen en la Tabla 2. Es preciso
remarcar que no se observod ninguna transicidén de tipo b o c.

El siguiente conférmero mas estable en energia se trata del conférmero Ib. En este caso, el
conférmero presenta un momento dipolar tanto en la componente a (1. = 1.8D) como en la
componente b (U, = -1.8D), mientras que se anula en lacomponente C (u.= 0D). Asi, la asignacion
conformacional, empleando también el modelo del rotor rigido, se presenta de forma mas
compleja que en el caso anterior. Como estrategia general, se asignan las transiciones tipo a en
primer lugar, ya que al hacerlo quedan determinadas las constantes rotacionales B y C. Asi,
“Unicamente” se ha de variar el valor de la constante rotacional A para llevar a cabo la asignacion
de todas las componentes tipo b. Finalmente, se asignaron también los valores de las constantes
de acoplamiento cuadrupolares. De esta manera, quedan determinados todos los parametros
espectroscopicos que permiten la identificacién inequivoca de un segundo rotamero. Para este
rotamero se encontraron lineas de tipo a y b, pero ninguna de tipo c. La Tabla 2 muestra las
constantes de rotacidn, asi como los valores de las constantes de acoplamiento de cuadrupolo
obtenidas.

Tabla 2. — Rotdmeros encontrados en el espectro rotacional tras llevar a cabo su andlisis.

Rotamero 1 Rotdmero 2
BIA(MHz) 2121.305 (150) 1825.59969 (127)
B(MHz) 970.91932 (184) 1067.11394 (59)
C(MHz) 885.96970 (183) 1024.26115 (59)
(Plyaa -4.268 (85) -2.027 (37)
Xbb 2.312 (719) 1.781 (59)
Xce 1.956 (719) 0.246 (59)

lBIA, B, y C representan las constantes rotacionales (en MHz); ®Xaa, Xbb ¥ Xcc SON los valores que
toman los elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear.

La Figura 15 muestra algunas de las lineas asignadas para los distintos rotdmeros. Como puede
observarse, ambos presentan transiciones rotacionales con una intensidad similar.
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Figura 15. - Lineas mds significativas de los rotameros 1 (tridngulo rojo) y 2 (circulo azul). Se ejemplifican ciertas
lineas que aparecen en el espectro las cuales no pertenecen a ningun conformero de la molécula de D-penicilamina
(cuadrado negro).

V. 4. Asignacion conformacional.

El espectro rotacional de la D-penicilamina muestra inequivocamente la presencia de dos
rotdmeros. En primer lugar, al comparar los valores de las constantes espectroscdpicas
determinadas experimentalmente para el rotdmero 1 (ver Tabla 2) con los valores predichos
para las estructuras de la D-penicilamina (ver Tabla 1), no es factible llevar a cabo una asignacion
inmediata de su estructura. Por una parte, las constantes rotacionales de las especies la, Icy llla
muestran unos valores similares a los experimentales, por lo que, en primera instancia, se puede
concluir que el rotdmero 1 se trata de uno de estos tres conféormeros. Asi, se hace necesario
recurrir a los valores de las constantes de acoplamiento de cuadrupolo, pudiéndose descartar la
estructura Ic al no poseer valores concordantes. Finalmente, para la distincion entre las
estructuras la y llla, se ha de recurrir a las reglas de seleccidn. Si se atiende al conférmero la, su
estructura muestra Unicamente momento dipolar en la componente a, por lo que Unicamente
presentara transiciones tipo a. Por su parte, el conférmero llla viene descrito por una estructura
gue presenta valores no nulos en todas las componentes de su momento dipolar, por lo que
seran observables transiciones rotacionales de tipo a, b y c. Por tanto, al observar Unicamente
transiciones de tipo g, el conférmero que corresponde al rotdmero 1 es la especie la. El resultado
es concordante con los calculos ya que estos predicen a la especie la como la mas estable. La
Tabla 3 muestra la comparativa final entre el rotamero 1y la estructura asignada.
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Tabla 3. - Comparativa entre los resultados predichos a través de la metodologia “ab initio” y los resultados
experimentales para el conformero la.

Conférmero la Rotamero 1
(predicho) (experimental)
IA(MHz) 2117 2121.305 (150)
B(MHz) 975 970.91932 (184)
C(MHz) 895 885.96970 (183)
blyaa -4.46 -4.268 (85)
Xbb 2.74 2.312 (719)
Xce 1.72 1.956 (719)

leJA, B, y C representan las constantes rotacionales (en MHz); ®Y.a, Xob Y Xec SON l0s valores que
toman los elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear.

Una vez asignado el primer conférmero, se procede a la asignacion de la segunda especie. Al
igual que ocurre con el rotdmero 1, la identificacidon no es inmediata y requiere de un anlisis
detallado. Al comparar las constantes rotacionales del rotamero 2 (ver Tabla 2) con las
constantes predichas para cada conférmero (ver Tabla 1), las constantes rotacionales de las
especies Ib, Id y lllb poseen valores similares, por lo que, al igual que en el caso anterior, se
tienen tres estructuras como posibles candidatas. Es posible descartar la estructura Id gracias a
sus valores de las constantes de acoplamiento de cuadrupolo. Para la distincion entre las
estructuras Ib y lllb, se ha de recurrir una vez mas a las reglas de seleccién. Por una parte, el
conférmero Ib posee una estructura con momento dipolar tanto en la componente a como en
la componente b, por lo que esta especie presentara tanto transiciones tipo a como b. Por otra
parte, el conformero Illb presentard Unicamente transiciones tipo a, al poseer Unicamente
momento dipolar en la componente a. Al observar tanto transiciones de tipo a como de tipo b,
el conférmero que corresponde al rotamero 2 es la especie b, siendo esta la segunda especie
mas estable. En la Tabla 4, se realiza la comparativa entre los valores predichos y experimentales
para el segundo rotdmero y la estructura asignada.

Tabla 4. - Comparativa entre los resultados predichos a través de la metodologia “ab initio” y los resultados
experimentales para el conférmero Ib.

Conférmero Ib Rotamero 2
(predicho) (experimental)

BIA(MHz) 1818 1825.59969 (127)

B(MHz) 1074 1067.11394 (59)

C(MHz) 1029 1024.26115 (59)
Blyaa -2.14 -2.027 (37)
Xbb 1.98 1.781 (59)
Xcc 0.17 0.246 (59)

lBIA, B, y C representan las constantes rotacionales (en MHz); ®'.a, Xob Y Xcc SON los valores que
toman los elementos diagonales del tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear.
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V. 5. Interacciones intramoleculares existentes en los rotameros.
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La Figura 16 muestra el panorama conformacional de la molécula de D-penicilamina. Las
estructuras que se corresponden con los rotameros identificados experimentalmente se
encuentran enmarcadas.

Id
374cm™

la b
Ocm™ 130 cm

Illa b lilc
391cm? 447 cm? 453 cm™

Figura 16. - Panorama conformacional de la molécula de D-penicilamina. Se remarcan los conférmeros identificados.

Ambas se tratan de estructuras conformacionales tipo |, por lo que las interacciones que
premian sobre el resto, son los enlaces de hidrégeno entre el grupo amino y el carboxilo (N-
Heee(0=C) de forma bifurcada, quedando este ultimo en una disposicidn cis. Estas interacciones
estabilizan a la molécula haciendo que aparezcan como las estructuras mds estables.

No obstante, existen otra serie de interacciones, las cuales diferencian claramente ambos
conférmeros. En el caso del conformero la, ademas se establece una interaccidn entre el proton
que forma parte del grupo tiol y el nitrogeno del grupo amino (S-HeeeN-H). Asi, se establece una
interconexidn entre los tres grupos funcionales que posee el fadrmaco, lo que explica su elevada
estabilidad. En el caso del conféormero Ib se produce la interaccion entre uno de los protones del
grupo amino con el azufre del grupo tiol, cuyo protén interacciona con el oxigeno sp? del grupo
carboxilo (S-HeeeO=C).

Finalmente, para evaluar las interacciones no covalentes mediante una representacion visual,
se ha realizado un NCIPlot***3, Estas surgen tras llevar a cabo un célculo de las funciones de onda
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de cada una de las estructuras optimizadas de los dos conférmeros detectados, de donde es
posible obtener la densidad electréonica de la molécula y su gradiente. Asi, la fuerza de las
interacciones intramoleculares que se establecen en cada conférmero viene dada por el color
gue toma esta representacion. El orden de colores que se emplea se conoce como BGR. Asi, el
color azul denota una interaccién atractiva no covalente fuerte, el color verde denota
interacciones moderadas/débiles y el color rojo fuerzas repulsivas. En ambos conférmeros,
como se puede observar en la Figura 17, las interacciones que se establecen entre los tres grupos
funcionales son todas moderadas o débiles, no habiendo ninguna interacciéon fuerte. No
obstante, el elevado numero de interacciones que presentan las estructuras conlleva a una
estabilizacién molecular importante. Por tanto, es coherente que ambas estructuras sean
propias de los conférmeros mas estables, situando a la siguiente estructura mas estable a unos
~400 cm™, y que ambos sean los rotdmeros detectados en el espectro rotacional.

Figura 17. — NClplot de los dos conformeros mds estables detectados en el espectro rotacional de la D-penicilamina.
V. 6. Implicacion bioldgica.

Como se ha comentado en el punto anterior, a pesar de que la D-penicilamina sea un compuesto
estable, ninguno de sus dos conféormeros mas relevantes presenta una interaccion
intramolecular fuerte. Por ejemplo, debido a que el grupo tiol presenta una interaccion
intramolecular (enlace de hidrégeno) moderado/débil, serd energéticamente poco costoso
romper esta intramolecularidad, lo que permitird su interaccidn con otras moléculas o
macromoléculas a su alrededor, lo cual podria explicar varias de las situaciones expuestas en la
introduccion, y, por tanto, su papel bioldgico. Algunos de estos casos podrian ser:

- Como se ha mencionado anteriormente (Figura 3), la L-penicilamina reacciona con la
vitamina B mediante la unidn covalente entre los grupos amino y tiol de la molécula de

L-penicilamina con la parte terminal de la vitamina, inhibiendo su efecto.

- Ademas, se habia comentado que la penicilamina compite con la cisteina mediante la
formacién de puentes disulfuro (Figura 6) previniendo la formacion de célculos de
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cistina en la cistinuria. Nuevamente, la capacidad de los grupos tioles para interaccionar
con el entorno parece tener un rol importante.

- También se habia mencionado que la D-penicilamina se usa para tratar la artritis
reumatoide debido a que posee propiedades inmunolégicas. Esto parece ser
consecuencia de las alteraciones entre la penicilamina y los receptores de la membrana
de los linfocitos T, a través de sus grupos tiol.

Finalmente, ademds de la importancia del grupo tiol, el elevado nimero de grupos funcionales
y posibles interacciones que presenta la penicilamina también podria explicar su alta capacidad
para generar complejos de coordinacidon con los metales pesados, o con el cobre en la
enfermedad de Wilson.
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V1. Conclusiones.

En el presente trabajo se ha llevado a cabo, por primera vez, el estudio rotacional de la molécula
de D-penicilamina en fase gas empleando la técnica espectroscdpica LA-CP-FTMW.

Tras llevar a cabo el modelado computacional “in vacuo” de la molécula empleando mecanica
molecular y la metodologia “ab initio”, registrar su espectro rotacional y realizar una asignacion
conformacional, se han desvelado inequivocamente dos conférmeros del farmaco, por
comparacién directa entre los pardmetros espectroscépicos predichos y experimentales, que
ofrecen un gran grado de correlacion. Estas dos estructuras fueron predichas como las mas
estables y son ambas de tipo |, al darse la interaccion de enlace de hidrégeno del protén del
grupo amino con el oxigeno sp? del grupo cis-carboxilo.

Ademas, se ha realizado un andlisis de las fuerzas intramoleculares que gobiernan a los dos
conférmeros. La serie de conexiones que se establecen en ellos apoya a su funcién como agente
guelante o capacidad de coordinacién con metales pesados.

Por otra parte, es de gran importancia la presencia de los dos grupos metilo que posee el
medicamento, ya que es posible que aporten el suficiente impedimento estérico para que
Unicamente existan las conformaciones de tipo | y Ill como las formas mds estables de la
molécula, ambas caracterizadas por la disposicién cis del grupo carboxilo. Ademads, este hecho
se correlaciona con el mecanismo de actuacion propuesto en la bibliografia'?, en el que impiden
la reoxidacion de cobre (I) a cobre (l1).

Finalmente, los resultados apuntan a que la no-capacidad de los grupos tioles en la penicilamina
para formar enlaces intramoleculares fuertes pudiera ser la razén de las varias funciones
bioldgicas que desempefia la penicilamina, permitiendo la interaccidn de estos grupos con el
entorno en enfermedades tales como la cistinuria, la artritis reumatoide o la deficiencia de
vitamina Bg inducida por su forma L.
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Anexo A. Estructuras optimizadas de la molécula de D-
penicilamina a nivel MP2/6-311++G(d,p).

Conférmero 1 2 3 4
A(MHz) 2117 1818 2137 1800
B(MHz) 975 1074 966 1084
C(MHz) 895 1029 894 1018

Ha(D) 2.1 1.8 0.1 -1.1
Hs(D) -0.2 -1.8 1.9 1.5
(D) -0.4 0.0 0.0 1.6
Xaa -4.46 -2.14 -0.59 -3.96
Xbb 2.74 1.98 2.33 2.80
Xec 1.72 0.17 -1.74 1.16
AE(cm™) 0.00 255.01 398.47 446.93
AEzpe(cm™) 0.00 129.90 365.77 374.50
AG(cm™) 0.00 55.06 334.60 311.29
Conférmero 5 6 7 8
A(MHz) 2130 1695 1818 1929
B(MHz) 969 1222 1077 1037
C(MHz) 895 965 1030 972
Ha(D) 2.1 0.8 1.0 2.1
(D) -1.4 0.5 -0.4 -0.7
(D) 1.4 -1.6 0.3 0.9
Xaa -4.43 -2.96 -2.25 -1.32
Xbb 2.67 1.46 1.93 -1.54
Xec 1.76 1.51 0.33 2.85
AE(cm™) 424.87 510.07 575.45 565.05
AEzpe(cm™) 390.85 422.72 447.06 452.90
AG(cm™) 317.99 387.16 293.87 263.71

b C
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Conférmero 9 10 11 12
A(MHz) 1773 1710 1803 2138
B(MHz) 1125 1194 1084 962
C(MHz) 1045 964 1023 889

Ha(D) -0.3 1.3 -0.6 -0.3
Hs(D) -0.1 0.8 -0.8 0.9
(D) -2.9 -0.4 1.0 0.8
Xaa -0.92 -2.85 -3.63 -1.32
Xbb 3.08 1.37 2.72 2.33
Xec -2.17 1.48 0.90 -1.01
AE(cm™) 571.59 615.61 673.36 779.18
AEzpe(cm™) 478.53 562.28 606.64 677.79
AG(cm™) 462.29 460.22 482.42 562.12
C
C C
C
C LW
C
Conférmero 13 14 15 16

A(MHz) 2147 1823 1706 2112

B(MHz) 965 1072 1208 973

C(MHz) 891 1026 971 905
Ha(D) 0.2 -1.2 0.6 -0.6

Hs(D) 0.3 0.1 1.7 1.7
(D) 1.8 -0.2 0.6 1.3
Xaa -0.92 -3.77 -2.79 -0.50
Xbb 2.32 2.27 1.24 2.28
Xec -1.41 1.51 1.55 -1.78
AE(cm™) 751.52 893.55 842.92 808.52
AEzpe(cm™) 680.19 719.94 750.96 763.75
AG(cm™) 591.74 586.94 706.63 724.90

@—°o0
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Conférmero 17 18 19 20
A(MHz) 1695 1772 2126 1707
B(MHz) 1247 1118 977 1211
C(MHz) 959 1064 894 962

Ha(D) 0.1 0.6 -1.6 -1.3

Hs(D) 0.4 2.0 1.6 0.7

(D) -0.5 -1.8 -0.2 -1.0

Xaa -3.04 0.11 -4.65 -2.70

Xbb 1.47 2.93 2.90 2.98

Xec 1.57 -3.05 1.75 -0.28
AE(cm™) 892.59 894.07 924.02 1006.82
AEzpe(cm™) 774.52 802.33 859.94 871.19
AG(cm™) 686.51 798.16 752.61 795.25

K
C C
&
LL (W C
C

Conférmero 21 22 23 24
A(MHz) 2155 1724 2147 1922
B(MHz) 976 1182 969 1043
C(MHz) 879 966 891 975

Ha(D) 0.3 0.8 0.6 1.3
Hs(D) -0.6 1.5 -1.5 -1.7
(D) 2.5 1.9 2.0 -0.6
Xaa -1.75 -2.67 1.78 -2.09
Xbb 2.29 1.09 2.83 -0.63
Xec -0.54 1.58 -4.61 2.72
AE(cm™) 1041.72 1005.21 1149.60 1149.85
AEzpe(cm™) 925.84 940.03 1015.06 1019.04
AG(cm™) 766.06 875.94 872.19 791.67
T C
C
C
C f C
C
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Conférmero 25 26 27 28
A(MHz) 2118 2222 1789 1786
B(MHz) 966 966 1081 1178
C(MHz) 894 835 1030 916

Ha(D) 1.9 -1.0 1.2 2.4
Hs(D) 1.5 -0.8 1.8 1.6
(D) -0.8 -1.8 1.0 1.0
Xaa -4.59 1.43 -2.37 -2.14
Xbb 2.81 2.05 2.79 0.56
Xec 1.78 -3.47 -0.43 1.58
AE(cm™) 1104.89 1137.71 1191.50 1224.74
AEzpe(cm™) 1019.74 1029.07 1066.84 1112.59
AG(cm™) 938.31 973.77 947.01 984.63
C
Y ¢
G
C
@

Conférmero 29 30 31 32
A(MHz) 2121 2231 2174 1886
B(MHz) 969 980 979 1119
C(MHz) 904 822 879 885

Ha(D) -0.6 -1.5 0.6 -1.8
Hs(D) 0.2 -1.1 -0.2 1.6
(D) 3.2 -0.5 -0.5 -0.9
Xaa -0.89 1.45 1.74 1.73
Xbb 2.26 2.65 2.91 2.84
Xec -1.36 -4.10 -4.65 -4.57
AE(cm™) 1201.97 1213.93 1244.76 1217.01
AEzpe(cm™) 1114.40 1120.43 1121.41 1132.96
AG(cm™) 1025.30 1025.18 890.52 1104.20
C
L ¢
C
C
J C
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Conférmero 33 34 35 36
A(MHz) 1786 1786 1706 1713
B(MHz) 1092 1084 1223 1202
C(MHz) 1051 1035 966 965

Ha(D) -1.7 1.7 -0.1 1.4
Hs(D) 2.6 -0.6 2.0 2.1
(D) 0.0 0.7 1.5 1.0
Xea -3.22 -3.04 -2.91 -3.15
Xbb 2.26 2.73 1.36 2.97
Xec 0.97 0.31 1.55 0.17
AE(cm™) 1339.00 1352.42 1351.93 1404.52
AEzpe(cm™) 1169.56 1205.15 1219.15 1244.96
AG(cm™) 989.59 939.36 1098.44 1162.88
- C C ,
* C
. 'd C
@

Conférmero 37 38 39 40
A(MHz) 1799 2130 2194 1719
B(MHz) 1172 955 972 1213
C(MHz) 920 899 843 957

Ha(D) 0.4 1.9 0.4 -1.9
Hs(D) 2.3 -0.1 -0.4 2.5
(D) 1.6 1.1 -0.6 1.9
Xaa -2.25 -4.53 1.30 -2.89
Xbb 2.86 2.71 1.78 3.04
Xec -0.61 1.82 -3.09 -0.15

AE(cm™) 1330.56 1468.32 1623.16 1834.91

AEzpe(cm™) 1272.40 1360.12 1475.01 1649.89

AG(cm™) 1284.25 1240.95 1357.59 1471.02

= ‘e
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C C
C & C C
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Conférmero 41 42 43
A(MHz) 1856 1784 1778
B(MHz) 1126 1129 1116
C(MHz) 903 1036 1059

Ha(D) -0.8 0.9 0.1

Hs(D) 2.3 1.3 0.2

(D) -1.9 1.8 -1.9

Xaa 1.79 0.18 0.12

Xbb 2.89 2.95 2.59

Xec -4.67 -3.14 2,71
AE(cm™) 1865.89 1857.83 1904.91
AEzpe(cm™) 1719.28 1720.00 1753.04
AG(cm™) 1566.53 1588.10 1635.84
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