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1. INTRODUCCION

La amplia presencia de la funcion amida en sustancias biolégicamente activas
como péptidos y proteinas, glico- y lipoproteinas y numerosos farmacos, asi como en
procesos de reconocimiento molecular abidtico, su utilizacion cada vez mas frecuente
en sistemas anfitrion-huésped Utiles en el disefio de procesos supramoleculares, etc.,
motiva la necesidad de conocer en profundidad la conformacion de estas sustancias en
disolucién para entender sus propiedades. Esta Tesis Doctoral evalla los distintos
factores que contribuyen al desplazamiento quimico del entorno de la funcién amida en
resonancia magnética nuclear (en adelante RMN), haciendo especial énfasis en la
anisotropia magneética como vehiculo para profundizar en su estructura y como
herramienta de determinacion estructural desde amidas simples a proteinas. Para ello
hemos correlacionado datos geométricos obtenidos mediante célculos tedricos con
desplazamientos quimicos experimentales de RMN.

La interpretacion clasica*®>* de

la estructura y propiedades de esta funcion tanto
en fase gaseosa como en disolucion o fase condensada, recurre al carécter parcial de
doble enlace de la unién C(O)-N, que es consecuencia de la deslocalizacion del par de
electrones no compartido del nitrégeno con el sistema = del grupo carbonilo. La Figura

1a muestra las dos formas resonantes que pueden dibujarse para esta funcion.

! The Amide Linkage; A. Greenberg, C. M. Breneman, J. F. Liebman, Eds.; Wiley: Nueva York, 2000.

2 (a) B. C. Challis y J. A. Challis, Comprehensive Organic Chemistry. The Synthesis and Reactions of
Organic Compounds; D. H. R. Barton y W. D. Ollis, Eds.; Pergamon: Oxford, 1979; Vol. 2, pp 957-1065.
(b) F. Duus, Comprehensive Organic Chemistry. The Synthesis and Reactions of Organic Compounds; D.
H. R. Barton y W. D. Ollis, Eds.; Pergamon: Oxford, 1979; Vol. 3, pp 373-487.

% (a) W. E. Stewart y T. H. Siddall I1I, Chem. Rev. 1970, 70, 517-551 y referencias alli citadas. (b) H.
Kessler, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1970, 9, 219-235. (c) M. Oki, Top. Stereochem. 1983, 14, 1-81.

* (a) M. Feigel, J. Phys. Chem. 1983, 87, 3054-3058. (b) C. B. LeMaster y N. S. True, J. Phys. Chem.
1989, 93, 1307-1311.
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Una consecuencia importante del caracter parcial de doble enlace de la union
C—N de las amidas y tioamidas es la existencia de los isémeros E y Z,> debidos a la
rotacion impedida en torno a dicho enlace (Figura 1b). La existencia de estos isomeros
rotacionales se ha establecido mediante estudios de espectroscopia Raman,
espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear y medidas de momento dipolar.
En algunos casos, se ha podido aislar un solo isébmero por cristalizacién a baja

temperatura o complejacion.’?

(6] [on , 0% , 0%
U -/ 4 4
Ri—=C R—C Ri—C., R,—C.
\ — N+ \rot — N+
/N—H /N—H /N—H /N—R2
R, R2 R, H
E (cis) Z (trans)

@) (b)

Figura 1. (a) Formas resonantes de la funcién amida. (b) Isémeros E y Z de amidas.

En trabajos realizados anteriormente en nuestro departamento se ha analizado la
estructura de los amidoazucares en disolucién mediante RMN, y en estado cristalino
mediante difraccién de rayos X.° También se han realizado calculos semiempiricos
sobre modelos y sobre las estructuras reales de los citados amidoazlcares. Como

resultado de estos estudios se encontraron pautas de comportamiento general en estos

> Aunque la rotacion en torno al enlace C-N en amidas aparece generalmente como isomerizacion
cis/trans, la definicién de cis y trans es ambigua, y la nomenclatura estandar de la IUPAC desaconseja su
uso: A Guide to IUPAC Nomenclature of Organic Compounds. Recommendations 1993; Blackwell
Scientific Publications: Oxford, 1993.

¢ (a) M. Avalos, R. Babiano, M. J. Carretero, P. Cintas, F. J. Higes, J. L. Jiménez y J. C. Palacios,
Tetrahedron 1998, 54, 615-628. (b) M. Avalos, R. Babiano, C. J. Duran, J. L. Jiménez y J. C. Palacios, J.
Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1992, 2205-2215. (¢) R. Babiano, C. Durén, J. Plumet, E. Roman, E. Sanchez
y J. A. Serrano, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1989, 1923-1926.
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compuestos y se propusieron una serie de reglas para la asignacion estructural mediante
RMN de sus isémeros Z/E. Su aplicacion ha permitido alcanzar un conocimiento mas
exacto de la estructura en disoluciéon de moléculas con interés bioldgico o
farmacol6gico como son las N-alquil-N-glicosilamidas derivadas de acidos grasos y los
antibidticos  istamicinas,  N-acetilcalicheamicinas,  glicocinamoilespermidinas,
estreptomicinas, etc.®® Estas reglas sélo se justifican si, como se muestra en la Figura 2
para la N-formil-B-D-glucopiranosilamina (1), se adopta la conformacion anti entre el
proton unido al nitrégeno y el proton anomérico. Los célculos semiempiricos y estudios

de rayos X realizados® también muestran esta preferencia.

OH OH

H H
HO Q HO O \
R A H@NYO
HOW o HOlW H
17 1E

Figura 2. Equilibrio conformacional entre las estructuras
Zanti Y Eanti de la N-formil-p-D-glucopiranosilamina.

Sorprendentemente, al tiempo que en los afios 90 se publicaban estos resultados,
aparecian también una serie de estudios tedricos a nivel ab initio (HF/4-31G, HF/4-
31G**, HF/6-31G* y HF/6-31G™**; en el apéndice A se describe el formalismo relativo
a los métodos de célculo) que concluian que las conformaciones mas estables para
amidas sencillas como la N-metilacetamida (2) eran las syn, aproximadamente 0,5
kcal/mol mas estables que las anti (Figura 3).” Ademas, en torno al afio 2000
prestigiosas revistas como Journal of the American Chemical Society, Journal of
Chemical Physics, Journal of Physical Chemistry Ay B, etc., recogian un considerable

7 (a) W. L. Jorgensen y J. Gao, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 4212-4216. (b) D. A. Dixon, K. D. Dobbs y
J. J. Valentini, J. Phys. Chem. 1994, 98, 13435-13439. (c) S. Saito, Y. Toriumi, N. Tomioka y A. Itai, J.
Org. Chem. 1995, 60, 4715-4720.
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nimero de publicaciones en las que grupos como el de Krimm,® Tasumi,® Nandini,*
etc., basandose en estas preferencias conformacionales calculaban los espectros
vibracionales de amidas simples (como la N-metilacetamida) y de pequefios péptidos, y
asignaban bandas observadas experimentalmente a estas estructuras. En el mismo

contexto metodolégico se empleaba también el espectro rotacional de microondas.™

Ny OYCH3
H H N
H\|/ ~
H

H

H o) H
H i Zanii (¢ =180° © =0°) Zsyn (¢ =0°1 =07
R
ke | |
H o) H HsC.__O
2 ho H
H& \]40 ——  HaZ N
H
T T
Eanti (¢ =180°, © =180°) Egyn (0 =0°, 1 =180°)

Figura 3. Conformaciones syn y anti de los isémeros Z y E de la N-metilacetamida (2).

Un analisis mas cuidadoso de los antecedentes bibliograficos sobre célculos
computacionales de estructuras de amidas muestra una clara discrepancia de los

diferentes modelos, aparentemente producida al aumentar el nivel de teoria. Asi, igual

¥(a) T. C. Cheam y S. Krimm, J. Chem. Phys. 1985, 82, 1631-1641. (b) S. Krimm, S. Song y S. A. Asher,
J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 4290-4294. (c) N. G. Mirkin y S. Krimm, J. Am. Chem. Soc. 1990, 112,
9016-9017. (d) S. Song, S. A. Asher, S. Krimm y K. D. Shaw, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 1155-1163.
(e) N. G. Mirkin y S. Krimm, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 9742-9747. (f) X. G. Chen, R. Schweitzer-
Stenner, S. A. Asher, N. G. Mirkin y S. Krimm, J. Phys. Chem. 1995, 99, 3074-3083. (g) X. G. Chen, S.
A. Asher, R. Schweitzer-Stenner, N. G. Mirkin y S. Krimm, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 2884-2895. (h)
R. Schweitzer-Stenner, G. Sieler, N. G. Mirkiny S. Krimm, J. Phys. Chem. A 1998, 102, 118-127.

® H. Torii, T. Tatsumi, T. Kanazawa y M. Tasumi, J. Phys. Chem. B 1998, 102, 309-314.

03, Nandini y D. N. Sathyanarayana, J. Mol. Struct. (THEOCHEM) 2002, 579, 1-9.

1L A, C. Fantoni y W. Caminati, J. Chem. Soc., Faraday Trans. 1 1996, 92, 343-346.



MENU SALIR

1. INTRODUCCION

que nuestros calculos mostraban preferencia por conformaciones anti en
amidoazUcares,®® otros estudios anteriores basados en el método PRDDO* (Partial
Retention of Diatomic Differential Overlap), utilizado desde los afos setenta ya que
simula con bajo coste los minimos ab initio de los conjuntos de bases de Slater, y los
calculos de mecanica molecular, semiempiricos y ab initio (RHF, pero con conjuntos de
bases menos sofisticados que los utilizados por Jorgensen’ y Nandini,*® como 3-21G, y

1.® evidenciaban

6-31G* sblo para punto simple) llevados a cabo por Riguera y co
también la mayor estabilidad de la conformacion anti de las amidas simples. Sin
embargo, célculos posteriores a nivel ab initio con conjuntos de bases mas potentes,
como los MP2/6-311+G** realizados por Wiberg,'* insistian de nuevo en que la

conformacidn syn es la mas estable.

De todo lo anterior se deduce que es necesario explicar esta diferencia
estructural aparente entre amidoazucares y amidas simples y, de ser real, investigar qué
factores inciden en este cambio de comportamiento. Para ello debiamos encontrar una
metodologia que permitiera contrastar las predicciones tedricas de los célculos y los
datos experimentales. La resonancia magnética nuclear podia ser una buena técnica para

este objetivo.

La anisotropia magnética del grupo amido provoca fuertes influencias en el
desapantallamiento quimico de nucleos préximos. Curiosamente, tras una activa
investigacion desarrollada durante las primeras etapas de la RMN, no se lograron

formular metodologias eficientes basadas en este fenomeno. Asi, si bien en 1957

12'3, Scheiner y C. W. Kern, J. Am. Chem. Soc. 1977, 12, 7042-7050.
¥3. K. Latypov, J. M. Seco, E. Quifiod y R. Riguera, J. Org. Chem. 1995, 60, 1538-1545.

K. B. Wiberg y D. J. Rush, J. Org. Chem. 2002, 67, 826-830.
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I*®> propuso ecuaciones generales con pretensiones de cuantificar el fenémeno

McConnel
(ver apartado 2.2 para mas informacion), éstas eran de poca eficiencia practica al incluir
parametros como el tensor de susceptibilidad magnética, que es poco conocido y dificil
de calcular. Posteriormente, tras el estudio de un gran nimero de sustancias organicas se

23 que describfan cualitativamente el

desarrollaron propuestas geométricas
desapantallamiento originado en las diferentes regiones en torno a la funcion. Aunque
en los dltimos afios han aparecido contribuciones notables’® que consideran la
anisotropia magnética en la prediccion del comportamiento en RMN de péptidos
concretos, no se ha realizado una evaluacion cuantitativa del fenébmeno que permita su

aplicacion general.

Un segundo objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido la extrapolacion de
resultados hacia grandes moléculas como péptidos y proteinas. Como se resalta en una
revision reciente,” la determinacién de la estructura tridimensional de biomoléculas
mediante RMN parte del efecto NOE como base, y su potencialidad se incrementa
mediante el desarrollo de las técnicas multidimensionales. Mediante la sistematica de
asignacion secuencial de Wiithrich,'® se identifican los diferentes sistemas de espin de

los aminoacidos unidos en la estructura primaria de la proteina, y su secuencia se

> H. M. McConnell, J. Chem. Phys. 1957, 27, 226-229.

16 (a) D. C. Dalgarno, B. A. Levine y R. J. P. Williams, Biosci. Rep. 1983, 3, 443-452. (b) M. A. Jiménez,
J. L. Nieto, J. Herranz, M. Rico y J. Santoro, FEBS Lett. 1987, 221, 320-324. (c) L. Szilagyi y O.
Jardetzky, J. Magn. Reson. 1989, 83, 441-449. (d) K. Osapay y D. A. Case, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113,
9436-9444. (e) D. S. Wishart, B. D. Sykes y F. M. Richards, Biochemistry 1992, 31, 1647-1651. (f) M. P.
Williamson y T. Asakura, J. Magn. Reson., Ser. B 1993, 101, 63-71. (g) K. Osapay y D. A. Case, J.
Biomol. NMR 1994, 4, 215-230. (h) R. D. Beger y P. H. Bolton, J. Biomol. NMR 1997, 10, 129-142. (i) D.
Sitkoff y D. A. Case, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 12262-12273. (j) G. J. Sharman, S. R. Griffiths-Jones,
M. Jourdan y M. S. Searle, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 12318-12324.

173, Jiménez-Barbero, An. Quim. 2002, 98 (4), 18-23.

18 G. Wagner, A. Kumar y K. Wiithrich, Eur. J. Biochem. 1981, 114, 375-384.
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establece fundamentalmente mediante experimentos COSY y NOESY. A su vez, los
efectos NOE entre protones lejanos contienen informacion tridimensional de la
biomolécula, ya que son directamente relacionables con la distancia a la que se
encuentran en la conformacion de la proteina.”® Pero lo que no explica esta eficiente
técnica de asignacion es la frecuencia de resonancia de los distintos ndcleos. Sin duda,
la anisotropia magnética del enlace peptidico debe ser un componente esencial en el
desplazamiento de protones y en menor medida de carbonos, junto con otros factores
identificables en el entorno quimico. Tanto la ecuacién de McConnell,*> como los

modelos geométricos cualitativos propuestos  posteriormente®**®

y nuestras
investigaciones en amidoazticares® apuntan a un comportamiento de la anisotropia
magnética relacionable con la geometria. Segin la idea aceptada de que s6lo podemos
entender que un concepto estd bien establecido cuando somos capaces de expresarlo
matematicamente, en esta Tesis Doctoral proponemos una estrategia cuyo objetivo final
es cuantificar la anisotropia magnética que aprecian los nicleos que se encuentran

emparedados entre dos fragmentos de amida en la secuencia del péptido (Figura 4).

R

o} ch/// H
MT N W’i,
LRI
o

Figura 4. Estructura extendida de un péptido
y angulos diedros que la definen.

¥ W. Braun, C. Bosch, L. R. Brown, N. Go y K. Wiithrich, Biochim. Biophys. Acta 1981, 667, 377-396.
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Estos objetivos se encuentran desarrollados en esta memoria en los siguientes

capitulos:
2. Antecedentes generales sobre las metodologias aplicadas.
3. Nuevas investigaciones.

3.1. ¢Podemos determinar la conformacion preferente de las amidas

secundarias??°

3.2. Correlaciones entre estructura y desplazamientos quimicos en amidas

secundarias.

3.3. Correlaciones en proteinas.

0 En esta memoria se ha denominado, de forma genérica, a las estructuras RCO-NH,, RCO-NHR' y
RCO-NR'R"” como amidas primarias, secundarias y terciarias, respectivamente, y esta terminologia se
encuentra ampliamente difundida en la literatura cientifica moderna. Conviene, no obstante, mencionar
que la IUPAC recomienda denominar amidas secundarias a N-acilamidas, es decir, la funcionalidad que
en quimica orgéanica se denomina imida. Véase: A Guide to IUPAC Nomenclature of Organic
Compounds. Recommendations 1993; Blackwell Scientific Publications: Oxford, 1993, p 263.

10
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2. ANTECEDENTES GENERALES SOBRE LAS METODOLOGIAS APLICADAS

La estrategia de trabajo de esta investigacion se basa en un dialogo continuo
entre los datos experimentales que aporta la RMN de amidas secundarias y el calculo
tedrico de sus estructuras a un nivel cuyo coste en términos computacionales no impida
abordar moléculas de un tamafio medio. La gran aportacion de la RMN al conocimiento
de la estructura en disolucion es mas que conocida. Como ejemplo, el trabajo de
Karplus,?! que demuestra una relacién trigonométrica entre nticleos vecinos y su angulo
de torsidn, es uno de los articulos mas citados del pasado siglo. Que existe una relacién
entre el desplazamiento quimico de un determinado ndcleo y su entorno quimico es un
concepto que viene perfeccionandose desde que la técnica de RMN es asequible al
quimico.? Se acepta que la constante de apantallamiento que determina la posicion de
la sefial de resonancia de un nicleo determinado se compone de una serie de

contribuciones (ecuacion [1]):
G = Ogia * Opara G' + Gmedio [1]

donde o’ tiene en cuenta la influencia de grupos vecinos que pueden reforzar o atenuar
el campo magnético sobre el grupo, Yy omedio la influencia de las interacciones
intermoleculares. A su vez, la componente diamagnética cgiz Se refiere al campo de
sentido contrario inducido por el campo magnético externo en la nube electrénica del
nucleo considerado, por lo que es desapantallante, mientras que el término cpara influye
de forma contraria. Como los electrones mas proximos al nucleo apantallan mas

fuertemente que los alejados, y el *H sélo presenta orbitales s, el término oga €s

21 M. Karplus, J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2870-2871.

22 (a) J. W. Emsley, J. Feeney y L. H. Sutcliffe, High Resolution NMR Spectroscopy; Pergamon: Oxford,
1965. (b) M. Hesse, H. Meier y B. Zeeh, Métodos Espectroscopicos en Quimica Orgéanica, 5% ed.;
Sintesis: Madrid, 1997; Capitulo 3. (c) L. M. Jackman y S. Sternhell, Applications of Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy in Organic Chemistry, 2nd ed.; Pergamon Press: Oxford, 1972.

13
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2. ANTECEDENTES GENERALES SOBRE LAS METODOLOGIAS APLICADAS

particularmente importante en la resonancia magnética de protones. Por el contrario, el
término opara Se relaciona con la excitacion de los electrones p, por lo que es importante
en la resonancia de *3C. Por otra parte, en el desplazamiento quimico de ncleos
proximos a la funcion amida influye notablemente su efecto anisotropico (ver apartado

2.2), que en la formulacion anterior quedaria recogido en el término c'.

14
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2. ANTECEDENTES GENERALES SOBRE LAS METODOLOGIAS APLICADAS

2.1. Célculos computacionales.

La quimica computacional simula estructuras quimicas y reacciones basandose
totalmente o en parte en las leyes fundamentales de la fisica. Permite a los quimicos
sustituir o complementar estudios experimentales mediante la ejecucion de calculos en
ordenadores. Puede ser, por ello, tanto un area de investigacion independiente como una
valiosa herramienta que aporta informacién extra a los estudios experimentales.?®
Mediante la modelacién molecular podemos generar, visualizar y hacer predicciones de
estructuras moleculares y de sus propiedades fisicoquimicas asociadas. También
podemos aplicar estas potencialidades al reconocimiento molecular. Hay dos grandes
areas dentro de la quimica computacional: la mecéanica molecular®® y la teoria de

estructura electronica.?*?® Ambas se enfrentan a los mismos objetivos:

- Célculo de la energia de una estructura molecular (disposicién espacial de
atomos o de ndcleos y electrones). Las propiedades relacionadas con la energia

pueden predecirse también por algunos de estos métodos.

- Optimizaciones geométricas, que localizan la estructura molecular de menor
energia a partir de una estructura dada. Dependen del gradiente de la energia,
es decir, de su primera derivada respecto a las posiciones de los &tomos.

- Calculo de las frecuencias vibracionales de las moléculas. Dependen de la

segunda derivada de la energia respecto a la estructura atomica, y permiten la

2 (a) 1. N. Levine, Quimica Cuéntica, 12 ed.; AC: Madrid, 1977. (b) J. B. Foresman y /4. Frisch,
Exploring Chemistry with Electronic Structure Methods, 2™ ed.; Gaussian, Inc.: Pittsburgh, 1996. (c)
Encyclopedia of Computational Chemistry; P. v. R. Schleyer, N. L. Allinger, T. Clark, J. Gasteiger, P. A.
Kollman, H. F. Schaefer Il y P. R. Scheiner, Eds.; Wiley: Chichester, 1998.

24 (a) U. Burkert y N. L. Allinger, Molecular Mechanics; ACS Monographs: Washington, D.C., 1982. (b)
F. Jensen, Introduction to Computational Chemistry; Wiley: Chichester, 1999.

% A, Szabo y N. S. Ostlund, Modern Quantum Chemistry; McGraw-Hill: Nueva York, 1989.
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caracterizacion de estructuras como minimos o puntos de silla.?® Los calculos
de frecuencias no son posibles o practicos para todos los métodos de quimica

computacional.

2.1.1. Mecanica molecular.

Las simulaciones de mecéanica molecular utilizan las leyes de la fisica clasica
para predecir las estructuras y propiedades de las moléculas.** Hay muchos métodos
diferentes, y cada uno se caracteriza por utilizar un campo de fuerza particular. Un

campo de fuerza tiene estos componentes:

- Una serie de ecuaciones que definen como varia la energia potencial de una

molécula con las posiciones de sus distintos &tomos.

- Una serie de tipos de atomo, que definen las caracteristicas de un elemento
dentro de un contexto quimico especifico. Por ejemplo, un atomo de carbono
en un carbonilo es tratado de forma diferente que uno unido a tres tomos de
hidrogeno. El tipo de 4&tomo depende de la hibridacion, carga y de los otros

tipos de 4&tomo a los que esta enlazado.

- Una o0 mas series de parametros que fijan las ecuaciones y tipos de atomo a
datos experimentales. Estas series de parametros definen constantes de fuerza,
que son valores utilizados en las ecuaciones para relacionar caracteristicas del
atomo con componentes de la energia, y datos estructurales tales como

distancias y angulos de enlace.

% punto de silla: punto de la superficie de energia potencial que es un minimo energético en todas las
direcciones excepto en una, en la que es un maximo.
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Los calculos de mecanica molecular no tratan explicitamente los electrones en
un sistema molecular, sino que realizan calculos basados en las interacciones entre
nucleos. Los efectos electrénicos se incluyen en la parametrizacion de los campos de
fuerza. Esta aproximacion hace que estos calculos sean computacionalmente
econdémicos, y permite su uso para sistemas de gran tamafio que contengan incluso
varios miles de atomos. Sin embargo, ello conlleva también importantes limitaciones.

Las mas importantes son:

- Cada campo de fuerza produce buenos resultados solamente para un tipo
limitado de moléculas, relacionadas con aqueéllas para las que fue
parametrizado. Ningun campo de fuerza puede utilizarse de forma general para

todos los sistemas moleculares.

- Al no considerar los electrones, los métodos de mecanica molecular no pueden
tratar problemas quimicos donde predominen los efectos electronicos. Por
ejemplo, no pueden describir procesos que impliquen la formacion o rotura de

enlaces.

2.1.2. Métodos de estructura electronica.

Los métodos de estructura electrénica utilizan las leyes de la mecanica cuantica
en lugar de la fisica clasica como base para sus calculos.”**® La mecénica cuantica
establece que la energia y otras propiedades de una molécula relacionadas con ella
pueden obtenerse resolviendo la ecuacion de Schrddinger, desarrollada por este fisico

austriaco en los afios veinte:?’

%" (a) E. Schrodinger, Ann. Physik 1926, 79, 361-376, 489. (b) E. Schrodinger, Ann. Physik 1926, 80, 437-
490. (c) E. Schrodinger, Ann. Physik 1926, 81, 109-139.
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HY = E¥ [2]

Pero esta ecuacion solo puede resolverse de forma exacta para el a&tomo de
hidrégeno, por lo que los métodos de estructura electronica utilizan distintas
aproximaciones matematicas para su resolucién. Hay dos grandes grupos de métodos de

estructura electrénica:

- Métodos semiempiricos, como el PM3,%® que usan parametros derivados de
resultados experimentales para simplificar el calculo. Resuelven una forma
aproximada de la ecuacién de Schrodinger partiendo de los parametros
adecuados para el tipo de sistema quimico en cuestion.

- Métodos ab initio,”** que no utilizan ninglin paréametro experimental durante el
calculo. En su lugar, emplean solamente las leyes de la mecanica cuantica y
los valores de un reducido nimero de constantes fisicas: la velocidad de la luz,
las masas y cargas de los electrones y los ndcleos y la constante de Planck.
Para la resolucion de la ecuacion de Schrodinger realizan rigurosas
aproximaciones matematicas. Ejemplos representativos de métodos ab initio
que han sido utilizados en esta Tesis Doctoral son Hartree-Fock® y Maller-
Plesset de segundo orden® (en adelante HF y MP2; para una ampliacién sobre

el formalismo relativo a los métodos de célculo, véase el apéndice A).

28 J.J. P. Stewart, J. Comput. Chem. 1989, 10, 209-220.

2% (a) C. C. J. Roothaan, Rev. Mod. Phys. 1951, 23, 69-89. (b) D. R. Hartree, Proc. Camb. Phil. Soc. 1928,
24, 89-110. (c) V. Fock, Z. Physik 1930, 61, 126-148.

%0 (a) M. Head-Gordon, J. A. Pople y M. J. Frisch, Chem. Phys. Lett. 1988, 153, 503-506. (b) S. Saebg y
J. Almlof, Chem. Phys. Lett. 1989, 154, 83-89. (c) M. J. Frisch, M. Head-Gordon y J. A. Pople, Chem.
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La utilizacion de uno u otro de estos grupos de métodos depende de dos aspectos
importantes: el coste computacional que se desea asumir y la precision del resultado a
obtener. Jugando con ambos factores se elige el grupo a utilizar y, dentro de ellos, cual
es el método més apropiado para realizar el célculo.

En los dltimos afios se ha empezado a extender un tercer grupo de métodos de
estructura electronica: los métodos DFT, basados en la teoria de funcionales de
densidad.®* Son similares a los ab initio en muchos aspectos. Requieren un coste
computacional similar al de un célculo Hartree-Fock, el método ab initio més
asequible.® Su atractivo reside en que incluyen los efectos de la correlacién electrénica,
es decir, que consideran la interaccion entre electrones de un sistema molecular, que se
repelen entre si. Los calculos HF consideran este efecto sélo de forma promediada (cada
electron se ve afectado por una densidad electronica promediada), mientras que los
métodos que incluyen correlacion electrénica explican incluso las interacciones entre
pares de electrones con espin opuesto. Esta aproximacion provoca que los resultados
que proporcionan los métodos Hartree-Fock sean menos precisos para algunos sistemas.
Asi, los métodos DFT permiten aprovechar las ventajas de métodos ab initio mas caros

computacionalmente, y el menor coste de los métodos Hartree-Fock.

Puesto que el tamafio de las moléculas a estudiar en esta Tesis Doctoral es

reducido, hemos realizado la mayoria de los célculos con métodos ab initio v,

Phys. Lett. 1990, 166, 275-280. (d) M. J. Frisch, M. Head-Gordon y J. A. Pople, Chem. Phys. Lett. 1990,
166, 281-289. (e) M. Head-Gordon y T. Head-Gordon, Chem. Phys. Lett. 1994, 220, 122-128.

%1 (a) P. Hohenberg y W. Kohn, Phys. Rev. B 1964, 136, 864-871. (b) W. Kohn y L. J. Sham, Phys. Rev. A
1965, 140, 1133-1138. (c) The Challenge of d and f Electrons, D. R. Salahub y M. C. Zerner, Eds.; ACS:
Washington, D.C., 1989. (d) R. G. Parr y W. Yang, Density-functional theory of atoms and molecules;
Oxford University Press: Nueva York, 1989.
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especialmente, con un método DFT, el B3LYP,* basado en el hibrido de tres

32a

parametros de Becke®= unido al funcional de correlacion con correccién de gradiente de

Lee, Yang, y Parr.?®

Otro aspecto importante a comentar es la existencia de conjuntos de bases, que
proporcionan un modelo de expresion de los orbitales moleculares en el céalculo, en
forma de combinaciones lineales de wuna serie predefinida de funciones
monoelectrénicas llamadas funciones de base o primitivas. Estan centradas en el nucleo
del &tomo, por lo que tienen cierta semejanza con los orbitales atomicos. Al igual que el
método de célculo, su grado de refinamiento define en gran medida los recursos
necesarios para efectuar el calculo. Los conjuntos de bases mayores imponen menos
restricciones a los electrones y se acercan mas a la forma de los orbitales. Cuanto
mayores sean, mayores recursos computacionales consumiran. Por ello, las moléculas
grandes son poco compatibles con los conjuntos de bases grandes, pues el tiempo de
calculo seria extremadamente largo. Se utiliza habitualmente la siguiente nomenclatura

para designar el método y conjunto de bases utilizados:

método energia/conjunto de bases energia//método geometria/conjunto de bases geometria

donde el método y el conjunto de bases que se especifican al principio, a la izquierda de
la doble barra, son los utilizados para el calculo de la energia, y los que se encuentran a
continuacién son los empleados para la optimizacion de la geometria de la molécula.
Por ejemplo, un calculo B3LYP/6-31G*//HF/3-21G* es aquél en el que se ha obtenido

la estructura por el método HF con el conjunto de bases 3-21G*, y a partir de ella se ha

% (a) A. D. Becke, J. Chem. Phys. 1993, 98, 5648-5652. (b) C. Lee, W. Yang y R. G. Parr, Phys. Rev. B
1988, 37, 785-789.
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obtenido su energia al nivel de teoria B3LYP/6-31G*. Como ejemplo de este tipo de
nomenclatura, 6-31G, en la notacion de Pople, significa que las capas interiores
(orbitales core) estan representadas por seis funciones gaussianas, mientras que los
orbitales de valencia interiores y exteriores constan de tres y una, respectivamente. El
conjunto de bases més utilizado en esta Tesis, llamado indistintamente 6-31G* o
6-31G(d),* supone de mejora sobre la 6-31G la adicién de funciones d en el caso de los
atomos pesados (atomos del segundo periodo en adelante, que en su estado fundamental

tienen los orbitales d vacios).

% W. J. Hehre, L. Radom, P. v. R. Schleyer y J. A. Pople, Ab Initio Molecular Orbital Theory; Wiley:
Nueva York, 1986.
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2.2. La anisotropia magnetica en la funcion amida.

Una sencilla inspeccion de la estructura de amida clasicamente aceptada
(Figura 1), con la rigidez y planaridad que implica la contribucion de la estructura con
separacion de cargas a su estado fundamental, evidencia una serie de consecuencias
desde la perspectiva de la resonancia magnética nuclear, como son, entre otras, la
posibilidad de observar acoplamientos a larga distancia entre el sustituyente del
carbonilo y los del nitrogeno, la existencia de una gran barrera de rotacién en torno al
enlace C(O)-N, la no equivalencia, geométrica y magnética, de los sustituyentes en el
nitrégeno cuando ambos son idénticos, etc. Pero la no equivalencia magnética de ciertos
nucleos en los espectros de RMN es consecuencia también de la anisotropia magnética
de la funcion. El término anisotropia deriva del griego “diferente en diferentes
direcciones” (aniso: desigual, tropos: direccion), por lo que anisotropia magnética
significa diferente campo magnético en diferentes puntos del espacio. Todos los enlaces
quimicos son generalmente anisotrépicos, pero el efecto es particularmente importante
en sistemas con electrones . En una descripcion sencilla del fenébmeno se acepta que
debido a que los electrones © se encuentran menos fuertemente ligados a los nucleos
que los o, se mueven mas libremente en respuesta al campo magnético. Cuando se
aplica un campo magnético a un compuesto con electrones m, éstos se mueven
circularmente. Este movimiento de electrones en respuesta al campo magnético aplicado
origina un campo magnético inducido que va a afectar de diferente forma al
desplazamiento quimico de los nacleos proximos, dependiendo de la direccion del
campo magnético inducido en la posicion de estos ndcleos.”” Sin embargo, no debemos
olvidar que la anisotropia magnética no es un fenémeno exclusivo de compuestos con
enlaces =; por ejemplo es importante en el anillo de ciclopropano, donde sus protones

experimentan un fuerte apantallamiento, asi como en los heterociclos de tres miembros.
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Desde los inicios de la RMN hubo interés por conocer este efecto anisotropico
en las amidas, ya que la descripcién de la forma e intensidad de este campo magnético
inducido podria facilitar la asignacion de las sefiales. Esta asignacion no siempre era
obvia, ya que la lenta rotacién del enlace C(O)-N en comparacion con la capacidad de
deteccion de la RMN implica la diferenciacion de los ndcleos por su situacion en
regiones diferentemente apantalladas, cis y trans respecto al oxigeno carbonilico.®*
Hoy en dia, la asignacion de sefiales no es, en general, un problema en amidas sencillas,

ya que ademas de las metodologias clasicas®*"?2

que utilizan constantes de
acoplamiento, efectos de disolvente, efectos NOE,* etc., pueden utilizarse potentes
técnicas multidimensionales.®® También es un problema abordable en moléculas
grandes, ya que como hemos anticipado en la introduccion, existe una metodologia de
asignacion aplicable a protefinas y otras biomoléculas.'” Pero, sin duda, la descripcién
exacta de la anisotropia magnética de las amidas puede permitir el desarrollo de un
método alternativo para investigar la estructura tridimensional de estas moléculas. Hasta
donde nosotros sabemos, ain no se ha descrito con exactitud la forma e intensidad del

campo inducido generado por la funcién amida.

Uno de los métodos clasicos para calcular desplazamientos de proton basados en
la anisotropia magnética fue desarrollado por McConnell, como se ha comentado
anteriormente.™ Asumiendo que el &tomo cuyo desplazamiento se considera y la fuente

de anisotropia estan lejos, ese desplazamiento viene dado por la ecuacion [3]:

% J. H. Noggle y R. E. Schirmer, The Nuclear Overhauser Effect. Chemical Applications; Academic
Press: Nueva York, 1971.

% (a) J. K. M. Sanders y B. K. Hunter, Modern NMR Spectroscopy. A guide for chemists; Oxford
University Press: Oxford, 1992. (b) Two-Dimensional NMR Spectroscopy. Applications for Chemists and
Biochemists, 22 ed.; W. R. Croasmun y R. M. K. Carlson, Eds.; Wiley-VCH: Nueva York, 1994. (¢c) T. D.
W. Claridge, High-Resolution NMR Techniques in Organic Chemistry; Elsevier Science: Oxford, 1999.
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6anis = (SLORB)_l 2 Xii(l - 300529i) [3]

donde L, representa la constante de Avogadro, R es la distancia entre el atomo
considerado y el centro de la anisotropia magnética de grupo, yii €s un componente del
tensor de susceptibilidad magnética, y 0; es el angulo entre el eje i (i =X, Yy, z) y el
vector R. Esta ecuacion puede simplificarse (ecuacion [4]) para el caso de un grupo con
anisotropia magnética axialmente simétrica, como ocurre en la funcion amida. Aunque
no existe un método para medir directamente la anisotropfa magnética,'®® los datos
encontrados para la formamida sugieren que el grupo peptidico es casi axialmente
simétrico respecto al eje normal al plano de simetria, y se ha publicado para él un valor
de Ay de -5,1 + 0,6x10° erg/(G%-mol).

anis = (3|—0R3)_1 Ay(l- 300829) [4]

donde 6 es el angulo entre el vector R y el plano de simetria.

La aplicacion directa de las ecuaciones de McConnell tiene una serie de
limitaciones importantes, ya que el centro de anisotropia de grupo se define a menudo
de forma arbitraria y numerosas funciones quimicas poseen pequefias susceptibilidades
magnéticas. Ello hace que el modelo de McConnell se utilice habitualmente mediante
representaciones esquematicas como la de la Figura 5, que refleja como el campo
magnético local del grupo amido desplaza a campo alto o bajo a protones situados
encima o en el plano de la funcidn, respectivamente, pero que también nos permite

entender el angulo 6 y la distancia R considerados en la ecuacion.
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Figura 5. Representacion del modelo de McConnell.

No obstante, y de forma sorprendente, las estructuras deslocalizadas parecen
suponer una notable excepcion ya que Sitkoff y Case han encontrado una buena
concordancia entre datos DFT y valores de susceptibilidad proporcionados por las

ecuaciones [3] y [4] para el dipéptido de alanina.*®

Cuando los sustituyentes del nitrégeno son idénticos y la rotacion en torno al
enlace C-N es lenta con respecto al tiempo de adquisicion, los espectros de 1H-RMN
muestran grupos de sefiales diferentes, asignables a los protones de estos
sustituyentes.*** Se ha sugerido que existe un gran apantallamiento en regiones cénicas
situadas por debajo y por encima del plano del grupo amido, mientras que las regiones
contenidas en dicho plano estan desapantalladas. En la Figura 6 se muestra un modelo,
propuesto por Paulsen y Todt,*® en el cual las letras sobre los circulos indican las
posibles posiciones de los protones. Asi, se distinguen dos regiones en el dibujo: la
"region del plano" formada por las posiciones a, a’, d y d’, y la "regién fuera del plano”,
formada por las demas posiciones. Experimentalmente, se observa que la posicion a
sufre menor desapantallamiento que la a’, siendo el efecto mucho menor en las

posiciones d y d’, debido a la mayor distancia que las separa del grupo carbonilo. Por

% H. Paulsen y K. Todt, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1966, 5, 899-900.
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otra parte, la posicion ¢ estd menos apantallada que la ¢’ y las posiciones e y e’ son

equivalentesacyc'.

Figura 6. Anisotropia magnética del grupo amido segun Paulsen y Todt.

En cuanto al comportamiento de los sustituyentes sobre el carbono carbonilico
(R en la Figura 6), no existen discusiones generales que expliquen los desplazamientos
observados tanto en *H como en **C. Respecto a los primeros, es cierto que el fuerte
desplazamiento a campo bajo del proton del grupo formamido evidencia un fuerte
desapantallamiento en el plano de amida. Pero el efecto sobre los protones del grupo

acilo no se ha racionalizado en relacion con la conformacion.

La gran rigidez del anillo de los amidoazucares piranosicos facilitd a nuestro
grupo la resolucién del complejo equilibrio estructural que presentan algunas de estas
sustancias,® en muchos casos de importante actividad biolégica o farmacolégica. Asi, la
bibliografia relativa al estudio estructural mediante RMN de N-alquil-N-glicosilamidas
derivadas de 4cidos grasos®” y de los antibi6ticos pertenecientes a las familias de las

37 0. Lockhoff, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 30, 1611-1620.
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istamicinas,® N-acetilcalicheamicinas,® glicocinamoilespermidinas,*
estreptomicinas,** etc., describia grupos de sefiales que sugerfan la existencia de al
menos dos isémeros en disolucién. Para la resolucion del problema se analizé un buen
nimero de amidoazucares que, desde la perspectiva del analisis estructural, se
clasificaron en las series I-111, en las que Az era siempre un resto de piranosa, R un resto

alquilico y R" un grupo alquilo o arilo.

Az-NH-CHO Az-NR-COR’ Az-NH-COR’

En general, los compuestos de las series | y Il presentaban en RMN sefiales
correspondientes a dos isomeros en disolucion, mientras que los de la serie 111 s6lo uno.
Como en la serie D de los derivados de carbohidratos, los anillos piranésicos, y ain mas
los de configuracion anomérica f, suelen adoptar la conformacién “Cy, el problema
estructural quedaba reducido al establecimiento de los angulos ¢ y T, como muestra la
Figura 7 para un derivado de la formamida. Ademas, debido al caracter de doble enlace

de la union N-C(O), el angulo t siempre se encuentra en entornos cercanos a dos

%8 D. Ikeda, Y. Horiuchi, M. Yoshida, T. Miyasaka, S. Kondo y H. Umezawa, Carbohydr. Res. 1982, 109,
33-45.

¥ (a) M. D. Lee, T. S. Dunne, C. C. Chang, M. M Siegel, G. O. Morton, G. A. Ellestad, W. J. McGahren
y D. B. Borders, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 985-997. (b) D. Khane, D. Yang y M. D. Lee, Tetrahedron
Lett. 1990, 31, 21-22.

0 G. A. Ellestad, D. B. Cosulich, R. W. Broschard, J. H. Martin, M. P. Kuntsmann, G. O. Morton, J. E.
Lancaster, W. Fulmor y F. M. Lowell, J. Am. Chem. Soc. 1978, 100, 2515-2524.

* T, Tsuchiya y T. Shitara, Carbohydr. Res. 1982, 109, 59-72.
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configuraciones: Z [t = 0° (eclipsamiento de los enlaces O=C y N-C;)] y E [t = 180°

(disposicion antiperiplanar de los enlaces O=C y N-C,)].

H
f%‘i\(l T
NﬁrH
H o]
Figura 7. Rotacidn de los enlaces del grupo formamido,
definida por los angulos diedros ¢ y t.

Asi pues, el problema quedaba centrado mayoritariamente en la caracterizacion
del angulo ¢. Si bien los compuestos clasificables en las series 1 y Il muestran el
acoplamiento Jy N, la ecuacion de Karplus no permite distinguir inequivocamente las
disposiciones definidas por ¢ ~ 0° (Junu ~ 10 H2) y ¢ ~ 180° (Junn ~ 12 Hz) (Figura
8).42

Jyam (HZ)

Figura 8. Relacion entre el angulo diedro ¢ y la
constante de acoplamiento Jy np.

“2\/. F. Bystrov, S. L. Portnova, V. I. Tsetlin, V. I. Ivanov y Y. A. Ovchinnikov, Tetrahedron 1975, 31,
2177-2209.
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Las constantes de acoplamiento observadas entre el NH y el proton del azlcar

6c43 y amidoazucares* de la serie

geminal al grupo funcional en los formamidoazucares
Il oscilan en el rango de 8 a 11 Hz. Por ello, la bibliografia anterior recoge
asignaciones estructurales en las que estos protones se disponen unas veces en
disposicion sinclinal (syn, ¢ ~ 0°) y otras en disposicion antiperiplanar (anti, ¢ ~ 180°)
para compuestos en los que se observa la citada J. Asi, si bien prudentemente algunos

43b,44a,44¢

autores concluyen que estos valores de Jynn SON “consistentes” con una

disposicion antiperiplanar, se ha propuesto por ejemplo una disposicion sinclinal para el
isdbmero Z de 3 considerando, ademas de su Jnup, Un acoplamiento a larga distancia

(ordenacion en W) entre el proton del grupo formilo y el del azticar (Figura 9).**

Figura 9. Estructura asignada a la 4,6-didesoxi-4-formamido-1-O-metil-a-D-glucopiranosa
(3) en la referencia 43b.

Nuestro grupo, tras estudiar mediante RMN un buen nimero de amidas y
tioamidas, concluyd que los compuestos clasificables en las series | y Il presentaban

equilibrios entre los isdbmeros Z/E y los de la serie 111 sélo adoptaban la configuracion

* (a) D. H. R. Barton, G. Bringmann y W. B. Motherwell, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1980, 2665-
2669. (b) L. Kenne, P. Unger y T. Wehler, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1988, 1183-1186. (c) M.
Trumtel, P. Tavecchia, A. Veyrieres y P. Sinay, Carbohydr. Res. 1989, 191, 29-52.

* (a) A. S. Cerezo, Chem. Ind. (London) 1971, 96-97. (b) S. Hirano, Agr. Biol. Chem. 1972, 36, 1071. (c)
T. J. Schamper, Carbohydr. Res. 1974, 36, 233-237. (d) S. Hirano, H. Iwaki y Y. Kondo, Carbohydr. Res.
1978, 65, 307-310. (e) A. E. Salinas, J. F. Sproviero y V. Deulofeu, Carbohydr. Res. 1987, 170, 71-99.
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Z.° Su comportamiento en RMN es muy regular y pudo resumirse como se recoge en la
Tabla 1:

Tabla 1. Reglas para la asignacion configuracional y conformacional de los compuestos de las
serieslyIl. X=0,S.

Serie | Serie Il

6H(azt]car) (Z) > 8H(atzt]car) (E)
8C(azucar) (Z) < 8C(azucar) (E)

Scx (Z) > dex (E)

SH(azicar) (£) > SH(azicar) (E)
Scazucar) (£) < Sc(azicary (E)
cx (2) < 8cx (E)
chx (2) > dcnx (E)

InHeHo ~ 0 (2); Inncho = 9,2-11,3 (E)

Si R es un grupo alquilo saturado:

Sexchs (Z) < Sexcrs (E)

Si R es un grupo bencilo:
Innchs = 5,0-6,1 (2); Inncns = 9,5-14,1 (E)

Sexchs (£) > cxcers (E)

Este comportamiento, en particular el gran desapantallamiento del proton del
azucar geminal a la funcion amida en el isomero Z con respecto al E, se explicaba en
relacion con la teoria conocida sobre la anisotropia de la funcién amida si ambos
isémeros presentaban la conformacion preferente anti (ver Figura 2 en pag. 5), en la que
el proton geminal del azlcar se encuentra en el mismo plano de la funcién pero mucho
mas cercano en el isdbmero Z. Estas asignaciones estructurales se veian también
apoyadas por las experiencias NOE realizadas en amido y tioamidoazUcares, como se

recoge en la Figura 10 para el isomero Z del tioamidoazUcar 4.
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Figura 10. Experiencias NOE realizadas sobre el
isdbmero Z de la tioacetamidoglucopiranosa 4.

También el anélisis de rayos X de monocristal mostrd ejemplos de ambos
isomeros Z/E. Asi, la N-acetil-N-metil-B-D-xilopiranosilamina (5), cuyo analisis
mediante RMN en disolucion muestra un equilibrio de ambos isémeros en el que
predomina el E, mostrd la estructura Eaqi en su analisis de rayos X.*® La cristalizacion
de isomeros Z, generalmente mas estables que los E, es lo habitual, y su conformacién
preferente también es la Zni. Como ejemplo mostramos las estructuras de rayos X del
compuesto 5 (Figura 11) y de la N-acetil-B-D-glucopiranosilamina (6) (Figura 12). La
Tabla 2 muestra los angulos diedros mas significativos de estas estructuras. En
particular, los angulos H-C;—N-Cg de 5 (165,3°) y H-C;—N-H de 6 (-170,2°) reflejan

claramente una conformacién anti en el cristal.®®
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Figura 11. Diagrama ORTEP del compuesto 5.

Figura 12. Diagrama ORTEP del compuesto 6.
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Tabla 2. Angulos diedros seleccionados obtenidos
por difraccion de rayos X.

R
Oy |

oM ohe f'
1
3 Compuesto
Angulo diedro
5 6

H-C,-N-R 165,3 -170,2
H-C;-N-C; -16,5 29,7
C;—N-C;—Me -0,9 1774
C,-N-C5-0O, -179,6 -4,1
R-N-C5-0, -1,4 -162,0
R-N-C3;-Me 177,2 19,5

Tambien los calculos semiempiricos a nivel MNDO-PM3 realizados sobre estas

y otras amidas predicen conformaciones anti.®

Por otra parte, los avances recientes en la aplicacion de la quimica cuéntica al
campo de la RMN han comenzado a aportar contribuciones significativas al calculo de
desplazamientos quimicos y a establecer una relacion entre estructura y desplazamientos
quimicos.* Ello es especialmente cierto en el caso de los desplazamientos quimicos de

13C, para los que se han utilizado célculos cuanticos sobre moléculas pequefias en fase

*® (@) H. Le, J. G. Pearson, A. C. de Dios y E. Oldfield, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 3800-3807. (b) E.
Oldfield, J. Am. Chem. Soc. 1995, 5, 217-225. (c) D. B. Chestnut y C. G. Phung, Nuclear Magnetic
Shieldings and Molecular Structure; J. A. Tossell, Ed.; Kluwer Academic Publishers: Dordrecht, 1993;
pp 221-241. (d) D. Jiao, M. Barfield y V. J. Hruby, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 10883-10887. (e) H. M.
Sulzbach, P. v. R. Schleyer y H. F. Schaefer Ill, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 3967-3972. (f) H. M.
Sulzbach, P. v. R. Schleyer y H. F. Schaefer Ill, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 2632-2637. (g) V. G.
Malkin, O. L. Malkina, M. E. Casida y D. R. Salahub, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 5898-5908.
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gaseosa con objeto de evidenciar la dependencia de los desplazamientos de carbono
respecto a los angulos de torsién ¢ y y en péptidos y proteinas (Figura 4).° Otra
aplicacion reciente del calculo cuantico de desplazamientos quimicos es el desarrollo y
parametrizacion de modelos fisicos que incluyen efectos ambientales, para lo cual se
estudian tanto moléculas simples como combinaciones de éstas, y se analiza y cuantifica
su comportamiento en relacion con los cambios conformacionales. Se han elaborado asi
modelos empiricos que tienen en cuenta efectos electrostaticos, de corriente de anillo y
de otras anisotropias sobre el desplazamiento de los protones.® Sitkoff y Case han
aplicado recientemente calculos cuénticos de desplazamientos quimicos para investigar
la contribucion de la anisotropia magnética, de los efectos electrostaticos y de las
interacciones no covalentes a los desplazamientos quimicos de péptidos modelo. Han
encontrado asi buena concordancia al aplicar el calculo del desplazamiento quimico
i

DFT al dipéptido de alanina.'® En este estudio los autores consideran que el

desplazamiento experimental de los protones (Sexp) responderia a la ecuacion [5],

Bexp = Oanis * Opol + Occ + Oconst [5]

que es funcion de la anisotropia magnética (danis) calculada basicamente por la ecuacion
de McConnell,”® de la polarizacién electrostatica (Spor), que considera que grupos
polares distantes pueden polarizar la nube electrénica del nicleo en estudio afectando a
su desplazamiento, de la contribucion de contacto cercano (8.c), que considera la
contribucion del disolvente e interacciones de no enlace, y de una constante (Sconst). EN

una contribucion previa de este grupo se hace un analisis del desplazamiento quimico de

“® (a) A. C. de Dios y E. Oldfield, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 5307-5314. (b) J. G. Pearson, J.-F. Wang,
J. L. Markley, H. Le y E. Oldfield, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 8823-8829.
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17 proteinas cuyas estructuras fueron determinadas mediante difraccion de rayos X,
intentando explicar las diferencias entre sus desplazamientos observados y los del
enrollamiento en random coil.** Estas diferencias de desplazamiento se interpretan en
funcion de efectos como las corrientes de anillo y la anisotropia magnética del enlace
peptidico. En este trabajo, Osapay y Case descomponen las contribuciones locales y no

locales al desplazamiento quimico de protones segun la ecuacion [6],

5tot = 6d(local) + 6p(local) + 6rc + 6m + 6eI + 83 [6]

en la que los primeros términos muestran respectivamente las contribuciones
diamagnéticas y paramagnéticas locales, para las que los autores asumen una
contribucion similar en péptidos pequefios y en proteinas en random coil. Los cuatro
términos finales representan la contribucion de la molécula: las corrientes de anillo (3r),
la anisotropia magnética debida al enlace peptidico (dr), los efectos electrostaticos (Je|)
y los efectos del disolvente (8s). Aunque se han utilizado multitud de ecuaciones para
reflejar los parametros que contribuyen al desplazamiento quimico, la ecuacion [6] se
considera una buena aproximacion en funcion de los conocimientos experimentales

sobre el desplazamiento quimico.*’

Tampoco queremos pasar por alto en los antecedentes de esta Tesis el hecho de
que una proteina en disolucién se encuentra siempre sometida a evoluciones
conformacionales que dificultan el conocimiento de la posicion de sus &tomos y demas

datos geométricos. Como ejemplo queremos citar dos trabajos aparecidos durante la

* R. K. Harris, Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, A Physicochemical View; Longman,
Scientific & Technical: Essex, 1986.
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redaccion de esta Tesis en los que Bodenhausen y col.”® determinan la amplitud del
movimiento en el eje C,—C, y la posicion del enlace N-H en la proteina ubiquitina, al
tiempo que incluyen una buena revision de los métodos de RMN con este objetivo.
Ademas, queremos resefiar ahora la reciente aparicion de excelentes revisiones sobre el
analisis automatizado de proteinas mediante RMN,* y sobre el estudio de sus procesos

de plegado y desplegado mediante esta técnica espectroscépica.”

“8 (a) D. Bytchenkoff, P. Pelupessy y G. Bodenhausen, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 5180-5185. (b) K.
Loth, P. Pelupessy y G. Bodenhausen, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 6062-6068.

%M. C. Baran, Y. J. Huang, H. N. B. Moseley y G. T. Montelione, Chem. Rev. 2004, 104, 3541-3555.

0'H.J. Dyson y P. E. Wright, Chem. Rev. 2004, 104, 3607-3622.
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3. NUEVAS INVESTIGACIONES

3.1. ¢Podemos determinar la conformacion preferente de las

amidas secundarias?

Los aspectos basicos de la estructura de las amidas, como la reducida distancia
del enlace C-N o la rotacién impedida alrededor del mismo,? se conocen desde hace
mucho tiempo y en parte han sido avanzados en los capitulos anteriores. De hecho, la
determinacidn de la barrera de rotacién en amidas y tioamidas ha constituido un tema de
investigacion habitual en RMN dindmica y otras técnicas espectroscépicas, tanto en
disolucién como en fase gaseosa.>* Generalmente se acepta que la isomeria Z/E se debe
a la deslocalizacion del par de electrones libre del nitrégeno en el orbital 7* del grupo
carbonilo, lo que otorga al enlace C-N cierto caracter de doble enlace y ralentiza la
rotacion. Sin embargo, si bien este esquema simple ha sido de gran interés para los
quimicos durante mucho tiempo, Wiberg y sus colaboradores han proporcionado una
vision alternativa y complementaria, apoyada en calculos tedricos. Esta descripcién
sugiere una mayor separacion de carga a lo largo del enlace C-N.>* En esencia, frente al
analisis clasico del grupo amido que se fija en la interaccion entre el grupo amino y
carbonilo en base a la transferencia de carga entre el nitrégeno y oxigeno (Figura 1, pag.
4), se tiene en cuenta también la transferencia de carga entre carbono y nitrégeno.>** El
enlace C-N en el conférmero plano presentaria un caracter mas iénico, mas fuerte y

corto, que los puntos de silla A'y B en el proceso de rotacion (Figura 13).

5! (@) K. B. Wiberg y K. E. Laidig, J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 5935-5943. (b) K. B. Wiberg y C. M.
Breneman, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 831-840. (c¢) K. B. Wiberg y P. R. Rablen, J. Am. Chem. Soc.
1995, 117, 2201-2209. (d) K. B. Wiberg, Acc. Chem. Res. 1999, 32, 922-929.
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H
P (T

H N H I}l
H

Figura 13. Estructura plana de formamida y puntos de silla originados en la rotacién del enlace C-N.

La importancia de la isomeria Z/E en amidas va mas alla del ambito de la
estructura y la reactividad. Una serie de enzimas llamadas inmunofilinas, que poseen
efectos inmunosupresivos, catalizan la interconversion de rotdmeros cis y trans en
péptidos.> Este grupo de enzimas, conocidas vulgarmente como rotamasas, 0 segun las
reglas dictadas por la comision para la nomenclatura de enzimas como peptidil prolil
cis-trans isomerasas (PPlasas, ver Figura 14), aceleran el plegamiento de polipéptidos
que contienen prolina, que serfa lentisimo de otro modo.>*** También es necesaria la
existencia de rotameros especificos en ciertos farmacos que contienen enlaces amido o

tioamido para que se produzca una fuerte unién con el receptor.>

52 (a) D. Voet y J. G. Voet, Biochemistry, 2%d.; Wiley: Nueva York, 1995; pp 200-201. (b) Para una
excelente revision, ver: G. S. Hamilton y J. P. Steiner, J. Med. Chem. 1998, 41, 5119-5143.

5% (a) G. Fischer, B. Wittmann-Liebold, K. Lang, T. Kiefhaber y F. X. Schmid, F. X. Nature 1989, 337,
476-478. (b) S. L. Schreiber, Science 1991, 251, 238-287. (c) C. T. Walsh, L. D. Zydowsky y F. D.
McKeon, J. Biol. Chem. 1992, 267, 13115-13118. (d) J.-U. Rahfeld, A. Schierhon, K. Mann y G. Fischer,
FEBS Lett. 1994, 343, 65-69. (¢) K. P. Lu, S. D. Hanes y T. A. Hunter, Nature 1996, 380, 544-547.

> Para una aproximacion sintética, ver: (a) R. K. Harrison y R. L. Stein, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114,
3464-3471. (b) C. Cox y T. Lectka, Acc. Chem. Res. 2000, 33, 849-858 y referencias alli citadas.

Y. Ikeura, Y. Ishichi, T. Tanaka, A. Fujishima, M. Murabayashi, M. Kawada, T. Ishimura, |. Kamo, T.
Doi y J. Natsugari, J. Med. Chem. 1998, 41, 4232-4239.
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Figura 14. Representacion de la ciclofilina A, ejemplo de PPlasa.*®

La rotameria en las amidas esta controlada en gran medida por efectos estéricos
y electronicos que dependen de los sustituyentes en torno al enlace C-N. Los efectos de
los sustituyentes del carbonilo® y del nitr6geno® sobre las barreras de rotacién en las

amidas simples han sido ampliamente estudiados, aunque no se ha llegado a

% (a) F. C. Bernstein, T. F. Koetzle, G. J. B. Williams, E. F. Meyer, M. D. Brice Jr., J. R. Rodgers, O.
Kennard, T. Shimanouchi y M. Tasumi, “The Protein Data Bank: A Computer Based Archival Data File
for Macromolecular Structures” J. Mol. Biol. 1977, 112, 535-542. (b) E. E. Abola, F. G. Bernstein, S. H.
Bryant, I. F. Koetzle y J. Weng, Data Commission of the International Union of Crystallography; F. H.
Allen, G. Bergerhoff y R. Sievers, Eds.; International Union of Crystallography: Bonn / Cambridge /
Chester, 1987; p 107. (c) H. M. Berman, J. Westbrook, Z. Feng, G. Gilliland, T. N. Bhat, H. Weissig, 1.
N. Shindyalov y P. E. Bourne, Nucleic Acids Res. 2000, 28, 235-242.

> M. D. Wunderlich, L. K. Leung, J. A. Sandberg, K. D. Meyer y C. H. Yoder, J. Am. Chem. Soc. 1978,
100, 1500-1503.

%8 C. H. Yoder y R. D. Gardner, J. Org. Chem. 1981, 46, 64-66.
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conclusiones definitivas. Ademas, se han encontrado resultados para amidas en

disolucién que difieren de los hallados para las mismas en fase gaseosa.*® "

Sin embargo, como demostraremos a lo largo del capitulo, la preferencia
conformacional de las amidas Z y E no ha sido aun establecida, ya que la bibliografia
reciente al respecto muestra conclusiones contradictorias en numerosos trabajos. Estas
incoherencias son mas evidentes en amidas alifaticas, concretamente en la
conformacién en torno al enlace CON-alquilo. Por ello, en una primera aproximacion,
podemos concretar el problema atendiendo a las opciones conformacionales definidas
por los angulos ¢ y t de N-alquilamidas. La Figura 15 muestra estos angulos en
N-alquilacetamidas, que por economia de costes en términos computacionales y de

RMN han sido las analizadas inicialmente en esta Tesis.

H
R
b |
R NZ%(CH3
H o

Figura 15. Rotacion en una N-alquilacetamida,
definida por los &ngulos diedros ¢ y .

En realidad, como se adelant6 en la Figura 3, las opciones conformacionales son
menores, ya que la planaridad en torno al enlace C(O)-N en el estado fundamental de la
amida determina angulos t proximos a las configuraciones Z/E (0° y 180°). También los

antecedentes basados en calculos computacionales y metodologias experimentales como

% (a) T. Drakenberg, K. J. Dahlqvist y S. Forsen, J. Phys. Chem. 1972, 76, 2178-2183. (b) C. Suarez, C.
B. LeMaster, C. L. LeMaster, M. Tafazzoli y N. S. True, J. Phys. Chem. 1990, 94, 6679-6683. (c) J. Gao,
J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 2930-2935. (d) K. B. Wiberg, P. R. Rablen, D. J. Rushy T. A. Keith, J. Am.
Chem. Soc. 1995, 117, 4261-4270. (e) S. M. Neugebauer Crawford, A. N. Taha, N. S. True y C. B.
LeMaster, J. Phys. Chem. A 1997, 101, 4699-4706. (f) Para un estudio computacional relacionado sobre
carbamatos, ver: P. R. Rablen, J. Org. Chem. 2000, 65, 7930-7937.
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RMN vy difraccion de rayos X publicados por nuestro grupo (ver pags. 4 y 27) muestran
como opciones a considerar para las disposiciones de los protones CONH-CH,, las
determinadas por conformaciones siempre proximas a la anti (¢ ~ 180°) y syn (¢ ~ 0°).
Como ejemplo, la Figura 16 muestra el espectro conformacional de N-alquilacetamidas

en funcion de los &ngulos de torsion ¢ y .

Oy__CH,
H
R, ¢ s R, T
RaZ \-N CH - Ral N
Sl o Con,
H (0] H
Zani (0 = 180°, < = 07) Zan (0 = 0,7 =0°)

ﬂ |
R, R

RaZ ~N o} R Rar N
\|/ Y —_ \l/ ~4
H CH3 H
Eni (0 = 180°, 1 = 180°) Egyn (6 =0°, 7 =180°)

Figura 16. Conformaciones syn y anti para los isomeros
Zy E de las N-alquilacetamidas.

La N-metilacetamida ha sido muy estudiada tanto a nivel experimental como
tedrico ya que, siendo un modelo simple, muestra aspectos estructurales extrapolables a
cadenas peptidicas. La Tabla 3 resume el resultado de diversos calculos ab initio

publicados sobre esta sustancia.
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Tabla 3. Resultados de calculos ab initio de la N-metilacetamida publicados.

(reélrjéggia) Método de calculo o r(;gsn ZZI;nb?g"()q?) (ﬁcEaai”/triﬁséT) (kéIIE/Z;oI)

HF/6-31G* z n 01 N
Jg’/r%e;(fﬁ” E syn 05 -
HF/3-21G z anti 0,3 -

D;)é?_?by MP2/aug-cc-pVDZ ZyE syn -- -2,3

HF/4-31G// HF/4-31G ZyE syn - -2,59

iy col™ HF/4-31G**// HF/4-31G ZyE syn - -2,51

HF/6-31G**// HF/4-31G ZyE syn - 2,48

HF/6-31G**// HF/6-31G**  ZyE syn - 2,46
HF/6-31G z syn 0,10 -
Guoy HF/6-31G* z syn 0,14 -
Karplus® HF/6-311G** z syn 0,07 -
MP2/6-31G* z anti -0,06 -

Jorgensen y Gao encontraron una escasa preferencia conformacional en fase
gaseosa para el enlace CON-CHg, siendo a nivel HF/6-31G* el conférmero syn mas
estable que el anti por 0,1 y 0,5 kcal/mol para los isomeros Z y E de la N-
metilacetamida, respectivamente. Por el contrario, observaron que cuando utilizaban un
método de menor nivel (HF/3-21G), el conférmero anti del isbmero Z era més estable
que el syn por 0,3 kcal/mol de diferencia.” Ademas, estudios realizados por Dixon y
col. sobre dimeros de N-metilacetamida y el sistema N-metilacetamida-agua para
determinar la fortaleza de los enlaces de hidrdégeno también revelan que el conférmero
syn es la orientacion preferida tanto para el isémero Z como para el E.”” En un trabajo
posterior, en el que se analizan modelizaciones para las que se partié de los parametros
geomeétricos de las estructuras cristalinas publicadas, Itai y sus colaboradores hallaron
de nuevo que la conformacion syn era la mas estable para los isomeros Z y E de la N-

metilacetamida segun célculos Hartree-Fock, utilizando los conjuntos de bases 4-31G,
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4-31G** y 6-31G**.”° De igual forma, Guo y Karplus han realizado célculos HF (con
los conjuntos de bases 6-31G, 6-31G* y 6-31G**) y MP2/6-31G* para estudiar el
enlace por puentes de hidrogeno en complejos de N-metilacetamida en los que ésta se
enlaza al agua y/o a la formamida. A diferencia de lo que ocurre en la N-metilacetamida
aislada, en la que las conformaciones con distintas orientaciones del metilo tienen
energias similares (AE ~ 0,1 kcal/mol), todos los sistemas con enlaces de hidrogeno
muestran una conformacion preferente syn con una diferencia de 0,2-0,9 kcal/mol.®
Otros estudios realizados coetdneamente a éste insisten en asignar minimos syn para
N-metilacetamida y otras amidas. Es el caso de Nandini y Sathyanarayana'® que
describen célculos ab initio HF/6-31+G* de diversas amidas, y de Wiberg y Rush'* que
han evaluado las barreras rotacionales del metilo en varias N-metilamidas y tioamidas a
nivel MP2 usando un conjunto de bases mayor, 6-311+G**. A este nivel el conformero
de menor energia resultd ser el syn, tanto para el isomero E como para el Z de la
N-metilacetamida. En resumen, como hemos anticipado, trabajos con conjuntos de
bases cada vez mas potentes insisten en predecir una mayor estabilidad para la

estructura Zsyn.

También es constatable que estos resultados contradicen claramente la
preferencia conformacional encontrada previamente por nuestro grupo para

amidoazucares,®°°

gue son fragmentos clave en la estructura de algunos antibidticos
naturales, ya que para estas sustancias tanto su analisis espectroscopico y de difraccion
de rayos X de monocristal como los calculos semiempiricos a nivel PM3 predicen una
conformacidn anti. Estos resultados son generales y extrapolables, ya que el anélisis de
los datos de RMN en disolucion de un conjunto amplio de amidoazucares modelo

permitié obtener (ver apartado 2.2) una serie de correlaciones empiricas®® que han

% H. Guo y M. Karplus, J. Phys. Chem. 1992, 96, 7273-7287 y referencias en él citadas.
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demostrado su utilidad a diversos grupos de investigacion en la asignacién estructural
de isémeros Z y E de amidoaztcares.®* Es obvio que la preferencia conformacional de
las amidas simples no necesariamente debe coincidir con la de glicosilamidas y
amidoazlcares, ya que en estos derivados complejos y en otros estructuralmente
relacionados como acetales o aminales sobre carbonos son importantes otros efectos
como el anomérico.®*®® En amidas congestionadas, es también crucial el efecto estérico,
favoreciendo que el sustituyente mas voluminoso adopte la conformacion syn al &tomo
de oxigeno carbonilico. Por ello, las amidas torcidas (“twisted”) se encuentran forzadas

a adoptar distintas conformaciones, debido posiblemente a simples razones estéricas.®*

Por otra parte, debe recordarse que las estructuras de rayos X de monocristal de
gran numero de amidas simples y péptidos muestran una disposicion estructural
proxima a una conformacion Za.;.*> No obstante, asumiendo que las amidas pueden
asociarse por puentes de hidrogeno en estado solido, pudiera pensarse que la orientacion
de los grupos metilo fuera la consecuencia de estos enlaces intermoleculares en vez de

la preferencia conformacional. Por ello, es algo comlUnmente aceptado que las

61 (a) R. Isecke y R. Brossmer, Tetrahedron 1993, 49, 10009-10016. (b) C. Ortiz Mellet, A. Moreno
Marin, J. M. Garcia Ferndndez y J. Fuentes, Tetrahedron: Asymmetry 1994, 5, 2313-2324. (c) C. Ortiz
Mellet, A. Moreno Marin, J. L. Jiménez Blanco, J. M. Garcia Fernandez y J. Fuentes, Tetrahedron:
Asymmetry 1994, 5, 2325-2334. (d) I. Waver, B. Piekarska-Bartoszewicz y A. Temeriusz, Carbohydr.
Res. 1995, 267, 167-176. (e) M. Avalos, R. Babiano, P. Cintas, C. J. Duran, J. L. Jiménez y J. C. Palacios,
Tetrahedron 1995, 51, 8043-8056. (f) P. Fowler, B. Bernet y A. Vasella, Helv. Chim. Acta 1996, 79, 269-
287.(g) V. Gydllai, L. Somsak y L. Szilagyi, Tetrahedron 1999, 55, 3969-3972.

% (a) A. Rauk y S. A. Glover, J. Org. Chem. 1996, 61, 2337-2345. (b) S. A. Glover y A. Rauk, J. Org.
Chem. 1999, 64, 2340-2345.

%3 Para una revision reciente, ver: S. A. Glover, Tetrahedron 1998, 54, 7229-7271.

% (a) J. Clayden y J. H. Pink, Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1998, 37, 1937-1939. (b) M. Kuttenberger, M.
Frieser, M. Hofweber y A. Mannschrek, Tetrahedron: Asymmetry 1998, 9, 3629-3645. (c) A. Ahmed, R.
A. Bragg, J. Clayden, L. W. Lai, C. McCarthy, J. H. Pink, N. Westlund y S. A. Yasin, Tetrahedron 1998,
54, 13277-13294.

 A. T. Hagler, L. Leiserowitz y M. Tuval, J. Am. Chem. Soc. 1976, 98, 4600-4612.
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conformaciones preferentes en fase gaseosa y en disolucion no necesariamente deben

coincidir con las observadas en estado cristalino.

Como es natural en el contexto de la investigacién cientifica, donde avances
establecidos sirven de base a posteriores desarrollos, las predicciones de estos célculos
ab initio, que a lo largo de este trabajo demostraremos que son incorrectas, se estan
aplicando en metodologias cuyo objetivo es el andlisis estructural de péptidos y
proteinas, por lo que las conclusiones alcanzadas deben reconsiderarse a la luz de este
estudio. Debemos mencionar asi una serie de contribuciones de Krimm y col. realizadas
en este contexto conformacional, que hacen calculos sobre el espectro vibracional de la
N-metilacetamida y pequefios péptidos para la asignacion de las bandas propuestas
como caracteristicas de una estructura.® En general, estos calculos probaron la
existencia de distintas conformaciones de la N-metilacetamida que difieren en la
orientacion de sus hidrégenos N-metilicos, siendo dos conférmeros (syn y anti) los que
predominan en el espectro. En total discrepancia con nuestro trabajo (como se vera mas
adelante), estos estudios encontraron para la geometria mas estable de la N-
metilacetamida trans un hidrégeno del NCO-metilo eclipsado con el oxigeno y un
hidrogeno del CON-metilo eclipsando el proton NH, es decir, la conformacion Zsy, en
la nomenclatura adoptada por nosotros. También el conférmero cis mas estable tenia

esas mismas disposiciones eclipsadas (Esyn).

Por otra parte, Tasumi y colaboradores han estudiado recientemente el efecto de
los enlaces de hidrogeno intermoleculares en la banda | de amida de la
N-metilacetamida.’ Estos autores encontraron que cuando el enlace de hidrégeno es con
el grupo carbonilo, se induce un desplazamiento de 20-25 cm™ hacia menores nimeros
de onda, mientras que cuando el enlace de hidrogeno es con el grupo NH, este

desplazamiento en la banda | de amida es de sélo 15-20 cm™. También encontraron que
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estos desplazamientos son aditivos para péptidos, en los que ambos grupos CO y NH

estan formando puentes de hidrogeno (Figura 17).

Molecule B

{}{H...G'C}(-

#{N-H...0) .."-"{G H)

(5 )

X \ ﬁké Molecule A
B

i/, ()

=/ CHj,

Figura 17. Dimeros modelo en la formacion de puentes de hidrogeno en la N-metilacetamida analizados
por Tasumi et al. (referencia 9).

Otro estudio posterior de Kubelka y Keiderling intentd esclarecer el efecto de los
puentes de hidrogeno en las frecuencias vibracionales de las bandas | y Il de amida
(Figura 18).°° Sin embargo, tanto este grupo como el de Tasumi® sugieren

conformaciones syn.

% J. Kubelkay T. A. Keiderling, J. Phys. Chem. A 2001, 105, 10922-10928.
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Figura 18. Bandas I, Il y I1l de amida encontradas experimentalmente en los espectros
de la N-metilacetamida por Kubelka y Keiderling (a) en fase gaseosa, (b) en disolucién
de CH3CN, (c) en H,0 (linea continua) y D,O (linea discontinua).

En definitiva, parece evidente que, si bien la asignacion de una banda sensible a
la conformacion en el espectro vibracional de los péptidos y proteinas puede constituir
una valiosa prueba de su estructura secundaria, es dudoso que los espectros ro-
vibracionales puedan competir con los modernos y cada vez mas sofisticados métodos
de RMN para la determinacién directa de conformaciones en proteinas (ver mas

adelante). Sin embargo, una vez demostrado el comportamiento conformacional de estas

49



MENU SALIR

3.1. ¢(Podemos determinar la conformacion preferente de las amidas secundarias?

sustancias mediante RMN, es probable que las absorciones que se observan en espectros
vibracionales y rotacionales puedan asignarse adecuadamente, y asi ser Utiles para la

completa caracterizacion estructural.
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3.1.1. Resultados y Discusion.

3.1.1.1. Calculos tedricos en N-alquilacetamidas.

Con las premisas anteriormente mencionadas, decidimos comenzar nuestro
estudio llevando a cabo una revision mediante calculos computacionales de la tendencia
conformacional de las acetamidas secundarias 2 y 7-11 (Figura 19). Para ello, ademas
de realizar estudios en fase gaseosa, hemos examinado el papel del disolvente en la
estabilidad de los isomeros rotacionales. Como veremos posteriormente, estos modelos
han demostrado ser adecuados para interpretar datos experimentales obtenidos de

espectros de RMN en disolucidn.

H 'T H F\' Me, |\_|
Hao, N Me  Memo, N Me  Meal ~N Me
\]/ T EY T e\]/ T
H O H (0] H (e}
2 7 8
H H H
Me | Ho Ph |
Phal. N Me Phaw. N Me Ph N Me
T T T
H (e} H o} H (e}
9 10 11

Figura 19. Acetamidas secundarias 2 y 7-11.

Para minimizar el coste computacional, comenzamos haciendo un estudio
preliminar mediante célculos semiempiricos PM3, un método que a menudo
concuerda con los datos experimentales. Desafortunadamente, los célculos PM3
produjeron resultados dispares, prediciendo una conformacién Eqy para 7, 8, 10 y 11,
mientras que la estructura Esy, resultdé ser mas estable para 2. Para 9, se encontro la
disposicion Zsi como la menor en energia, mientras que la conformacion Esy, era

también mas estable que la Eani. Con anterioridad a este trabajo se ha sugerido que,
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como la amida es un grupo funcional altamente polarizado, los métodos semiempiricos

disponibles actualmente no reproducen satisfactoriamente su estructura mas estable.’

Afortunadamente, pudieron obtenerse resultados consistentes a través de
calculos B3LYP* utilizando el conjunto de bases estandar 6-31G*.*® Esta consistencia
apoya la importancia del uso de métodos tedricos que incluyan algun tipo de correlacién
electronica (ya sean ab initio o DFT),?” préctica que se ha convertido en un principio

basico de la quimica computacional moderna.

Detallando la metodologia computacional seguida, primero realizamos un
analisis conformacional completo PM3 para cada estructura Z o E de las amidas 2 y 7-
11 girando el enlace N-C, de 30° en 30° tomando como estructura de partida la
conformacién syn (¢ = 0°. Los conférmeros mas estables para las amidas Z y E
obtenidos por este procedimiento sistematico se optimizaron a ese nivel PM3. La Figura
20 muestra como ejemplo las conformaciones syn de los isomeros Z y E de la
N-metilacetamida (2) tomadas como estructuras de partida en los sucesivos giros del

angulo diedro ¢ (H-N-C-H) en el célculo.

67 (a) W. T. Borden y E. R. Davidson, Acc. Chem. Res. 1996, 29, 67-75. (b) J. A. Pople, Angew. Chem.,
Int. Ed. Engl. 1999, 38, 1894-1902.
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2E 272

Figura 20. Estructuras de partida en el analisis conformacional de 2.

Independientemente de la bondad del método PM3 para la prediccion de la
estructura de las amidas, los minimos conformacionales encontrados con este método
pueden refinarse utilizandolos como estructuras de partida en calculos DFT o ab initio,
siendo el proceso global ventajoso en términos de coste computacional. Los
conformeros méas estables de cada amida Z y E, ya optimizados a nivel PM3, se
optimizaron finalmente sin ninguna restriccion a nivel B3LYP/6-31G*.

En las amidas 8, 9 y 11, con un sélo atomo de hidrégeno en el C,, el equilibrio
conformacional es similar al encontrado previamente para amidas derivadas de
carbohidratos,® presentando en ambas estructuras Z/E dos minimos cercanos a
conformaciones syn y anti (¢ = 0 y 180°, respectivamente), como se ve en la Figura 21,

gue muestra como ejemplo el estudio realizado en 8 a nivel PM3.
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Figura 21. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) respecto al angulo diedro ¢
en los isomeros Z y E de la N-isopropilacetamida (8) a nivel PM3.

En la Tabla 4 pueden verse los resultados obtenidos para estas sustancias a nivel
B3LYP/6-31G*, que predicen que los rotdmeros mas estables corresponden a una
disposicion anti en ambas estructuras (AEsyn-ani OsCila entre 1,9 y 4,3 kcal/mol).
Asimismo, cabe mencionar que el minimo absoluto lo presenta la estructura Zai (con
un angulo de torsion ¢ que oscila entre 158 y 176°), presentando diferencias de energia
entre las conformaciones mas estables de las configuraciones Z/E (AE = Egai — Ezani)

que oscilan en el rango 1,9-2,8 kcal/mol.

Tabla 4. Diferencias de energia (kcal/mol) para 8, 9y 11 a nivel B3LYP/6-31G*.

Isbmero ) W Isémero ) W AEgn anii  AE (Eanti — Zanti)
8Egn 159 17,2 8Eanii 1674 0,7 3,85 276
8Zyn 0,0 1800 8Zanti 157,7 1745 1,86
9Eyn 242 17,1 9Eanti 142,3 4,0 4,14 103
9Z,, 3330 1699 9Z,; 1759 1739 2,05
11Ey, 300 112 11E,,; 2172 66 4,33 2 46

117y, 3375 1644 117, 1756 1674 4,19
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En cuanto a la disposicion en torno al enlace NCO-CHg, que aparece reflejada
en la Tabla 4 mediante el angulo y referido al diedro O=C-C-H, la conformacion
alternada entre los enlaces C=0 y C,—H es la de menor energia en los isomeros Z,
mientras que el calculo predice la conformacion eclipsada en los minimos de energia
encontrados para los isomeros E. La Figura 22 muestra las conformaciones limite

generadas en la torsion alrededor del enlace NCO-CHs () de una acetamida.

RHN S\H ! RHN H
7
o H 0 H

Figura 22. Conformaciones eclipsada (v = 0°) y alternada
(y = 180°) alrededor del enlace O=C-C-H.

La Figura 23 muestra las conformaciones de minima energia predichas por los

calculos B3LYP/6-31G™* para los isomeros Z y E de la N-isopropilacetamida (8).

8E 87

Figura 23. Conformaciones B3LYP/6-31G* mas estables de la E- y
Z-N-isopropilacetamida.
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La N-metilacetamida (2), con tres atomos de hidrégeno en el C,, es el modelo
mas simple para el estudio conformacional del enlace peptidico en proteinas, por lo que
es una de las sustancias mas estudiadas.”™ Por nuestra parte también hemos procedido
a realizar un riguroso estudio a nivel DFT sobre ella. Para obtener un espectro
conformacional completo de esta sustancia se realizaron céalculos de energia a nivel
B3LYP/6-31G* para ambos isdémeros Z/E rotando el enlace NH-CH,, cada 5°, pero sélo
en el rango de 0 a 60° que es suficiente para representar todo su espectro
conformacional, y liberando el resto de los parametros. Las energias electronicas

obtenidas en este calculo se muestran en la Tabla 5:

Tabla 5. Energias electrénicas (kcal/mol) calculadas para el camino
rotacional de (2)- y (E)-N-metilacetamida al nivel B3LYP/6-31G*.

E (kcal/mol)

¢ 2Z 2E

0 -155950,58 -155948,39
5 -155950,58 -155948,39
10 -155950,59 -155948,39
15 -155950,61 -155948,41
20 -155950,63 -155948,42
25 -155950,66 -155948,43
30 -155950,70 -155948,43
35 -155950,73 -155948,42
40 -155950,78 -155948,39
45 -155950,82 -155948,35
50 -155950,86 -155948,30
55 -155950,88 -155948,24
60 -155950,89 -155948,17
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Como se observa mejor en la Figura 24, donde se representan estos resultados, la
estructura Z, con un angulo de torsion ¢ cercano a 60° (o0 180° si nos referimos al H-2)
es la mas estable. No es dificil deducir de esta representacion que mientras que en el
isbmero Z, siempre mas estable que el E para cualquier angulo de torsion, la energia
decrece continuamente de la conformacién syn a la anti, en el isdmero E encontramos
un minimo conformacional cercano a los 30°, a partir del cual la energia crece siendo
méaxima en la conformacion anti, probablemente debido a que en esta conformacién la

tension estérica entre ambos metilos es maxima.

2E

2,80
3 2,70 +

2,60 -

E (kcal/mol

2,50 +4

2,40 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Angulo diedro ¢

27

0,40 4
0,30 4

0,20 +

(kcal/mol)

w 0,10 ~

0,00 T T T T T B
0 10 20 30 40 50 60

Angulo diedro ¢

Figura 24. Variacion de la energia para la E- y Z-N-metilacetamida en funcion del &ngulo de torsion ¢ (°).
Energias referidas (E = 0,00 kcal/mol) a la conformacién mas estable (¢ = 60°, E = -155950,89 kcal/mol).
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Finalmente, las conformaciones méas estables de los isébmeros Z y E se
optimizaron completamente sin ninguna restriccion; los datos obtenidos se encuentran
recogidos en la Tabla 6. La estructura mas estable en fase gaseosa corresponde a una
disposicion Zani (¢ = 180°) que es unas 2,5 kcal/mol més estable que el rotamero de
minima energia de la estructura E. En el caso del isomero Z se realizd también una
optimizacion del maximo de energia (¢ = 0° para localizar el punto de silla,
encontrandose que efectivamente se sitla en la posicion ideal que corresponde a una
conformacion Zy, (¢ = 0,27°, v = 179,86°). La diferencia de energia que se obtiene
respecto a la conformacion Zni es de 0,31 kcal/mol. Esta estructura de transicion fue
caracterizada por una sola frecuencia imaginaria debida a la rotacion en torno al enlace
CON-CH3.%® La Figura 25 muestra las conformaciones de minima energifa junto con su
punto de silla (respecto al &ngulo diedro ¢) de los isbmeros E y Z de la

N-metilacetamida encontrados mediante calculos B3LYP/6-31G*.

2E 27 27
punto de silla

Figura 25. Conformaciones B3LYP/6-31G* mas estables para la E- y Z-N-metilacetamida (2),
y punto de silla respecto a ¢ del isbmero Z.

% En el listado de frecuencias calculadas, una frecuencia imaginaria aparece como un nimero negativo.
Por definicién, una estructura con una frecuencia imaginaria es un punto de silla, por lo que
habitualmente se utiliza esta propiedad para caracterizar la estructura de un estado de transicion.
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Cabe recordar que la mayor estabilidad del isbmero Z de la N-metilacetamida
(denominado frecuentemente isémero trans)® se ha documentado previamente, pero que
es el rotdmero syn el que se ha postulado como la conformacion mas estable por
célculos Hartree-Fock.”®™® Para esclarecer este punto, es decir, la diferente prediccion
entre calculos DFT y ab initio, hemos recalculado el espectro conformacional mediante
modelos ab initio de mayor nivel (Tabla 6). Como se observa, los calculos MP2/6-31G*
predicen para la N-metilacetamida una disposicion Zani con la conformacién alternada
para el grupo COCH; como conférmero de menor energia. Ademas, es conveniente
constatar que no se encontré ningun minimo local para la conformacion syn alternativa.
Sin embargo, en fuerte contraste con lo anterior, calculos como los HF/6-31G** y
MP2/6-31+G** sugieren invariablemente que una orientacion cercana al conférmero
Zsyn (¢ = 24,60y 17,820, respectivamente) es aproximadamente 2,7 kcal/mol mas estable
que la forma Egn. Ademas, como demostracion de que las geometrias predichas por
unos u otros métodos no son debidas a minimos locales, cuando las geometrias mas
estables obtenidas a los niveles HF/6-31G* y MP2/6-31+G** fueron optimizadas
completamente a nivel B3LYP/6-31G*, se encontrd de nuevo la conformacion Zuni (con
una disposicion alternada para el grupo COCH3) como la menor en energia. Por el
contrario, cuando la conformacion predicha como mas estable a nivel B3LYP/6-31G*,
Zanii, fue sometida a una completa optimizacion a los niveles HF/6-31G** y
MP2/6-31+G**, se localiza la conformacion Zs, recogida en la Tabla 6 para estos
métodos. Queda claro asi que los métodos DFT predicen una conformacién diferente a
la que predice el método Hartree-Fock, de menor nivel. Como se comentara en el
apartado 2.1.2 debemos considerar este Ultimo de menor nivel, al utilizar una
correlacion electronica “promediada”. Lo que ponemos de manifiesto en esta Tesis es
gue el método MP2/6-31+G** predice también una conformacion syn que a lo largo de
este trabajo demostraremos que es incorrecta (ver pagina 119). En cambio, este método,
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con un conjunto de bases menor como es el 6-31G*, predice valores muy similares a los
del célculo B3LYP/6-31G*.

Tabla 6. Angulos de torsion (°) y diferencias de energia (kcal/mol)
para la E- y Z-N-metilacetamida.

Isémero E Isémero Z
Método de calculo AE (E-2)

] 7 ] \
B3LYP/6-31G* 28,97 1,41 179,99 179,99 2,47

MP2/6-31G* 29,98 153 176,32 159,45 2,64
MP2/6-31+G** 29,68 3,69 17,82 179,37 2,72
HF/6-31G** 18,61 2,25 24,60 158,14 2,70

MP2/6-31+G**

2E 27

HF/6-31G**

g:

Figura 26. Estructuras de minima energia de la E- y Z-N-metilacetamida (2),
calculadas a los niveles MP2/6-31+G** y HF/6-31G**.
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En los casos de la N-etilacetamida (7) y N-bencilacetamida (10), que portan dos
atomos de hidrogeno en el CON-CH,, también se llevaron a cabo optimizaciones
adicionales a nivel B3LYP/6-31G* siguiendo el procedimiento previamente establecido
para 8, 9 y 11. Como muestra la Figura 27, que recoge el espectro conformacional
encontrado a nivel PM3 para la N-etilacetamida (7) que se utiliza como modelo, la
energia varia débilmente con el angulo de torsion ¢, con la excepcion del maximo
pronunciado que se observa para cada isdmero Z o E debido a disposiciones eclipsadas.
Asi, en el caso de los isomeros E, el metilo del grupo acetato estaria en posicion
eclipsada con el sustituyente en el C, al nitrégeno, ya fuera el metilo en 7 o el fenilo en
10. De igual forma, para los isémeros Z el maximo local se debe a un eclipsamiento del

carbonilo del grupo acetato con el sustituyente en el C,, al nitrdgeno.

-10,0

20,0 'E
e ——77Z

-30,0
-40,0

-50,0

Calor de formacion (kcal/mol)

_60,0\ T T T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Angulo diedro ¢

Figura 27. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) con el &ngulo diedro ¢
de la Z- y E-N-etilacetamida (7) a nivel PM3.

Para ambas amidas, las optimizaciones a nivel B3LYP/6-31G* encuentran que
las conformaciones syn corresponden a angulos de torsion ¢ = 0 y 120°, mientras que
los rotdmeros anti estan definidos por valores de ¢ de 180 y 300°. La Tabla 7 resume los

resultados del andlisis conformacional de 7 y 10. Ademas, si se comparan las estructuras
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Zanti Y Eani, Se observa que la primera es més estable (AE = 2,7-3,2 kcal/mol) a este
nivel de teoria. Los angulos de torsion de las correspondientes amidas Zani 7 y 10 son

164,7 y 169,5°, respectivamente.

Tabla 7. Angulos de torsion (°) y diferencias de energia (kcal/mol) para
7y 10 a nivel B3LYP/6-31G*.

Isémero ) v Isémero ) \ AE (Eanti—Zanti)
TE ani 163,00 1,62 7Z,; 164,68 17581 2,68
10E,,s 191,11 1,63 10Z,y; 169,50 173,89 3,16

La Figura 28 muestra las estructuras mas estables (Zani) predichas por los
calculos B3LYP/6-31G™* para la N-etilacetamida (7) y la N-bencilacetamida (10).

17 107

Figura 28. Estructuras Z,; de 7 y 10 a nivel B3LYP/6-31G*.
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Efecto del disolvente.

Los estudios de simulacion de amidas, tanto en fase gaseosa como en disolucion,
son especialmente importantes para obtener modelos fiables de las proteinas. De hecho,
la elucidacion de sus mecanismos de empaquetamiento es uno de los campos mas
atractivos de la bioquimica teérica.”

Los primeros estudios experimentales que implicaban RMN dinamica®*** han
sido complementados a lo largo de los afios 90 mediante calculos computacionales.>**¢
La mayoria de estos estudios se concentran en los efectos de pardmetros del disolvente
sobre la barrera rotacional, tales como su polaridad o su capacidad como donor en
enlaces de hidrégeno. En general, la rotacion del enlace de amida disminuye cuando
aumenta tanto la polaridad como la formacion de puentes de hidrdgeno. Asi, parece ser
que la barrera para la N,N-dimetilacetamida es mayor en metanol que en acetonitrilo por
1,0 kcal/mol, aunque ambos disolventes tienen constantes dieléctricas similares.”®® Sin
embargo, las diferencias de energia calculadas a distintos niveles de teoria son
diferentes, por lo que hay que tomar con precaucion las estimaciones de los efectos del
disolvente. De todas formas, se ha encontrado que la inclusion de dichos efectos
proporciona barreras que estan de acuerdo con los datos experimentales, mientras que
los métodos ab initio en fase gaseosa muestran una tendencia a dar barreras menores

que las observadas experimentalmente.>®

Los calculos sugieren que los estados de transicion de las rotaciones de las

amidas simples en fase gaseosa y en disolventes apréticos pueden ser diferentes de los

% (a) Protein Folding; T. E. Creighton, Ed.; W. H. Freeman: Nueva York, 1992. (b) R. L. Stein, Adv.
Protein Chem. 1993, 44, 1-24. (c) A. Ben-Naim, Structure and Reactivity in Aqueous Solution; C. J.
Cramer, D. G. Truhlar, Eds.; ACS Symposium Series 568; American Chemical Society: Washington, D.
C., 1994; pp 371-380.
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encontrados en un medio acuoso.” Debido a que no pueden realizarse deducciones a
priori, nosotros hemos elegido como modelos la N-metilacetamida (2) y la
N-(1-metilbencil)acetamida (9) y hemos recalculado las diferencias de energia en tres
disolventes polares: agua (¢ = 78,5), metanol (¢ = 32,7) y cloroformo (¢ = 4,8)."* La
inclusion del cloroformo se justifica por el hecho de que los espectros de RMN de
numerosas amidas se registran habitualmente en este disolvente deuterado, con lo que

asi facilitamos su comparacion con los datos experimentales.

Se ha utilizado la teorfa del campo de reaccién autoconsistente (SCRF),”® con las
energias B3LYP/6-31G* para tener un modelo de estas amidas en disolucion y para
calcular la energia de solvatacion usando el modelo sencillo, pero no por ello menos
atil, de dipolos de Onsager.” Las optimizaciones se realizaron sin ninguna restriccion
partiendo de estructuras optimizadas previamente en fase gaseosa al mismo nivel de
teoria. Los resultados obtenidos de la aplicacion del procedimiento de Onsager a los
cuatro posibles conformeros de 9 (determinados por sus angulos de torsion) se muestran

en la Tabla 8. Los rotameros Eani Y Zani SON invariablemente las estructuras mas

OE M. Duffy, D. L. Severance y W. L. Jorgensen, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 7535-7542.
"™ C. Reichardt, Solvents and Solvent Effects in Organic Chemistry; VVCH: Weinheim, 1990; pp 408-410.

"2 La caracterizacion de la polaridad de un disolvente por medio de su constante dieléctrica puede ser
imprecisa, ya que este parametro representa simplemente la capacidad de una sustancia para separar
cargas y orientar sus dipolos, mientras que la capacidad de solvatacion depende de varias interacciones.
El parametro de energia de transicion de Dimroth-Reichardt (Et) refleja con méas precision la polaridad
del disolvente. Los valores normalizados de Er para agua, metanol y cloroformo son 1,000, 0,762 y
0,259, respectivamente (ver referencia 71, pp 363-371).

"3 (a) O. Tapia y O. Goscinski, Mol. Phys. 1975, 29, 1653-1661. (b) D. Rinaldi, M. F. Ruiz-Lépez y J.-L.
Rivail, J. Chem. Phys. 1983, 78, 834-838. (c) G. Alagona, C. Ghio, J. Igual y J. Tomasi, J. Am. Chem.
Soc. 1989, 111, 3417-3421. (d) M. W. Wong, K. B. Wiberg y M. J. Frisch, J. Chem. Phys. 1991, 95,
8991-8998. (e) B. Mennucci y J. Tomasi, J. Chem. Phys. 1997, 106, 5151-5158.

L. Onsager, J. Am. Chem. Soc. 1936, 58, 1486-1493.
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estables independientemente del disolvente considerado, con diferencias de energia

entre ellos que oscilan entre 1,8 y 1,9 kcal/mol.

Tabla 8. Efectos del disolvente (kcal/mol) calculados para la N-(1-metilbencil)acetamida al nivel
B3LYP/6-31G*.

Disolvente  Isdbmero ) v Isdbmero ) \ AE (syn-anti) AE (Eqnti—Zanti)

9Ey, 23,68 17,25 9E..; 141,36 4,22 3,75

CHCl, 1,92
9Zyn 26,08 169,30 97,y 17552 173,67 2,00
9E,, 2343 1572 9E..; 140,95 4,44 3,68

CH30OH 1,84
9Zy, 25,60 16959  9Z, 17534 174,50 2,01
9E,, 23,40 1549 9E..; 140,87 4,49 3,68

H,O 1,83
97y, 25,60 169,65 9Z, 17546 170,78 2,01

En el modelo SCRF, la energia de estabilizacion refleja la interaccion entre el
momento dipolar de la amida (uE > pZ) y el momento dipolar inducido por solvatacion,
por lo que los disolventes mas polares deben estabilizar mejor a los isomeros méas
polares. Asi, el medio acuoso tiene un efecto mas pronunciado sobre el isomero E que el
que tiene sobre su analogo Z con respecto a la fase gaseosa (ver Tabla 4), aunque de
todas formas se encuentran pequerias variaciones (aproximadamente 0,1 kcal/mol). Hay
que decir, sin embargo, que aunque la variacién de energia responde bien a la variacion
de polaridad del disolvente, ain no hemos estudiado el efecto de un disolvente asociado,
incorporando, por ejemplo, una molécula de agua que forme un puente de hidrégeno
con el atomo de oxigeno. En el caso de la N-metilacetamida (2) se observa un
comportamiento similar, aunque el angulo de torsion obtenido tras la optimizacion
energeética sin restricciones se acerca al de la conformacion Esy, (Tabla 9, ver también la
Tabla 6). Debemos destacar nuevamente que, en el rango de los disolventes estudiados,

la conformacion Z,; es la mas estable (AE ~ 1,4-1,8 kcal/mol). De nuevo la
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estabilizacion encontrada en agua para la conformacion mas estable del isomero E es

mayor (1,05 kcal/mol) que la encontrada para su andlogo Z.

Tabla 9. Efectos del disolvente (kcal/mol) calculados para la N-metilacetamida a nivel
B3LYP/6-31G*.

Disolvente  Isémero ) y  Isémero ) \ AE (EsynZanti)
CHCl, 2E 19,42 2,34 2Z 179,98 179,95 1,79
CH30H 2E 16,53 2,43 2z 179,97 179,98 1,46

H,O 2E 16,13 2,43 2Z 179,98 179,87 1,42

Los estudios previos de espectroscopia RMN realizados por otros autores’™

encontraron que la N-metilacetamida es una excepcion dentro de las
N-alquilacetamidas, ya que existe como isémero cis (forma E) en pequefia proporcion
(1-3 % en agua), no variando demasiado en disolventes apolares. Para este compuesto
se ha publicado que el isomero trans (forma Z) es el mas estable (AE ~ 2,5 kcal/mol).
Nuestros célculos sugieren también que en el conférmero menos estable de la
N-metilacetamida (E), el grupo N-metilo se orienta en disolucion (Tabla 9) de forma que
uno de sus atomos de hidrogeno esta eclipsado con el atomo de hidrogeno de amida
(¢ = 16,1-19,4°), mientras que el grupo carbonilo se encuentra también eclipsado con un
4tomo de hidrégeno del metilo acilico (y ~ 2,4°).” La tendencia a esta conformacion

se aprecia también en fase gaseosa (ver Figura 25, y Tabla 6, pags. 58 y 60).

En este punto, debemos comentar que los efectos del disolvente han sido
evaluados también para los conférmeros estables Z y E de las amidas secundarias

" R. H. Barker y G. J. Boudeaux, Spectrochim. Acta 1967, 23A, 727-728.

"® A. Radzicka, L. Pedersen y R. Wolfenden, Biochemistry 1988, 27, 4538-4541.
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midiendo sus entalpias de solvatacion. Este parametro presenta una buena correlacion
con la capacidad del disolvente para actuar como donor en un enlace de hidrdégeno con
el oxigeno de amida.”” Estos estudios se realizaron en dos casos extremos:
N-metilpropionamida, que se sabe que existe casi exclusivamente en la conformacion
Z,’® y 2-pirrolidona, en la que el anillo obliga a la adopcién de la conformacién E,
menos favorable.” Sélo en disolventes polares proticos, en los que la agregacion entre
dos moléculas de soluto deberia ser minima, se obtuvieron las mismas entalpias de
solvatacion. Nuestros resultados, en cualquier caso, son consistentes con los publicados
por Wolfenden y col., que encontraron una poblacion para el conformero Z de la
N-metilacetamida en DO del 98,55 %."®

Como conclusion al apartado, los calculos tedricos realizados a nivel
B3LYP/6-31G* reproducen bien el analisis conformacional de acetamidas simples tanto
en fase gaseosa como en disolucién, y predicen como estructura mas estable la
disposicion Z,ni con una conformacion alternada con respecto al angulo diedro O-C-C-
H (y). Los angulos de torsion C,—NH (¢) oscilan entre 157,7° y 180,0° en fase gaseosa,
gue es una variacion razonable asumiendo que el estado fundamental es plano. También
se han encontrado para las amidas E minimos conformacionales con angulos de torsion
que corresponden a orientaciones anti (y una conformacion eclipsada para el angulo
diedro y), que son menos estables que el isomero Z (AE ~ 1,9-3,2 kcal/mol). La
N-metilacetamida (2) se desvia ligeramente de este comportamiento, porque la
estructura mas estable de su conformero E muestra un angulo de torsion ¢ cercano a 30°.

En cualquier caso, este Ultimo es menos estable que el conformero Zqi correspondiente

K. M. Morgan y D. A. Kopp, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1998, 2759-2763.
8. A. LaPlanche y M. T. Rogers, J. Am. Chem. Soc. 1964, 86, 337-341.

® G. Pilcher, The Chemistry of Acid Derivatives, Supplement B; S. Patai, Ed.; Wiley: Nueva York, 1992;
Vol. 2, Capitulo 2.
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(AE ~ 2,7 kcal/mol). La utilizacién del método MP2/6-31G* proporciond resultados
similares. Sorprendentemente, el método HF/6-31G** y los calculos de mayor nivel
MP2/6-31+G** predicen otros minimos conformacionales (¢ = 24,60 y 17,82°,
respectivamente), que a lo largo de esta Tesis demostraremos que son inconsistentes con
los datos experimentales de RMN. Con respecto a los efectos del disolvente, la
estabilidad relativa de ambos isémeros rotacionales se incrementa en disolventes
polares, aunque hay una mayor estabilizacion del isomero E, mas polar. Asi, el modelo
simple SCAF reproduce para estas amidas interacciones dipolo-dipolo inducido que

conducen a estructuras Zanii como los rotameros preferentes en disolucién.
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3.1.1.2. Correlaciones de RMN en N-alquilacetamidas.

La RMN de las acetamidas N-alquiladas muestran en disolucion un unico
conjunto de sefiales que se han asignado a los isémeros Z.> La Unica excepcion es la
N-metilacetamida (2), que muestra en algunos disolventes la presencia del isomero E,
como se ha comentado anteriormente. En ella son observables ambos isémeros Z/E
porgue existen, pero ademas porque su interconversion es lenta en la escala de tiempo
de deteccion de la RMN. Es razonable asumir que las demas acetamidas muestren un
Unico conjunto de sefiales porque sélo el isomero Z existe en cuantia observable, ya que
el equilibrio Z/E deberia ser mas lento en ellas que en 2, al ser los grupos unidos a la

funcién mas voluminosos.

Otra cuestion es el equilibrio Zani/Zsyn, ya que ambos conférmeros han sido
encontrados en los célculos DFT realizados sobre las estructuras 8, 9 y 11 (Tabla 4).
Nosotros hemos estimado las poblaciones de las conformaciones Zani Yy Zsyn
sustituyendo las diferencias energéticas calculadas para ellas en la ecuacion [7], donde

K es la constante de equilibrio entre isomeros:

InK = -AE/RT [7]

encontrando que las conformaciones Zayi existen casi con exclusividad, siendo sus
poblaciones a temperatura ambiente del 94,8, 96,6 y 99,9 %, respectivamente. En
cuanto a 7 y 10, no se pudo observar en ellas ningin minimo atribuible a una
orientacion Zs,. También en el caso de la N-metilacetamida (2), mas conflictiva,
nuestros calculos DFT nos han permitido la caracterizacion inequivoca de sus
conformaciones Zgn Y Zani como punto de silla y minimo conformacional,

respectivamente.
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En la actualidad se utilizan varias correlaciones empiricas para determinar el
desplazamiento quimico de un ndcleo en concreto.®’ Entre ellas, la ecuacién aditiva de
Shoolery ha llegado a ser la mas conocida para calcular desplazamientos quimicos
aproximados de protones de metileno en disolucién en CDCl3.2' El desplazamiento
quimico de un proton puede ser evaluado por medio de una ecuacién de Shoolery

modificada:®!

Schxyz = 0,23 + ox + oy + G, [8]

donde oy, oy Y G, representan constantes para los sustituyentes, de los que consideramos
que un término se debe a la funcién amida. De acuerdo con esto, el desplazamiento
quimico observado (8ops), medido experimentalmente sobre el espectro de RMN, puede
utilizarse para estimar el desapantallamiento causado por la funcién amida sobre un
proton concreto (ocy), 0 sobre un conjunto de protones (camida) Magnéticamente

equivalentes (ecuacion [9]),
Gamida = Oobs — (0,23 + oy + c7y) [9]

Como el enlace CON-CH, gira rapidamente a temperatura ambiente, el
desapantallamiento causado por la funcién amida en un proton (oy), se vera reflejado de
forma ponderada en el desapantallamiento provocado por la funcion amida en el

conjunto de protones magnéticamente equivalentes (camiga). Pero ademas, si como

80 p_ s, Beauchamp y R. Marquez, J. Chem. Educ. 1997, 74, 1483-1485.

8 (@) J. N. Shoolery, Varian Associates Technical Information Bulletin; Palo Alto; Vol. 2, n° 3. (b) E.
Pretsch, T. Clerc, J. Seibl y W. Simon, Tables of Spectral Data for Structure Determination of Organic
Compounds; Springer: Nueva York, 1983; pp H5-H10. (c) E. C. Friedrich y K. Gates Runkle, J. Chem.
Educ. 1984, 61, 830-832. (d) E. C. Friedrich y K. Gates Runkle, J. Chem. Educ. 1986, 63, 127-129.
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muestran los calculos, se asume que la conformacidn Z, predomina en disolucién, los

protones se encontraran preferentemente en las disposiciones anti y gauche.

u Oy, -CHs
Ho H

Hal ~N-_~CH ~——  HeZ _N
=5 =~ H
H O b
gauche T Zani (9 =180° t =0°) Zgyn (9 =0° 1 =0°)
T
gauche N CHs “ H
a0 H HsC_O
Ho H
H<, o ——  Hez N
\|/ \f _ Y ~
H  CH, !
Eanti (0 =180°, t =180°) Esyn (¢ =0° 1 =180°)

Figura 29. Disposiciones anti y gauche y conformaciones de la Z- y E-N-metilacetamida (2).

La ecuacion [10] muestra la contribucion a camidza de los desapantallamientos de
los protones individuales (cy), de los cuales uno siempre sera oani, ya que los
sustituyentes distintos de hidrogeno, si los hay, ocuparan preferentemente una
disposicion gauche; n en la ecuacion [10] representa el numero de atomos de hidrogeno

sobre el C,.

amida

; 9
o _ O anti n (n _1) gauche [10]
n n

Los valores promedio de o, de la Tabla 10 son la media aritmética de los
desapantallamientos provocados sobre el proton CON-CH,, de las amidas 8, 9 y 11,
marcados con (*) en la Tabla. Estas amidas tienen un dnico protdn en esta posicion para
el que los calculos predicen una disposicion anti, por lo que, como se deduce de la

ecuacion [10], Gamida = Oanti-
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Tabla 10. Desapantallamientos provocados por la funcién amida (ppm) en CDCl;, DMSO-dg y D,O

(Ppm).
2 7 8 9 10 11 Promedio SD
X,y H,H H,Me Me, Me Me, Ph H,Ph Ph,Ph
Disolvente Oy 0,34 0,34 0,68 0,68 0,34 1,83
oy 0,34 0,68 0,68 183 183 183
Sobs 2,80 3,28 4,06 517 443 6,25
Gamida 1,89 2,03 2,47 243 203 236
CDCl; Ganti 242 242  247*  243* 242 236* 2,42 0,04
Ggauche 1,63 1,64 1,64 1,64 0,01
Ganti — Ogauche 0,79 0,78 0,78 0,78 0,01
Sobs 254 296 378 489 424 611
Gamida 163 171 2,19 2,15 1,84 2,22
DMSO-dg Ganti 2,19 2,19 2,19* 2,15 219 2,22* 2,19 0,02
Ggauche 1,35 1,23 1,49 1,36 0,13
Ganti — Ogauche 0,84 0,96 0,70 0,83 0,13
Sobs 2,57 317 387 478 434 6,09
Gamida 166 1,92 2,28 2,04 1,94 2,20
D,0 Ganti 217 217 228 2,04 217 2,20* 2,17 0,08
Ggauche 1,41 1,67 1,71 1,60 0,16
Ganti — Ogauche 0,76 0,50 0,46 0,57 0,16

* Valores tomados para realizar el promedio de c,y. SD: desviacion estandar.

La Tabla 10 resume el célculo mediante la ecuacion [9] de los
desapantallamientos provocados por la funcion amida en conjuntos de protones
magnéticamente equivalentes (camica) @ partir de los desplazamientos quimicos
observados (8obs), Y por medio de la ecuacion [10], de los desapantallamientos de los
protones individuales situados en posicion anti y gauche. En CDCls, 10S Ganii Y Ggauche
promediados son de 2,42 y 1,64 ppm respectivamente, con escasas desviaciones en
todos los casos. Asi, en la Gltima columna de la tabla se incluye la desviacion estandar
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(standard deviation, SD),?? que es de 0,04 y 0,01, respectivamente. La diferencia de
desapantallamiento entre los protones situados en las disposiciones indicadas (cani —

Ggauche) PErManece constante entre 0,78 y 0,79 ppm, con una desviacion de solo 0,01

ppm.

En el disolvente DMSO-ds se observan diferencias similares (Ganti — Ggauche =
0,83 ppm), si bien los valores promedio de Gani Y Ggauche Calculados en este disolvente
(2,19 y 1,36 ppm, respectivamente), son inferiores en 0,23 y 0,28 ppm a los calculados
para CDCl;. Hemos de considerar aqui que las mayores desviaciones estandar
encontradas en este disolvente (y en D,0), del orden de 0,1 ppm, nos parecen logicas si
tenemos en cuenta que los valores aditivos de o para los distintos sustituyentes
utilizados en las ecuaciones tipo Shoolery estan determinados para los disolventes
CDClz y CCl,.208

En D0 los valores de oani muestran desapantallamientos promedio inferiores en
0,25 ppm a los calculados para las disoluciones en CDClI3, mientras que, curiosamente,
los valores de Ggauche SON similares. Como consecuencia, la diferencia entre ambos
valores (Ganti — Ogauche = 0,57 ppm) es también inferior a la calculada para los otros
disolventes. En cuanto a las desviaciones estandar para este disolvente, hemos de tener
en cuenta que, a lo dicho para DMSO-dg, se sumaria el hecho de que ciertas amidas son
muy insolubles en D,0O, provocando que en parte puedan permanecer cComo
micromicelas. Por otra parte, la formacion de puentes de hidrégeno con el agua puede
constituir otro foco adicional de distorsiones, tanto de la estructura de la amida como de

sus desplazamientos en RMN.

82 Z(Xi x)? = . . .
SD = =1 siendo X el promedio de todos los datos y n el nimero total de éstos.
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Ademas, para obtener valores de desplazamiento quimico estadisticamente mas
significativos, y para mostrar la utilidad del procedimiento seguido en moléculas mas
complejas, hemos incorporado también al presente estudio las per-O-acetilgluconamidas
aciclicas 12-16 (Figura 30),® si bien para facilitar la comparacién ambos conjuntos se

consideran independientemente.

H
I IH * /H * I /Me
Rl N  aH Rl N ' aMe Rl N ' aMe
o H 0o H (6] H
12 13 14
H H 'I' OAc OAc
Ri~w_~N_/Et Rie N~
T T
o H @) H OAc OAc
15 16

Figura 30. Per-O-acetilgluconamidas 12-16.

La Tabla 11 recoge los desplazamientos quimicos (3qps) medidos en CDCl; para
las amidas secundarias 12-16 y el desapantallamiento causado por la funcién amida
sobre los a&tomos de hidrégeno en disposicion anti y gauche. Estos desapantallamientos
se encuentran en rangos que oscilan para cani entre 2,36 y 2,47 ppm, y entre 1,63y 1,74
para cgauche: Debemos destacar aqui que los desapantallamientos promedio calculados
son muy similares tanto si consideramos solo las amidas 2y 7-11 (2,42 y 1,64), como el
conjunto ampliado 2 y 7-16 (2,42 y 1,66), o la diferencia de desapantallamiento entre
ambos (Ganti — Ogauche = 0,76-0,78 ppm). También es muy significativo que la desviacion

estandar se mantiene siempre por debajo de las 0,04 ppm.

8 M. J. Arévalo, M. Avalos, R. Babiano, A. Cabanillas, P. Cintas, J. L. Jiménez y J. C. Palacios,
Tetrahedron: Asymmetry 2000, 11, 1985-1995.
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Para el calculo de estos datos, como se indica en el pie de la Tabla 11,
nuevamente en las amidas con un Unico proton en C, se considera que éste ocupa la

posicion anti, y el promedio de los cinco valores correspondientes es el valor de can

3. NUEVAS INVESTIGACIONES

utilizado para el calculo de Ggaucne a partir de la ecuacion [10].

Tabla 11. Desapantallamiento (ppm) de protones CON-CH,, para 2 'y 7-16 en CDCls.

Compuesto Sops X,y Gamida  Oanti  Ogauche  Oanti — Ogauche
2 280 H,H 1,89 242 163 0,79
7 328 H,Me 203 242 164 0,78
8 4,06 Me, Me 247 247*
9 517 Me,Ph 243 2,43*
10 443 H,Ph 203 242 164 0,78
11 6,25 Ph,Ph 236 2,36*
Promedio (parcial) 242 164 0,78
SD (parcial) 0,04 0,01 0,01
12 282 H,H 191 242 1,66 0,76
13 329 H,Me 204 242 166 0,76
14 4,05 Me, Me 246 246*
15 3,23 H,Et 208 242 174 0,68
16 3,75 -(CHys- 2,36 2,36*
Promedio (global) 242 1,66 0,76
SD (global) 0,03 0,04 0,04

* Valores tomados para el calculo del promedio. SD: desviacion estandar.

Realizamos un proceso similar con las gluconamidas desprotegidas 17-20

(Figura 31), solubles en DMSO-ds, afiadiendo sus datos a los de las acetamidas 2 y 7-11

en dicho disolvente.
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H H H H
| H | H | Me | H
RX*_Nw_/uH R* N ‘.Me R¥__N Me RI__N__/LEt
o o o o
o H o) H o] H o) H
17 18 19 20
OH OH
R*= HO T
OH OH

Figura 31. Gluconamidas 17-20.

También en este caso (Tabla 12) se obtienen valores idénticos respecto a los

calculados exclusivamente para las acetamidas. Tanto los valores de Ganii Y Ggauche (2,22

y 1,33 ppm, respectivamente) como su diferencia (Ganti — Ggauche = 0,89 ppm) y las

desviaciones estandar son similares a las calculadas para el conjunto restringido de las

amidas sencillas (Tabla 10).
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Tabla 12. Desapantallamiento (ppm) de protones CON-CH,, para 2, 7-11
y 17-20 en DMSO-d.

Compuesto  Syps X, Y  Oamida Oani  Ogauche Oanti — Ogauche
2 2,54 H, H 163 2,22 1,34 0,88
7 296 H,Me 171 2,22 1,20 1,02
8 3,78 Me, Me 2,19 2,19*
9 489 Me,Ph 215 2,15*
10 424 H,Ph 1,84 2,22 1,46 0,76
11 6,11 Ph,Ph 222 222*
17 2,61 H,H 1,70 2,22 1,44 0,78
18 3,13 H,Me 188 2,22 1,54 0,68
19 3,89 Me,Me 230 2,30*
20 3,05 H, Et 1,90 2,22 1,58 0,64
Promedio 222 133 0,89
SD 0,04 0,13 0,13

* Valores tomados para el calculo del promedio. SD: desviacion estandar.
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Como los desapantallamientos anti y gauche de la N-metilacetamida (2), para la
que diferentes calculos pronostican minimos diferentes como los Zsy,, son idénticos a
los de otras amidas secundarias para las que los calculos predicen estructuras de minima
energia Zani, €n un intento de dar una explicacién alternativa podria sugerirse que es
posible que los desapantallamientos para los conformeros Zani y Zsyn fueran los mismos,
lo que llevaria a la sobreestimacion de la geometria Zai en nuestro estudio. Sin
embargo, esta asuncion esta totalmente en desacuerdo con el modelo aceptado para el
efecto anisotrépico del grupo amido, que entiende que se produce un

desapantallamiento mayor en los protones anti.**3

Como anticipamos en la introduccion, los desplazamientos quimicos aportan una
valiosa informacion sobre la estructura de las proteinas. Las observaciones recogidas en
este capitulo son estimulantes en cuanto a la racionalizacidn de estas correlaciones. En
este sentido, queremos mencionar ahora que la busqueda de una correlacion entre el
desplazamiento quimico de los protones o de amidas y una conformacion particular ha
sido un logro largamente esperado.®®*3* En su revision ya clasica, Stewart y Siddall
sefialaron que “the presence of moderately hindered rotation can lead to differences in
the relative populations of the possible conformations. In this case, the chemical shift
for the a-protons will be a weighted mean of those corresponding to each of the

conformations”.3%°

Por otra parte, cuando este estudio se encontraba en fases muy avanzadas nos

percatamos de un trabajo reciente de Mueller y Weitekamp, sin duda intrigante, ya que

8 T.H. Siddall 111 y W. E. Stewart, J. Chem Phys. 1968, 48, 2928-2935.

8 « la presencia de una rotacion moderadamente impedida puede conducir a diferencias en las

poblaciones relativas de las distintas conformaciones posibles. En este caso, el desplazamiento quimico
de los protones « serd una media ponderada de los desplazamientos correspondientes a cada una de las
conformaciones”.
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sostiene que cuando existe un rapido intercambio, la relacion entre el desplazamiento
quimico y las poblaciones de conférmeros es mas compleja que la situacion mostrada en
las revisiones clasicas de RMN y asumidas por la mayoria de los experimentalistas.®
Asi, se demuestra que en el metilciclohexano existe una inconsistencia en las
diferencias de energia libre entre los conférmeros cuando el intercambio es lento y las
constantes de equilibrio cuando el intercambio es rapido, que se puso de manifiesto
mediante estudios de desplazamiento quimico de **C. De acuerdo con esto, Mueller y
Weitekamp concluyen que cualquier ajuste requiere contribuciones al desplazamiento
quimico con una dependencia de la temperatura que es mayor que la medida en
intercambio lento. Estos autores han introducido nuevos términos en el hamiltoniano de
espin, al que se refieren como ALBATROSS, que deberia ser importante para verificar
experimentalmente la dependencia con la temperatura en otros estudios

conformacionales.

En todo caso, en nuestra opinidn estas observaciones no son extrapolables a
nuestro modelo ya que en nuestro trabajo no se han realizado medidas a temperatura
variable, y los desplazamientos quimicos medidos a temperatura ambiente se interpretan
en el contexto de un intercambio conformacional rapido. Sea o no diferente el
desapantallamiento magnético sobre protones gauche o anti al que se llegara tras la
extrapolacion lineal a diferentes temperaturas, y como demuestran las pequefias
desviaciones estadisticas, nuestros resultados no sufren merma alguna en su validez.
Nosotros simplemente hemos establecido a partir de los datos de RMN experimentales
la existencia prevalente de un determinado conférmero, aungue la poblaciéon no pueda
ser determinada con precision absoluta. De todas formas, Mueller y Weitekamp

concluyen claramente al final de su publicacion que “the new equations of motion give

8. J. Mueller y D. P. Weitekamp, Science 1999, 283, 61-65.
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intermediate-exchange line widths that are very similar to those of the traditional
theory, and therefore, previously reported conformer interconversion rates and

activation barriers are not likely to be as significantly affected”.®*#

En otro trabajo publicado durante la escritura de esta Tesis, pero con
posterioridad a nuestra publicacion,®® Mennucci y Martinez® calculan las energias de
los distintos conférmeros de la N-metilacetamida Z (Figura 32) en fase gaseosa y en
disolucion acuosa mediante calculos DFT a un nivel sin duda superior al utilizado en
nuestro estudio como es el B3LYP/6-31+G(d,p), encontrando (Tabla 13) que la
estructura mas estable en fase gaseosa es Il, lo que coincide con nuestras predicciones.
Contrariamente, la estructura predicha como mas estable en disolucién acuosa es V.
Nuevamente nos parece dudosa la validez de los célculos de los espectros de UV e IR,
asi como el de los desplazamientos quimicos de >N y 'O que los autores realizan en

base a estas estructuras.

87 «_las nuevas ecuaciones de movimiento proporcionan posiciones de intercambio intermedio que son

muy similares a los de la teoria tradicional, y por tanto, es probable que las velocidades de
interconversion de conférmeros y barreras de activacion previamente publicadas no se vean
significativamente afectadas”.

8 M. Avalos, R. Babiano, J. L. Barneto, J. L. Bravo, P. Cintas, J. L. Jiménez y J. C. Palacios, J. Org.
Chem. 2001, 66, 7275-7282.

% (a) B. Mennucci y J. M. Martinez, J. Phys. Chem. B 2005, 109, 9818-9829. (b) B. Mennucci y J. M.
Martinez, J. Phys. Chem. B 2005, 109, 9830-9838.
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..ul,,”/

I (y = 0°, ¢ = 1809 I (y = 180°, ¢ = 180°)

I (y = 0° ¢ = 0° IV (y = 180°, ¢ = 0°)

Figura 32. Conférmeros de la N-metilacetamida obtenidos por rotacion
de los &ngulos diedros v y ¢.

Tabla 13. AG = Gx — Gpn (kcal/mol) de los cuatro conférmeros

X=1 11, Hly V), en fase gaseosa y en agua.*
Conférmero Fase gaseosa Agua
| 0,98 1,87
1 0,00 0,87
1l 2,06 0,92
v 1,12 0,00

* La energia cero se ha asignado a la forma mas estable en cada fase.

Todo ello muestra la necesidad expuesta por nosotros de poner a punto un
procedimiento fiable de contraste de las estructuras que predicen los calculos y que,

como queda patente a lo largo de esta Tesis, lo es sin duda la RMN.

Como conclusion al apartado de RMN, asumiendo la existencia prevalente de la
disposicion Zani hemos evaluado el desapantallamiento magnético generado por la

funcién amida sobre los atomos de hidrégeno situados en el atomo de carbono
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adyacente al nitrégeno en los disolventes CDCls, DMSO-ds y D,0. Se han encontrado
desapantallamientos con pequefias desviaciones estadisticas: cani = 2,42 + 0,04 ppm y
Ggauche = 1,64 £ 0,01 ppm, con una diferencia canti — Ggauche = 0,78 + 0,01 ppm, para
CDCls. Con una base estadistica mayor, se encuentra una diferencia canti — Ggauche = 0,76
ppm en el mismo disolvente, aunque la desviacion estandar aumenta a 0,04 ppm. Estos

datos deben ser una guia Util para asignar rotdmeros de amidas en disolucion.
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3.2. Correlaciones entre estructura y desplazamientos

guimicos en amidas secundarias.

La descripcion precisa del enlace de amida es de vital importancia para entender
la conformacidn de estas sustancias y procesos bioldgicos trascendentes como son las
interacciones entre proteinas y el plegamiento de éstas.*®**% Un aspecto destacable de
la RMN como herramienta experimental es el hecho de que los desplazamientos
quimicos reflejan con precision la anisotropia magnetica originada por la funcion amida
y son asimismo sensibles a otros efectos locales provocados por disolventes y
sustituyentes. Dentro de este contexto cabe destacar que los desplazamientos del H,, se
usan constantemente como método de diagndstico de la estructura secundaria de
péptidos y proteinas. Asi, se han propuesto correlaciones entre angulos de torsién y
desplazamientos observados, aunque los modelos a menudo no pueden definirse con
precision.’® De igual forma, las correlaciones basadas en el protén amidico™ y en
tensores de desplazamiento de carbono o nitrégeno han demostrado también ser Gtiles
indicadores de la estructura local de las protefnas.*

% (a) Prediction of Protein Structure and the Principles of Protein Conformation; G. D. Fasman, Ed.;
Plenum Press: Nueva York, 1989. (b) K. Wiithrich, Science 1989, 243, 45-50. (c) T. E. Creighton, Curr.
Opin. Struct. Biol. 1991, 1, 5-16. (d) G. Wagner, S. G. Hyberts y T. F. Havel, Annu. Rev. Biophys.
Biomol. Struct. 1992, 21, 167-198. (e) B. W. Matthews, Annu. Rev. Biochem. 1993, 62, 139-160. (f) D.
Voet y J. G. Voet, Biochemistry, 2%d.; Wiley: Nueva York, 1995; pp 141-213. (g) R. Jaenicke y R.
Seckler, Adv. Protein Chem. 1997, 50, 1-59. (h) E. Craig, W. Yan y P. James, Molecular Chaperones and
Folding Catalysts; B. Bukau, Ed.; Harwood: Amsterdam, 1999; pp 139-162. (i) S. Walter y J. Buchner,
Angew. Chem., Int. Ed. 2002, 41, 1098-1113.

% (a) N. Tjandra y A. Bax, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 8076-8082. (b) M. Tessari, H. Vis, R. Boelens,
R. Kaptein y G. W. Vuister, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 8985-8990. (c) Y. Sharma, O. Y. Kwon, B.
Brooks y N. Tjandra, Am. Chem. Soc. 2002, 124, 327-335.

% (a) S. Speray A. Bax, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 5490-5492. (b) D. S. Wishart, B. D. Sykes y F. M
Richards, J. Mol. Biol. 1991, 222, 311-333. (c) A. C. de Dios, J. G. Pearson y E. Oldfield, Science 1993,
260, 1491-1496. (d) D. Jiao, M. Barfield y J. M. Hruby, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 10883-10887. (e)
A. C. de Dios y E. Oldfield, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 11485-11488. (f) D.-K. Lee y A.
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Un inconveniente a tener en cuenta cuando se utilizan las acetamidas
N-alquiladas como modelos radica en el hecho de que los datos experimentales de RMN
solo pueden obtenerse para los conformeros Z, debido a su diferencia de energia con los
E. Las acetamidas complejas, como las derivadas de amidoazUcares, también muestran
de forma preferente o exclusiva una geometria Z,n, como revelan tanto los estudios de
RMN en disolucion como la cristalografia de rayos X.°*®®® Curiosamente, la
N-metilacetamida es la Unica acetamida simple que muestra el conférmero E en
proporcién suficiente para poder ser observado mediante espectroscopia RMN.” En
claro contraste, las formamidas N-sustituidas existen en disolucion como mezcla de los
isbmeros Z y E, permitiendo asi hacer una comparacion directa entre los datos
calculados y los datos experimentales disponibles. La misma N-metilformamida (21) ha
sido objeto de extensivos estudios espectroscopicos y computacionales.”® En principio,
la menor congestion estérica del isdmero E en las formamidas, con respecto a las
carboxamidas que portan sendos grupos alquilo en disposicién cis en este rotamero,
induce a aceptar su presencia en los equilibrios de las formamidas. Sin embargo, el
efecto estérico puede no ser el Unico factor a considerar, ya que se ha publicado que a
diferencia de lo que predicen los calculos de mecanica molecular como el MMX vy los

semiempiricos como el AM1, todos los métodos ab initio y DFT predicen que el

Ramamoorthy, J. Magn. Reson. 1998, 133, 204-206. (g) M. Hong, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 3762-
3770. (h) Y. Wei, D. Lee y A. Ramamoorthy, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 6118-6126. (i) X. Yao y M.
Hong, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 2730-2738.

% (a) W. H. Kirchhoff y D. R. Johnson, J. Mol. Spectrosc. 1973, 45, 159-165. (b) P. Mohandas y S.
Singh, J. Mol. Struct.. THEOCHEM 1990, 361, 229-242. (c) A. Barszczewicz, M. Jaszunski y K.
Jackowski, Chem. Phys. Lett. 1993, 203, 404-408. (d) J. Florian y B. G. Johnson, J. Phys. Chem. 1994,
98, 3681-3687. (e) C. W. Kirby, M. D. Lumsden y R. E. Wasylishen, Can. J. Chem. 1995, 73, 604-613.
(f) J. Neuefeind, M. D. Zeidler y H. F. Poulson, Mol. Phys. 1996, 87, 189-201. (g) H. Adalsteinsson, A.
H. Maulitz y T. C. Bruice, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 7689-7693. (h) J. Vaara, J. Kashi, J. Jokisaari, y
P. Diehl, J. Phys. Chem. A 1997, 101, 5069-5081 y referencias alli citadas.
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isémero Z es mas estable que el E.** Como se observa en la Figura 33, que muestra las
geometrias en fase gaseosa de la N-metilformamida obtenidas con el método B3LYP/6-
31G*, esto puede ser debido a interacciones electrostaticas que estos métodos tienen en
cuenta.* Asi, en las formamidas E aparecen més interacciones electrostéticas repulsivas

entre el grupo formilo y los hidrogenos del grupo alquilo que en las Z alternativas.

-0,459

E-NMF Z-NMF

Figura 33. Distancias (A) y cargas (u.e.) calculadas a nivel B3LYP/6-31G*
para la N-metilformamida.

Las barreras rotacionales de las formamidas N,N-dialquilsustituidas se han
investigado también tedricamente, incluyendo el efecto de los disolventes que
intervienen en el sistema generando enlaces intermoleculares.®*% Se han realizado
también diversos estudios sobre las interacciones por enlaces de hidrégeno en las
N-alquilformamidas.”® Pero nuevamente, como ocurriera con las N-alquilacetamidas

(ver capitulo anterior), existen contradicciones en los antecedentes sobre las

% A. G. Martinez, E. Teso, A. Garcia y P. Martinez-Ruiz, J. Phys. Chem. A 2002, 106, 4942-4950.
% M. Bloemendal, A. C. Rouw y G. Somsen, J. Chem. Soc., Faraday Trans. 1 1986, 82, 53-60.

% (a) A. Engdahl, B. Nelander y P.-O. Astrand, J. Chem. Phys. 1993, 99, 4894-4907. (b) J. E. McGrady y
D. M. P. Mingos, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1995, 2287-2292. (c) J. Gao, J. J. Pavelites y D.
Habibollazadeh, J. Phys. Chem. 1996, 100, 2689-2697.
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conformaciones de las N-alquilformamidas obtenidas mediante calculos ab initio y
espectros ro-vibracionales. Asi, un estudio sobre la N-metilformamida en base a su
espectro de microondas en el rango de frecuencias de 18-40 GHz, junto con célculos ab
initio, predijo un conférmero Z, pero no pudo encontrar la conformacion de equilibrio

del metilo.t*

Dos estudios recientes centrados en la N-metilformamida y la N-metilacetamida
predicen minimos absolutos similares. Asi, Nandini y Sathyanarayana describen
calculos HF/6-31+G* sobre la geometria molecular y el espectro vibracional de estas
amidas,* mientras que Wiberg y Rush han evaluado las barreras rotacionales del metilo
en varias N-metilamidas y tioamidas a nivel MP2 con un conjunto de bases mas
avanzado, 6-311+G**.** Para la N-metilformamida, encontraron como conformaciones
mas estables las Eani Y Zsyn, cOn una diferencia de 0,88 y 0,33 respecto a las Egyn Y Zani,
respectivamente (Figura 34). Notablemente, la conformacion mas estable (Zsyn) sufre
una marcada piramidalizacién (es decir, desviacion del grupo alquilo del plano H-N-
C=0) en el &tomo de nitrégeno. De forma similar, tanto para el isémero E como para el
Z de la N-metilacetamida el conformero mas estable resulté ser el syn.** Estos
resultados estan en desacuerdo con las conformaciones experimentales obtenidas a
partir de los desplazamientos quimicos de protdn y de céalculos DFT y ab initio que
predicen una disposicion preferente Z,ni, como hemos comentado anteriormente (y

publicado).®
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Esyn Eanti

0,88 0,00

(0] H H
Wl ol
Halz N Hal
A T

H

Zsyn Zanti

0,00 0,33

Figura 34. Puntos estacionarios y energias relativas (kcal/mol) para cada
isdbmero Z/E encontrados por Wiberg y Rush para la N-metilformamida.

De todo lo dicho se deduce que un estudio que incluya datos tedricos y
empiricos tanto de isomeros Z como E de las amidas secundarias, puede proporcionar
una vision completa de su estructura. En este capitulo se correlacionan las geometrias
calculadas tedricamente con los desapantallamientos magnéticos obtenidos
experimentalmente de amidas que contienen la totalidad de las opciones estructurales
significativas que son accesibles. Esta nueva correlacion se muestra cuantitativa en
términos de confianza estadistica y proporciona una metodologia para la prediccion de
la conformacion de las amidas que puede extrapolarse a grandes moléculas que portan

esta unién.

La Figura 35 describe el espectro conformacional de una formamida secundaria,
definiendo mediante los &ngulos de torsion ¢ y t la rotacién en torno a cada uno de los
dos enlaces C-N involucrados en la amida. Como se observa, el analisis conformacional
de formamidas, que se aborda por primera vez en este trabajo, es mas simple que el de

acetamidas debido a que el sustituyente del grupo carbonilo es un atomo de hidrégeno.
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9y OYH
R R

R<|/N\H/H —_— R\|/N\H

H O H
H Zani (¢ =180° 1 =0°) Zgyn (9 =0°% 1 =09

o | |

H 0 . : R/IH\(O

R\'-l/N\l&O _ Raz N
H
Eani (0 = 180°, T = 180°) Eqyn (b = 0°, 7 = 1807)

Figura 35. Conformaciones syn y anti para los isémeros Z y E de las formamidas secundarias.
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3.2.1. Resultados y Discusion.

Se han llevado a cabo estudios experimentales y computacionales sobre los
isbmeros Z y E de las formamidas aciclicas 21-28, asi como sobre las ciclicas 2-
pirrolidona (29) y &-valerolactama (30), que sélo existen como isémeros E. También se
han tenido en cuenta en este trabajo los datos experimentales y tedricos de las
acetamidas 2 y 7-11, sobre las que se realizo el estudio previo® expuesto en el capitulo
anterior, y los amidoazucares 12-16, ya que propician discusiones paralelas y permiten
ampliar la base estadistica (Figura 36).

H H
H | H o Me |
H N R Menl N R Meal N R
H o) H o) H o}
2,12, 21 7,13, 22 8,14, 23
H H H
Me | Hoo Ph |
Phao, ~N R Phal, ~N R Phal ~N R
H o} H o) H o)
9,24 10, 25 11, 26
H H H
Et. | Ho |
Meas, N R Etew, N R « N R
H o} H o) H o]
27 15, 28 16
OAc OAc
2,7-11: R=Me - -
21-28: R=H 12:16:R="" Y [ OAc
OAc OAc
H i
29 30

Figura 36. Estructuras 2, 7-16 y 21-30.
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3.2.1.1. Célculos teoricos en N-alquilformamidas.

El método de célculo seguido fue similar al descrito en el apartado 3.1.2 para las
acetamidas. Asf, inicialmente se realizé un estudio a nivel semiempirico (PM3)?® con
objeto de obtener una primera idea de los perfiles energéticos de estas moléculas con
bajo coste computacional. La Figura 37 muestra como ejemplo de las estructuras de
partida en el andlisis conformacional las de los isomeros Z y E en la N-etilformamida
(22).

22E 227

Figura 37. Estructuras de partida en el analisis conformacional de 22.

Como muestran las Figuras 38-40, en las que tomamos un modelo para cada
grupo de formamidas segun tengan tres, dos o un proton en la posicion CON-CH,, se
encontré de forma invariable que la disposicion anti era el conférmero mas estable
independientemente de la configuracion (E o Z) que se analizara. No obstante, hemos de
tener en cuenta que estas predicciones no son suficientemente fiables, ya que las
geometrias tanto de los minimos como de los méximos a nivel PM3 fueron muy
diferentes a las encontradas mediante calculos DFT o ab initio y, ademas, los isdmeros

E eran mas estables que los correspondientes Z.
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Como se comentd en la introduccidn, la prediccion de diferente estabilidad entre

calculos de mecanica molecular o semiempiricos respecto a los DFT o ab initio se ha

explicado tomando como modelo la N-metilformamida,® asumiendo que estos Gltimos

reflejan mejor las interacciones electrostaticas.

-41,5
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-43,0

-43,5

Calor de formacién (kcal/mol)

—e—21E

—a—217
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Angulo diedro ¢

Figura 38. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) respecto al angulo diedro ¢

en la Z- y E-N-metilformamida (21) a nivel PM3.

Como se observa en la Figura 38, la N-metilformamida oscila entre un minimo y

un maximo cada 60°, debido a que con esta periodicidad un atomo de hidrégeno pasa de

conformacién syn a anti.
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Figura 39. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) respecto al angulo diedro ¢

en la Z- y E-N-etilformamida (22) a nivel PM3.

La N-etilformamida muestra un maximo pronunciado debido al eclipsamiento

del metilo con el grupo formilo, y minimos cuando ambos protones metilénicos adoptan

conformaciones anti (Figura 39).
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Figura 40. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) respecto al angulo diedro ¢

Nuevamente,

piranésicos,®®®

en la Z- y E-N-isopropilformamida (23) a nivel PM3.

como ocurriera en las acetamidas y en los amidoazUcares

las formamidas con un dnico proton en CON-CH, lo disponen

inequivocamente en conformacion anti en la estructura mas estable, como se muestra en
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la Figura 40 para la N-isopropilformamida (23). En el apéndice B se incluyen

representaciones similares para otras formamidas.

En este capitulo se ha realizado también un estudio conformacional completo a
nivel B3LYP/6-31G* de las formamidas 21-28. Presentamos como ejemplo las
estructuras 21-23, que son representativas de las distintas opciones conformacionales.
La Figura 41 muestra la variacion de la energia frente al angulo de torsion ¢. Como se
anticipd, a diferencia de lo que se observa a nivel semiempirico, en todo el espectro
conformacional el isbmero Z es mas estable que el E, excepto en el caso de 22 y 23 que,
para ¢ aproximadamente igual a 60° presenta un maximo en el isomero Z como

consecuencia de la interaccion entre el sustituyente en C, y el carbonilo.

24 -
—o—21E
2,0 ¢
— ——217
(o] |
£ 1,6
8 1,2
S5
w 0,8 A
<
0,4 1 - ‘.\*\A
0,0 T T T T " —A
0 10 20 30 40 50 60

Angulo diedro ¢

Figura 41. Variacion de la energia frente al angulo de torsion ¢ de los
isémeros E/Z de la N-metilformamida (21) a nivel B3LYP/6-31G*.
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Figura 42. Variacion de la energia frente al &ngulo de torsion ¢ de los
isomeros E/Z de la N-etilformamida (22) a nivel B3LYP/6-31G*.
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Figura 43. Variacion de la energia frente al angulo de torsion ¢ de los isbmeros
E/Z de la N-isopropilformamida (23) a nivel B3LYP/6-31G*.

En los tres casos se caracterizaron los minimos absolutos (comprobando la no
existencia de frecuencias imaginarias) de ambos rotdmeros de estas formamidas, que
presentaron siempre conformaciones anti, y cuyas estructuras se muestran en la Figura
44. Los valores de ¢ para esta conformacion anti de los dos rotameros oscilan entre
157,9 y 191,4° (Tabla 14). En el caso de E y Z-23 fue también posible caracterizar un
minimo local que corresponde a una conformacion syn. También fue posible la

caracterizacion de los puntos de silla, que se visualizan en el espectro conformacional
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presentado en la Figura 41, comprobando que tenian una sola frecuencia imaginaria, que
correspondia precisamente al giro del enlace CON-CH,,. Estos puntos de silla presentan
una conformacion syn (¢ = 0,0°) tanto para E-21 como para Z-21; una conformacion
con ambos protones metilénicos en disposicion gauche para los dos rotdmeros de 22
(¢ ~ 57,5°), y una conformacion con el proton de E y Z-23 en una disposicion gauche (¢
~ 56 y 61°, respectivamente). La Figura 44 muestra todos los minimos y puntos de silla
encontrados para estas tres formamidas. En el apéndice B se incluyen representaciones

similares B3LYP/6-31G* para otras formamidas.
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re It

21 Eqnii 21dE: pILllnto 21 Zanii 21dZ: pILllnto
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Figura 44. Estructuras de minima energia y puntos de silla de las formamidas 21-23,
calculadas a nivel B3LYP/6-31G*.
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La caracterizacion completa de minimos y puntos de silla de estas formamidas
permite a su vez calcular las barreras rotacionales a nivel B3LYP/6-31G*, que se
recogen en la Tabla 14. Para el grupo metilo de la N-metilformamida (21), esta barrera
es mayor en el rotimero E que en el Z. La situacion cambia para la N-etil y la N-
isopropilformamida (22 y 23), ya que las barreras de sus isomeros Z son ~ 1,4 kcal/mol
mayores que las de los isdbmeros E. Logicamente, el mayor impedimento estérico del
grupo alquilo contribuye a incrementar las barreras de rotacion (Tabla 14: 0,07-0,80
kcal/mol en 21 frente a 2,78-4,44 kcal/mol en 22 y 23).

Tabla 14. Parametros torsionales y diferencias de energia (kcal/mol) para las formamidas 21-23 a nivel
B3LYP/6-31G*.

Ismero Minimo Punto de silla AE
$C) (@ Piram() ¢ () Piram. ()
21 E 1799 180,2 179,7 0,0 1800 180,0 0,80
21Z 179,2 0,0 179,9 0,0 0,0 180,0 0,07
22E 1853 178,0 183,2 57,8 180,0 180,0 3,09
227 1914 356,5 187,6 57,4 0,0 180,0 4,44
23E 180,0 180,0 180,0 55,7 1845 173,2 2,78
237 157,9 3,6 170,8 61,3 0,4 179,3 4,26

Puesto que este estudio toma como modelo la N-metilformamida en cuanto a los
efectos estructurales sobre el desplazamiento quimico de los protones, nos parecio
conveniente comprobar también la fiabilidad de los calculos DFT frente a los ab initio.
Los datos recopilados en la Tabla 15 revelan que tanto el método B3LYP/6-31G* como
el MP2/6-31G*, e incluso el HF/6-31G**, utilizado frecuentemente, pero que como

hemos demostrado en el capitulo 3.1 tiene menos precision por incluir una correlacion

97



MENU SALIR

3.2. Correlacion entre desplazamientos quimicos de protones y la estructura de las amidas

electronica “promediada”, proporcionan resultados similares en cuanto a los angulos de
torsion ¢ y t y en las diferencias de energia entre los isomeros Z y E (AE = 0,9-1,0
kcal/mol). De nuevo, como ya ocurriera en la Z-N-metilacetamida (2), la utilizacion de
funciones difusas a nivel MP2/6-31+G** produce una estructura sustancialmente
diferente para Z-21, en la que el grupo amido es menos plano (tr = 3,0°) y el grupo
metilo adopta una disposicion cercana a una conformacion syn (¢ = 18,0°). En este
punto observamos que el nitrégeno amidico de este rotdmero se piramidaliza® de forma
progresiva en disposiciones que se alejan de la conformacion preferente anti (Tabla 15).
Por ello, recordando los trabajos de Wiberg™ (ver pag. 39), y ante la posibilidad de que
estos célculos reflejaran estructuras reales demostrables mediante RMN, decidimos

incluir la piramidalizacion en el estudio.

Nos ha parecido conveniente incluir también en este apartado la N-
metilacetamida (2), ya que su isdbmero E muestra angulos de torsion ¢ cercanos a 30° en
distintos modelos teoricos y a 19° a nivel HF/6-31G** (Tabla 15). En ambos isémeros
Z/E se observa de nuevo la falta de planaridad del nitrogeno en las conformaciones mas
alejadas de una disposicion syn o anti (¢ = 0° o 180°). Ademas, para el rotamero Z-2,
los célculos MP2/6-31+G** y HF/6-31G** también evidencian piramidalizacion
(~ 170°) en los angulos de torsion ¢ proximos a la conformacion syn (17,8° y 24,6°,

respectivamente).

% (*) La piramidalizacién del nitrégeno se indica mediante el &4ngulo diedro virtual H-N-C(O)---C.,
siendo C,, el carbono unido al nitrégeno.
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Tabla 15. Angulos de torsion, piramidalizacion (°) y diferencias de energia (kcal/mol) para los
rotameros E y Z de la N-metilacetamida (2) y la N-metilformamida (21).

Comp. Método de célculo Isomero £ Isomero Z AE (E-2)
¢ T Piram. ) T Piram.
B3LYP/6-31G* 29,0 188,8 165,6 180,0 0,0 180,0 2,47
MP2/6-31G* 30,0 1922 160,2 176,3 3585 1831 2,64
MP2/6-31+G** 29,7 1918 1604 17,8 36 170,3 2,72
HF/6-31G** 18,6 186,7 169,2 24,6 40 1701 2,70
B3LYP/6-31G* 179,9 180,22 179,7 1792 0,0 1799 0,85
MP2/6-31G* 180,2 179,6 180,7 1787 0,4 179,0 0,98
MP2/6-31+G** 180,0 180,0 180,1 18,0 30 1722 1,23
HF/6-31G** 180,2 180,0 180,0 1793 0,1 1798 1,02

Como se ha discutido anteriormente, en los rotdmeros de 23 y en las formamidas

24, 26 y 27, que tienen sélo un protén en el grupo CON-CH,, existen minimos locales

syn (Tabla 16), pero sus conformaciones de minima energia son nuevamente anti

(AEsyn-anti = 1,64-4,05 kcal/mol). Considerando el sistema en su conjunto, los rotdmeros

Zanti SON los mas estables (AEganti-zani = 0,74-1,36 kcal/mol).

Las formamidas con dos atomos de hidrégeno en la posicion CON-CH, (25 y

28) muestran un comportamiento similar al encontrado para los rotameros de 22,

exhibiendo conformaciones de minima energia Zani a nivel B3LYP/6-31G*. Una vez

mas, la piramidalizacion tiene lugar en conformaciones que se desvian de la anti o la

syn (Tabla 16).
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Tabla 16. Angulos de torsion, piramidalizacion (°) y diferencias de energia (kcal/mol) para las
formamidas 22-28 a nivel B3LYP/6-31G*.

Isbmero ¢ t  Piram. Isébmero ¢ v Piram. AE (syn-anti) AE (E.ni—Zanti)

22 B, 1853 178,0 183,2 071

22 Z.i 1914 3565 187,6
23Ey, 74 1830 1748 23E,; 180,0 180,0 180,0 2,43 0.74
23Zy¢n 01 00 1799 23Z,; 1579 36 1708 1,64
24E,, 344 1923 1604 24E,; 1588 1827 176,1 2,36 136
24 Z,, 3335 357,0 190,8 24Z. 2291 41 1707 2,01

25 Eaq 179,7 1811 179,3

25Z. 190,99 3556 1931 104
26 Ey, 3110 170,9 1943 26 E,y 161,7 177,1 186,2 1,95 1,03
26 Zy, 12,6 3542 1825 26Z,y 174,33 3523 1974 4,05
27Ey, 216 1878 1669 27E,; 1822 1786 1820 2,38 0,85
2712y, 12 01 1794 27Z.,s 2029 356,8 1883 1,71

28 Eai 172,9 1839 173,8

0,69

287, 166,2 4,0 1714

Una comparacion directa entre el conjunto de formamidas 22-28 y la serie de
acetamidas 7-11% indica que en estas dltimas las diferencias de energia entre sus
rotameros Eanti Y Zani SON significativamente mayores (1,93-3,16 kcal/mol frente a 0,69-
1,36 kcal/mol en las formamidas, ver Tablas 4, 7 y 16). Este resultado esta de acuerdo
con la evidencia experimental de la coexistencia de ambos rotameros en disolucion en el
caso de las formamidas, y puede ser consecuencia de que el protén del grupo formilo
ocasiona menos congestion en el isdmero E respecto a la que tendria la correspondiente
estructura con un grupo metilo en las acetamidas. Por otro lado, tanto en el isomero E
como en el Z, las diferencias de energia entre las conformaciones syn y anti de aquellas
amidas en las que se han encontrado computacionalmente ambos minimos

conformacionales, son sélo ligeramente menores para las formamidas 23, 24, 26 y 27
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(AEsyn-anti = 1,64-4,05 kcal/mol) que para las correspondientes acetamidas 8, 9, y 11
(AEsyn-anii = 1,86-4,33 kcal/mol). Debe enfatizarse que las barreras rotacionales CON—
C. son significativas (Tabla 14), con la Unica excepcion del rotdmero Z de la
N-metilformamida (Z-21), en la que la barrera calculada resulta ser similar a la de la
N-metilacetamida (~ 0,07 kcal/mol). Por el contrario, los rotameros E de la
N-metilacetamida y la N-metilformamida muestran distintos perfiles tanto en los
minimos conformacionales como en las estructuras de transicion, ya que la N-
metilacetamida casi no muestra variacion hasta ¢ = 30° y se incrementa rapidamente
para angulos de torsion mayores debido a la repulsién de los grupos metilo. La

estructura de transicion se alcanza a ¢ = 60° con una barrera de 0,27 kcal/mol.®

2E 2 E: punto
de silla

21E 21 E: punto
de silla

Figura 45. Estructuras de minima energia y puntos de silla de las E-N-metilcarboxamidas
2y 21, calculadas a nivel B3LYP/6-31G*.
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Aunque nuestros estudios DFT y ab initio predicen de forma consistente una
disposicion anti para los rotdmeros E y Z de las acetamidas y formamidas simples, no
gueremos pasar por alto el hecho de que algunos modelos aporten predicciones que
implican cierta controversia en relacion con la estructura del grupo amido. Asi,
numerosos estudios muestran que el proceso de inversion del nitrogeno es muy flexible,
presentando barreras despreciables entre las configuraciones plana y no plana.” 9100101
En este sentido, nuestros resultados a nivel B3LYP/6-31G* muestran la existencia de
estructuras planas y que la piramidalizacion aumenta al alejarse de las conformaciones

syn y anti.

En conclusion, puede decirse, a la luz de estos resultados, que el modelo
B3LYP/6-31G* predice una conformacion anti como la disposicion favorable para
ambos rotdmeros de las formamidas en fase gaseosa. S6lo se han detectado minimos
locales correspondientes a conformaciones syn en las formamidas que contienen un solo
proton en la posicion CON-CH,. La altura de la barrera para la rotacion CON-alquilo
aumenta cuando lo hace el volumen del grupo alquilo, encontrando una barrera casi
despreciable para el rotdmero Z de la N-metilformamida (algo que, como vimos en el
capitulo 3.1, ocurre también en la N-metilacetamida). Ademas, no hay desviaciones
significativas entre las formamidas y las acetamidas simples con respecto a su
preferencia conformacional. Todo ello aporta una vision de la estructura de las amidas

secundarias muy Util en la interpretacion de sus datos de RMN.

% G. Fogarasi y P. G. Szalay, J. Phys. Chem. A 1997, 101, 1400-1408.
%', Samdal, J. Mol. Struct.: THEOCHEM 1998, 440, 165-174.

100 para un desarrollo reciente del campo de fuerzas MM4 en amidas, ver: C. H. Langley y N. L. Allinger,
J. Phys. Chem. A 2002, 106, 5638-5652.

101 para valores experimentales de barreras rotacionales con microondas, ver: T. Kojima, E. Yano, K.
Nakagawa y S. Tsunekawa, J. Mol. Spectrosc. 1987, 122, 408-416.
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3.2.1.2. Correlaciones de RMN en amidas secundarias.

Este estudio continda nuestro trabajo previo sobre acetamidas que se ha expuesto
en el capitulo 3.1, en el que se prueba la fiabilidad de los modelos cuanticos para llegar
a un buen acuerdo entre estructura y desplazamientos quimicos experimentales de
proton. Como ha quedado demostrado en dicho capitulo, las acetamidas secundarias
existen preferentemente en disposicion Zaqi.® En contraste, como se observa en la Tabla
17, los estudios de RMN de las formamidas muestran una elevada poblacion del
isomero E en diversos disolventes, con lo cual su analisis en este estudio permite
extender nuestra metodologia a ambos conférmeros. En la Tabla 17 se incluye también
la N-metilacetamida ya que, como se ha comentado previamente, esta sustancia presenta

una proporcion escasa, aunque observable mediante RMN, del isémero E.

Tabla 17. Poblaciones (%) del rotdmero E de la N-metilacetamida (2) y las formamidas 21-28 en distintos
disolventes (datos de *H-RMN a 400 MHz)

Disolvente 2 21 22 23 24 25 26 27 28

CDCl, 3,0 11,5 20,4 22,1 18,8 16,7 16,4 27,1 211
DMSO-ds 0,9 6,6 10,4 12,9 13,4 11,1 9,7 16,0 *

D,0 1,7 9,2 12,2 17,6 11,7 11,0 13,8 18,1 14,6

* No se pudo observar de forma inequivoca.
Hemos visto ya que, como propusieron Shoolery y otros autores,®® los
desplazamientos quimicos de protones metilénicos y metinicos pueden predecirse

mediante una relacion empirica simple, como es la ecuacion aditiva [8].

Schxyz = 0,23 + ox + oy + o, [8]
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Esta relacion puede utilizarse también en formamidas para determinar el
desapantallamiento causado por la funcion amida sobre un proton particular (oy), 0

sobre un conjunto de protones magnéticamente equivalentes (Gamida):

Gamida = Oobs — (0,23 + ox + Gy) []

Nuevamente, en las amidas que tienen més de un protébn en CON-CH,, el
desapantallamiento es una magnitud promediada, y la ecuacion [10] contempla este

efecto en las estructuras Zani Y Eansi:

amida

. 9
. _ O ani n (n _1) gauche [10]
n n

La Tabla 18 resume brevemente nuestros resultados previos sobre la anisotropia
magnética encontrados para tres conjuntos diferentes de compuestos modelo: las
acetamidas 2 y 7-11, las per-O-acetilgluconamidas 12-16 y el conjunto completo de
ambos. Como se explicd en el capitulo 3.1, estos datos son consistentes con una

conformacion preferente Zaq; para estas sustancias.®

Tabla 18. Desapantallamiento (o, ppm) en protones CON-CH,, para 2, 7-11 'y 12-16 en CDCls.

Promedio + SD

Compuesto
Ganti Ggauche Ganti — Ogauche
2y7-11 2,42+ 0,04 1,64+0,01 0,78 +0,01
12-16 2,41 40,04 1,69+ 0,05 0,72 +0,05
2,7-11y 12-16 2,42 +0,03 1,66 + 0,04 0,76 £ 0,04
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Siguiendo una sistematica idéntica a la descrita para las acetamidas, esto es,
asumiendo que en las formamidas que solo incluyen un proton en CON-CH,, éste se
sitla en disposicion anti, y cuando tiene varios protones en C, uno de ellos es anti y el
resto gauche, hemos determinado para los rotdmeros Z de las formamidas 21-28 el
desapantallamiento causado por la funcion amida en los hidrogenos situados en
disposiciones anti y gauche (Tabla 19). Su valor es 2,52, 1,69 y 0,83 ppm para Ganii,
Ggauches Y Oanti — Ogauche, €SPectivamente, con bajas desviaciones estadisticas. Estos
desapantallamientos son préximos, aunque ligeramente mayores, a los encontrados en
las acetamidas y en las gluconamidas quirales. Por ello, el grupo CO-alquilo parece
tener un efecto pequefio en la anisotropia global. Asi, una comparacion directa entre los
datos de la Tabla 18 y la Tabla 19 permite estimar que el apantallamiento causado por la
introduccién de un grupo alquilo (NCO-alquilo) en lugar del protén formilico, sobre

protones anti y gauche es de 0,10 y 0,03 ppm, respectivamente.
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Tabla 19. Desapantallamientos (ppm) en protones CON-CH,, para los rotameros Z
de las formamidas 21-28 en CDCls.

Compuesto  Sgpservade XY Oamida Ganti Ggauche  Oanti — Ogauche
21 2,86 (H,H) 195 2,52 1,67 0,85
22 3,36 (H,Me) 211 2,52 1,70 0,82
23 4,18 (Me, Me) 2,59 2,59*
24 523 (Me,Ph) 249 249
25 4,49 (H,Ph) 2,09 2,52 1,66 0,86
26 634 (Ph Ph) 245  2.45%
27 4,02 (Me,Et) 2,53 2,53*
28 3,28 (H,Et) 2,13 2,52 1,74 0,78
Promedio + SD 252+0,04 169+0,04 0,83%+0,04

* Valores tomados para el calculo del promedio. SD: desviacion estandar.

La dispersion de los desplazamientos quimicos es casi inexistente, como
demuestran los valores estadisticos en la Tabla 19. Esto sugiere la existencia de una
conformacién comdn y prevalente que, teniendo también en cuenta las predicciones de

nuestros calculos DFT y ab initio, ha sido asignada a la forma Zapy;.

Los valores DFT para los rotameros E de las formamidas 21-28 son igualmente
consistentes con una conformacion anti; la Tabla 20 presenta las anisotropias
magnéticas sobre los protones anti y gauche de estas sustancias. Hay que recordar que
la forma anti es el unico minimo conformacional encontrado mediante calculos DFT en
las formamidas que tienen dos o tres protones en el C, (como 21, 22, 25 y 28), que
muestran mayores barreras rotacionales que los isomeros Z. En el caso de las
formamidas con un solo proton en el CON-CH,, se observan en los célculos tanto la
conformacién anti como la syn, aunque la primera es nuevamente la estructura mas
estable para los isomeros E (por unas 1,95-2,43 kcal/mol). Ademas, curiosamente se

observa que en las estructuras E, tanto el protén anti (cang = 1,98 ppm) como el gauche
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(ogauche = 2,08 ppm) se ven afectados de forma similar por la anisotropia magnética de
la funcion amida (Ganti — Sgauche = -0,10 ppm), como refleja la baja desviacion estadistica

del conjunto.

Tabla 20. Desapantallamientos (ppm) en protones CON-CH,, para los rotdmeros E
de las formamidas 21-28 en CDCls.

Compuesto  Sgpservade X1 Y Oamida Ganti Ggauche  Oanti — Ogauche
21 2,94 (H,H) 2,03 1,98 2,06 -0,08
22 3,29 (H,Me) 2,04 1,98 2,10 -0,12
23 371 (Me,Me) 212  2,12*
24 4,71  (Me, Ph) 1,97 1,97*
25 442 (H,Ph) 202 198 2,06 0,08
26 578 (Ph,Ph) 189 189
27 342 (MeEt) 103  1,93*
28 319 (H,Et) 204 198 2,10 0,12
Promedio + SD 1,98+0,10 2,08+0,02 -0,10+ 0,02

* Valores tomados para el calculo del promedio. SD: desviacion estandar.

Resulta sorprendente que en las formamidas E el desapantallamiento local para
protones gauche, que se encuentran situados fuera del plano de la funcion amida, sea
ligeramente mayor que para los correspondientes protones anti, que Se encuentran
coplanares. Una estimacion preliminar basada en la relacion de McConnell (ver
apartado 2.2)™ refleja la dependencia directa de la anisotropia magnética de la amida
con el angulo (6) entre el vector R (la distancia entre la amida y el protén considerado) y
el plano de simetria (es decir, el del grupo amido). Por ello, esta contribucion angular
hace que los protones situados fuera del plano de amida, como los protones gauche,
estén mucho menos desapantallados. No obstante, como se ha sefialado antes, las

predicciones cuantitativas basadas en modelos clasicos como el de McConnell pueden
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ser prematuras ya que los datos para el tensor de susceptibilidad son escasos. Aln asi,
debemos enfatizar que en una estricta aplicacion del mismo, y teniendo en cuenta que
en los datos publicados para las formamidas este tensor es axialmente simétrico respecto

a la normal al plano de amida,'%?

sus predicciones difieren de lo que ahora encontramos
(ver Figura 5). Ya previamente se han publicado discrepancias para diferentes grupos
anisotrépicos entre las predicciones de otros modelos y la ecuacion de McConnell. Asi,
mientras ésta predice apantallamiento sobre protones situados encima del centro del
enlace C=C, Martin y col. observan desapantallamiento para esta posicion mediante
calculos a nivel HF/6-31G** en sistemas modelo.®® El mismo grupo ha encontrado
incoherencias también para el grupo carbonilo.!® Pero la que ahora comentamos en
amidas secundarias es la primera confirmacion experimental de que la ecuacion de

McConnell no es general.

Para arrojar luz sobre la anisotropia magnética de los isomeros E, con evidente
discrepancia entre el modelo de McConnell y el nuestro, se han realizado calculos
adicionales sobre la 2-pirrolidona (29) y d-valerolactama (30), que estan forzadas a
adoptar una geometria E. En la Figura 46 se observa la variacion de la energia frente al
angulo de torsién ¢ calculada a nivel B3LYP/6-31G*.

102 (@) L. Pauling, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1979, 76, 2293-2294. (b) T. G. Schmalz, C. L. Norris y
W. H. Flygare, J. Am. Chem. Soc. 1973, 95, 7961-7967. (c) W. H. Flygare, Chem. Rev. 1974, 74, 653-
687.

13 N. H. Martin, N. W. Allen Ill, E. K. Minga, S. T. Ingrassia y J. D. Brown, J. Am. Chem. Soc. 1998,
120, 11510-11511.

104N, H. Martin, N. W. Allen 111, J. D. Brown, D. M. Kmiec Jr. y L. Vo, J. Mol. Graphics Mod. 2003, 22,
127-131.
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Figura 46. Curvas torsionales para las amidas 29 y 30.

La Figura 47 muestra como en sus estructuras mas estables los protones CON-
CH,, de estas sustancias se encuentran anclados en una conformacién gauche, lo que
daria lugar a que el desapantallamiento magnético (camiga) para los protones H-1y H-2

sea equivalente a Ggayche.

29 30

Figura 47. Estructuras de minima energia de la 2-pirrolidona (29)
y 6-valerolactama (30), calculadas a nivel B3LYP/6-31G*.

La Tabla 21 recopila los resultados de las estructuras de menor energia, cuyos

valores de angulos de torsién (respecto al proton H-1) son 55° para 29 y 47° para 30.
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Tabla 21. Angulos de torsion (°) y desapantallamiento (ppm) para las amidas 29 y 30.

Compuesto ¢ CONH-CH; ¢ CONH-CH, S8opservado  Camida= Ggauche

29 54,8 -65,7 3,41 2,26
30 47,3 -69,7 3,32 2,17
Promedio + SD 2,22 +0,06

Aplicando la ecuacién de Shoolery al metileno del grupo CON-CH,— de 29 y
30, deducimos que su desapantallamiento magnético (camiga) €S de 2,26 y 2,17 ppm,
respectivamente (Tabla 21). Estas anisotropias son incluso mayores que los valores de
ogauche hallados para las series aciclicas (Tabla 20). Este hecho puede explicarse, en
parte, por la rigidez conformacional y la congestion estérica de estos derivados ciclicos.
La existencia de estos efectos sobre el apantallamiento hace imposible, en la practica,
obtener un modelo perfecto y por tanto una buena correlacion entre los desplazamientos
quimicos. De hecho, las referencias bibliogréficas advierten sobre los inconvenientes de
aplicar datos de desplazamientos quimicos de compuestos modelos aciclicos a
derivados ciclicos.””® En vista de que la anisotropia magnética de la 2-pirrolidona es
inusualmente alta, se ha eliminado esta sustancia del conjunto de datos que discutiremos
mas adelante. De todas formas, su inclusion so6lo modificaria ligeramente (~ 1%) el
ajuste total de los datos. Por el contrario, se ha mantenido la 8-valerolactama (30), ya
que la eliminacién de la contribucion de su anisotropia magnética causa una variacion

despreciable en el ajuste estadistico.

Una vez establecida una muestra representativa de los angulos de torsion de las
acetamidas y formamidas a nivel B3LYP/6-31G* y el desapantallamiento magnético
correspondiente a estas estructuras, es posible ahora buscar un diagrama esquematico
que permita visualizar el desapantallamiento magnético observado por cada protén

individual (o) como funcion de la geometria (Figura 49). Tras diferentes intentos se
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encontrd que, como se muestra en la Figura 49 para datos en CDClg, se llega a un buen
ajuste cuando oy de cada proton CON-CH,, se representa frente al angulo diedro virtual

H-C---C=0 (o) que resulta de unir el carbono carbonilico y el C,, como se define en la
Figura 48.

H H
gauche, | gauche/c d |

gauche<|/_8_Yo gauche%\n/pq

anti ¢ R antiTO

Figura 48. Angulo diedro virtual (o) y distancia (d)
para los rotameros Z y E de amidas secundarias.

En la representacion se observa que los datos experimentales pueden ajustarse a
un polinomio de cuarto orden cuyo perfil recuerda a la funcion coseno al cuadrado con
un desfase aproximado de 35° (Figura 49).

Y3 -7E-09x* + 3E-06X° - 0,0005x%* + 0,0153x + 2,3756
r?=0,9603

on (ppm)
N
[
o

0 30 60 90 120 150 180

Angulo diedro virtual o

Figura 49. Desapantallamiento magnético (o, ppm) frente al &ngulo
diedro virtual o (°) para las amidas 2, 7-11, 21-28 y 30 en CDCls.
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No obstante, la representacion del desapantallamiento magnético frente al
angulo diedro evidencia una fuerte falta de simetria. Asi, la inclinacion en ambos lados
del minimo (0 del méximo) de la representacion no coincide, la zona céncava se
extiende en un sector mas amplio que la convexa, y el valor del desapantallamiento a 0
y 180° es diferente. Ello sugiere que el angulo diedro no debe ser la Unica variable
implicada en el desapantallamiento magnético. Consecuentemente, parece apropiado
relacionar los datos mediante una ecuacion que tenga mas parametros ajustables.
Observando el gréafico se aprecia que, en esencia, s6lo hay cuatro conjuntos de puntos,
que corresponden a las cuatro posibles combinaciones de conformaciones E/Z y
anti/gauche. Intuitivamente, una segunda variable implicada debe ser la distancia entre
el atomo en cuestion y algin punto de la fuente de anisotropia. Ello se observa también
en la ecuacién de McConnell, en la que R es la distancia entre el &tomo observado y el
centro de la anisotropia magnética de grupo.’> Con estas premisas y después de
diferentes intentos realizamos un ajuste de minimos cuadrados convencional de oy
frente a cos?(a—35)/d, donde d es la distancia en A entre el protén en cuestién vy el
oxigeno carbonilico, encontrandose una recta con un coeficiente de determinacion r® =
0,94 (ecuacién [11], Figura 50):'%

oy =a+ 2,16 cos’(0—35)/d [11]

105 También obtuvimos un buen ajuste representando oy frente a la funcién cos*(a-35)/4 + 1/d?
(r? = 0,95), pero por simplicidad nos decantamos por la ecuacién [11] comentada.
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on (ppm)
N
=
o

y =1,6867 + 2,1633x
r?=0,939

1,50 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,00 005 010 0,215 0,20 0,25 0,30 035 0,40 0,45

cos?(a-35)/d

Figura 50. Correlacion entre oy, y la funcién cos?(a—35)/d para las
amidas 2, 7-11, 21-28 y 30 en CDCls.

Sin duda, la funcién angular de la ecuacién [11] reproduce bien el efecto
anisotropico. Podria argumentarse que esta correlacion propone anisotropias
independientes de la distancia entre los atomos considerados, ya que el valor de la
ordenada en el origen permaneceria incluso a distancia infinita. De hecho, sélo se
obtienen soluciones logicas para estructuras con distancias CON-CH,, similares a las
encontradas en las amidas. Cuando ello es asi, la ecuacion [11] puede ser una alternativa
conveniente a la ecuacion clasica de McConnell para calcular la anisotropia magnética
de las amidas. Esta ecuacion presenta una serie de ventajas adicionales; en concreto, no
se requieren las susceptibilidades magnéticas y pueden determinarse con precision los

parametros geométricos necesarios.

La ecuacion [11] se puede parametrizar en otros disolventes distintos a CDCls.
Teniendo en cuenta el nivel de informacion del que disponiamos, era razonable
considerar méas fiable la representacion obtenida en disolucién de CDCls, ya que los
valores de o utilizados en la ecuacion de Shoolery estdn parametrizados para este
disolvente. Ademas, en D,O un buen nimero de amidas presentan poca solubilidad y
existe la posibilidad, no contemplada en el célculo, de que sus estructuras se vean
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afectadas por la formacion de puentes de hidrogeno. Por ello, se optd por utilizar la
ecuacion [11] en DMSO-ds y D,O fijando la pendiente encontrada para CDCl; y
calculando la ordenada en el origen promediando la obtenida para cada amida. Se llego
asi a la ecuacion [11] generalizada para cualquier disolvente, que es mas simple que la
obtenida sin fijar la pendiente y que no difiere sustancialmente en términos de calidad
estadistica (ver més adelante). En esta ecuacion, al fijar la pendiente, el término r? sélo
puede aplicarse en el caso del CDCls, por lo que decidimos aplicar la desviacion
estandar de la regresion (syx) como indice de calidad estadistica (Tabla 22).'% Las
mayores desviaciones que se obtienen en estos disolventes respecto a las de CDCl3 son
I6gicas, por todo lo dicho. La Figura 51 muestra la representacion de oy frente a la

funcion cos®(a—35)/d en DMSO-ds.

2,50 ~
2,30 A

2,10 +
1,90 -

oy (ppm)

y = 1,49 + 2,16x

1,70 5, = 0,14

1,50 ¢

1,30T ‘ T T T T T T T T 1
0,00 o005 0,10 0,5 0,20 025 0,30 035 040 0,45

cos?(0-35)/d

Figura 51. Correlacion entre oy, y la funcién cos?(a—35)/d para las
amidas 2, 7-11, 21-28 y 30 en DMSO-ds.

S \2
(X, —X;)
06g = —z L Este parametro mide la capacidad de ajuste lineal de una serie de puntos, por
g n—2

lo que es el idéneo para comparar dos ajustes diferentes entre si.
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La Figura 52 muestra una representacion similar para datos obtenidos en D,0.

on (ppm)

2,50
2,30
2,10

1,90

y =1,59 + 2,16x
Syx=0,16

1,70
1,50
>
1,30 T T T T T T T T T 1
0,00 005 010 015 020 025 030 035 040 045
cos?(a-35)/d

Figura 52. Correlacion entre oy y la funcién cos?(a—35)/d para las

amidas 2, 7-11, 21-28 y 30 en D,0.

La Tabla 22 muestra los valores de la ordenada en el origen a y la desviacién

estandar de la regresion sy en los tres disolventes, junto al coeficiente de determinacion

r? en CDCls.

Tabla 22. Parametros de la ecuacion [11].

Disolvente a r Syx
CDCl; 1,69 094 0,08
DMSO-ds 149 -- 0,14
D,0 159 - 016

Ademas, para mostrar la validez de la metodologia y las ecuaciones encontradas

en estos otros

disolventes, se calcularon a partir de los datos geométricos

B3LYP/6-31G* los desapantallamientos Ganti Y Ggauche €1 DMSO-dg y D20 utilizando la

ecuacion [11], y a partir de ellos los desapantallamientos camiga Mmediante la ecuacion

[10]. Estos camida S& compararon con l0s oamiga €Xperimentales, calculados de la forma

habitual (ecuacion [9]) a partir de los desplazamientos quimicos observados. Se
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encontrd asi que la diferencia entre la teoria y el experimento se encuentra en un
intervalo de + 0,30 ppm, con un error RMSE* de 0,12 y 0,14 ppm en DMSO-dg y
D,0, respectivamente (ver Tabla 23 y Figuras 51 y 52).

2
107 RMSE = Z:(X—'_X)
n

; RMSE: root mean square error, raiz del error cuadratico medio.
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Por otra parte, en las amidas para las que los calculos predicen conformaciones
excepcionales, también debe existir un buen acuerdo entre las anisotropias
experimentales y las calculadas (camida) Si la prediccion del célculo es correcta. Esto
ocurre en el rotAmero E de la N-metilacetamida, que es el isomero con menor poblacion
en disolucion de esta sustancia, para el que nuestros célculos predicen una
conformacién preferente en la que el angulo diedro ¢ tiene un valor aproximado de 29°
(Figura 53).

Figura 53. Estructura de minima energia de la N-metilacetamida E,
calculada al nivel B3LYP/6-31G*.

Para este rotamero se pueden observar los protones CON-CH3z en algunos
disolventes deuterados. Como se muestra en la Tabla 24, los valores de Gamida,
calculados promediando los valores de oy proporcionados por la ecuacion [11] a partir
de datos geométricos B3LYP/6-31G*, son proximos a los valores de Gamida
experimentales obtenidos a partir de sus desplazamientos quimicos. En definitiva, la
concordancia entre desplazamientos magnéticos experimentales y calculados avala la
bondad del angulo diedro ¢ predicho por el célculo. Ello demuestra que aunque

inicialmente el angulo de torsion ¢ calculado puede resultar extrafio, no es asi si
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consideramos que este angulo debe ser el resultado de un balance entre la conformacién

anti favorable y la repulsion entre los grupos metilo que provoca esta conformacion.

Tabla 24. Desapantallamientos calculados y experimentales para el rotamero E de la N-metilacetamida en
disolventes deuterados.

CDCl; DMSO-dg D,0O
Calculados
Calculados  Exp. Calculados  Exp. Calculados  Exp.
(I) o d OH Oamida  Oamida OH Oamida  Oamida OH Oamida  Oamida
29,0 325 4,340 2,19 1,99 2,09
147,0 150,1 3,997 1,79 192 1,99 159 1,72 1,75 169 182 1,94
268,8 259,8 4,064 1,78 1,58 1,68

Sin duda las predicciones de los calculos mas contradictorias son las obtenidas
para los isomeros Z de la N-metilacetamida (2) y N-metilformamida (21) mediante los
métodos DFT, HF y MP2, que como se ha anticipado, ofrecen resultados dispares
respecto al angulo diedro ¢ (Tabla 15). La Tabla 25 resume los valores de Gamiga
experimentales y calculados usando los pardmetros o (°) y d (A) generados por esos
modelos. Independientemente del disolvente que se utilice, hay un buen acuerdo entre
teoria y experimento, especialmente en CDClI;, con la excepcion de las estructuras
obtenidas a nivel HF/6-31G** y MP2/6-31+G** que se indican en negrita, que
muestran grandes desviaciones. Estas discrepancias son consecuencia de la prediccion
por el célculo de un conférmero de menor energia equivocado. Asi, es relevante
concluir que so6lo los modelos tedricos que predicen conformaciones anti son
consistentes con las anisotropias experimentales encontradas para amidas simples.
Como ejemplo final, no se encontraron discrepancias para los rotdmeros E de ambas
amidas, ya que todos los métodos empleados predicen la conformacién anti como el
conférmero mas estable (Tabla 25).
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Tabla 25. Desapantallamientos calculados y experimentales para las amidas 2 y 21.

CDCl; DMSO-dg D,O

Isémero Método Calculados Exp. Calculados Exp. Calculados Exp.

O amida Oamida Gamida Gamida Oamida Oamida
B3LYP/6-31G* 1,94 1,74 1,84
MP2/6-31G* 1,97 1,77 1,87

27 1,89 1,63 1,66
MP2/6-31+G** 2,23 2,03 2,13
HF/6-31G** 2,18 1,98 2,08
B3LYP/6-31G* 1,92 1,72 1,82
MP2/6-31G* 1,93 1,73 1,83

2E 1,99 1,75 1,94
MP2/6-31+G** 1,92 1,72 1,82
HF/6-31G** 1,94 1,74 1,84
B3LYP/6-31G* 1,94 1,74 1,84
MP2/6-31G* 1,94 1,74 1,84

217 1,95 1,67 1,83
MP2/6-31+G** 2,21 2,01 2,11
HF/6-31G** 1,93 1,73 1,83
B3LYP/6-31G* 2,02 1,82 1,92
MP2/6-31G* 2,02 1,82 1,92

21E 2,03 1,80 1,96
MP2/6-31+G** 2,02 1,82 1,92
HF/6-31G** 2,03 1,83 1,93

Por otra parte, los parametros de ajuste de la ecuacion [11] para los disolventes
DMSO-ds y D,O se han calculado también liberando tanto la ordenada en el origen
como la pendiente (ver apéndice C), con lo que se llega a la ecuacion [12] y a los
parametros de ajuste de la Tabla 26, en los que syx para DO (0,12) es ligeramente
mejor que el de la ecuacién [11] para este disolvente (0,16). No obstante, como se vera

mas adelante, cuando ambas ecuaciones se utilizan en el célculo de desplazamientos
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quimicos de protones de proteinas, se llega a resultados estadisticamente similares.

Todo ello corrabora nuestras hipétesis y valida la ecuacion [11].1%

oy =a+ b cos’(a-35)/d [12]

Tabla 26. Parametros de la ecuacion [12].

Disolvente  a b rF Sy
CDCl; 1,69 2,16 094 0,08
DMSO-dg 1,52 2,02 0,82 0,14
D,O 1,75 1,40 0,76 0,12

Por ultimo, esta metodologia se puede incorporar en ecuaciones bien conocidas
como por ejemplo la de Shoolery u otras basadas en las contribuciones aditivas de los
sustituyentes (o),%* para calcular los desplazamientos de protones en o a la funcién

amida (ecuacion [13]),

Scha = 0,23 + 20 + Gamida [13]

en la que a Su vez oamida, Si hubiera varios protones CON-CH,, seria la media

ponderada (ecuacion [10]) de sus on, que se calcularian mediante la ecuacion [11].

En conclusion, en este apartado se han descrito los desapantallamientos

magnéticos calculados para los protones CH, en disposiciones anti y gauche para

108 M. Avalos, R. Babiano, J. L. Barneto, P. Cintas, F. R. Clemente, J. L. Jiménez y J. C. Palacios, J. Org.
Chem. 2003, 68, 1834-1842.
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ambos rotameros Z y E. También se ha encontrado que hay una dependencia
significativa y sistematica del desapantallamiento quimico experimental sufrido por un
determinado proton CON-CH,, respecto al angulo de torsion y a la distancia entre el
proton y el &tomo de oxigeno, que se puede cuantificar matematicamente mediante la
ecuacion [11]. Esta relacion empirica permite utilizar al desplazamiento quimico

observado como prueba experimental de la estructura.
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3.3. Correlaciones en proteinas.

Las proteinas son esenciales en la vida. Son las enzimas que catalizan los
procesos bioldgicos, y participan en el transporte de biomoléculas pequefias, en la
generacion y transmision de sefiales celulares y en los procesos de agregacion y
diferenciacion, entre otras funciones. Este estudio perderia bastante sentido sin un

intento de aplicar nuestras metodologias al desarrollo de su analisis estructural.

En general, la estructura secundaria de un polipéptido se define mediante los
angulos de torsion fi ([¢], C1—N1—C,—C>), psi ([w], N1-C,—C>—N,), y omega ([ow], P-
C1—Ni—C,),* que en la estructura extendida representada (Figura 54) tienen el valor de
180°.

Figura 54. Estructura extendida de un
péptido y angulos que la definen.

Los angulos definidos para las amidas como ¢ y y se continuaran utilizando en
este capitulo con el mismo significado para describir angulos diedros en proteinas, con
el objeto de extender las correlaciones obtenidas previamente en amidas sencillas.

Dichos angulos diedros son conceptualmente diferentes de los &ngulos de torsion [¢] ¥

[w] empleados para caracterizar la estructura secundaria de los péptidos y las proteinas,

109 (@) IUPAC-1UB Recommendations 1971; IUPAC: Pergamon, 1971; IUPAC Information Bulletin No.
10. (b) Amino Acids, Peptides and Proteins; G. T. Young, Ed.; The Chemical Society: Londres, 1972;
Vol.4, p 455.

123



MENU SALIR

3.3. Correlaciones en proteinas

y no deben tomarse como equivalentes de ningiin modo. Para evitar confusion, cuando
nos refiramos en este capitulo a los angulos diedros definidos en la referencia 109 se

indicaran entre corchetes.

En los ultimos afios se han analizado un buen nimero de estructuras de proteinas
mediante difraccion de rayos X o por métodos espectroscopicos. De este amplio trabajo
se ha concluido que la estructura de las proteinas puede subdividirse en regiones con
una determinada organizacion. La mayor parte de los plegamientos de estas porciones
estructurales se encuentran en la categoria de lo que entendemos como estructura
secundaria: hélices, hojas plegadas, bucles, etc. Frecuentemente, la estructura
tridimensional estatica de una proteina se describe bien mediante los diedros [¢], [v], ¥
[@]. Considerando que este ultimo es habitualmente 180° (o Q°), debido a la
deslocalizacion, se puede hacer una representacion simplificada en dos dimensiones,
una superficie de energia potencial bidimensional, E = E(¢, v), que usualmente se
conoce como representacion de Ramachandran (Figura 55).1'° Para la representacion de
algunos motivos conformacionales puede ser necesario describir también los angulos de

torsion [y].

10 G, N. Ramachandran, C. Ramakrishnan y V. Sasisekharan, J. Mol. Biol. 1963, 7, 95-99.
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+
[W] Heélice alfa

levogira

=)

-[w]| Hélice alfa
dextrogira

80—
180 - [4] 0 + [4] 180

Figura 55. Representacion de Ramachandran.

En la Gltima década la resonancia magnética nuclear se ha mostrado como una
potente herramienta en el estudio de la estructura tridimensional de las proteinas.'”*
Tanto la RMN como la difraccion de rayos X se utilizan independiente y/o
conjuntamente para la elucidacion experimental de la estructura completa de las
proteinas. Ambos métodos son obviamente diferentes, ya que el primero se realiza
habitualmente en disolucion y permite estudios de dindmica de proteinas que ayudan a
entender las relaciones de estructura-funcién. Las estructuras deducidas por estas
técnicas suelen depositarse en bases de datos (por ejemplo, la Protein Data Bank, mas
conocida como PDB, o la BioMagResBank (BMRB).*! Los calculos computacionales

constituyen también una herramienta Gtil en el estudio de las proteinas. Con este

11 B R. Seavey, E. A. Farr, W. M. Westler y J. L. Markley, J. Biomol. NMR 1991, 1, 217-236.
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propdsito es importante destacar la aplicacion de calculos ab initio al estudio de la

estructura de las subunidades.*'?

Como se sabe, los desplazamientos quimicos aportan una valiosa informacion
sobre la estructura de las proteinas. Las contribuciones del grupo peptidico son
particularmente notables para los protones en posicién CH,. Parece claro que estos
protones estan desplazados predominantemente a campo mas bajo en hojas 8 y a campo
mas alto en las hélices o con respecto a la estructura en random coil, aunque esos
desplazamientos pueden reflejar también la influencia de enlaces de hidrdgeno sobre el
grupo carbonilo o con el disolvente.’® Ya que la mayoria de angulos [¢] en las
proteinas'™® se encuentran en la regién entre -180 y -60°, debe esperarse una gran
dependencia con el desplazamiento del proton sobre el C, situado en este angulo.
Ademas, las hélices tendran valores [¢] medios cercanos a -60°, y las hojas préximos a
-120°. Desafortunadamente, la correlacion entre los conférmeros y desplazamientos
quimicos se puede establecer solamente para las regiones de la hélice o y la hoja 8 de la

superficie de Ramachandran,**'*3

De todas formas, pueden estimarse un gran numero de conformaciones en
péptidos y proteinas mediante el calculo de los tensores de anisotropia del
desapantallamiento quimico en RMN a nivel GIAO-RHF con los conjuntos de bases
6-31+G* y TZ2P. Esos desplazamientos quimicos se relacionan bien con los resultados

experimentales, lo que refuerza la idea de que es posible establecer una conformacién

12 A Perczel y I. G. Csizmadia, The Amide Linkage; A. Greenberg, C. M. Breneman y J. F. Liebman,
Eds.; Wiley: Nueva York, 2000; Capitulo 13.

113 (@) A. Pastore, V. Saudek, J. Magn. Reson. 1990, 90, 165-176. (b) M. D. Reily, V. Thanabal y D. O.
Omecinsky, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 6251-6252. (c) A. C. de Dios, J. G. Pearson y E. Oldfield, J.
Am. Chem. Soc. 1993, 115, 9768-9773.
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preferente del esqueleto peptidico empleando sélo desplazamientos quimicos.'™
Igualmente, cabe mencionar aqui la posibilidad de hacer una prediccion del espectro de
'H-RMN completo de moléculas organicas mediante calculos DFT de los

desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento espin-espin.'*

De forma resumida, el protocolo basico para la determinacion mediante RMN de
la estructura de proteinas suele comenzar con experiencias NOESY y TOCSY que
permiten la identificacién de sistemas de espin individuales (aminoacidos) y coloca a
éstos en una determinada estructura primaria (asignamiento secuencial). Los picos
NOESY™® (cuantos mas mejor) se clasifican de acuerdo con su relativa intensidad como
fuertes, medios y débiles. Estas intensidades estan relacionadas con la distancia®™ 6%
entre los protones que las ocasionan (2,3-2,7, 2,8-3,6 y 3,7-4,5 A, respectivamente). La
informacion sobre angulos de enlace suele obtenerse de espectros COSY, mediante la
ecuacion empirica de Karplus que relaciona constantes de acoplamiento con angulos
diedros. Posteriormente, estos datos se relacionan mediante programas informaticos, y
las estructuras encontradas se refinan minimizando su energia y considerando también
interactivamente otros datos (impedimentos estéricos, posibilidad de puentes disulfuro,
interacciones electrostaticas, desplazamientos quimicos...). De lo dicho se desprende un

gran avance que ha sido reconocido con la concesion del Premio Nobel en Quimica en

14 A, Perczel y A. G. Cséaszar, Chem. Eur. J. 2001, 7, 1069-1083.
115 A Bagno, Chem. Eur. J. 2001, 7, 1652-1661.

116 D, Neuhaus y M. Williamson, The Nuclear Overhauser Effect in Structural and Conformational
Analysis; VCH: Nueva York, 1989.

17 (@) K. Wiithrich, NMR of Proteins and Nucleic Acids; Wiley: Nueva York, 1986. (b) J. A. Smith y L.
G. Pease, CRC Crit. Rev. Biochem. Mol. 1980, 8, 315-399. (c) M. Nilges, J. Mol. Biol. 1995, 245, 645-
660. (d) J. Cavanagh, W. J. Fairbrother, A. G. Palmer Il y N. J. Skelton, Protein NMR Spectroscopy:
Principles and Practice; Academic Press: San Diego, 1996. (e) S. W. Fesik y E. R. P. Zuiderweg, Q. Rev.
Biophys. 1990, 23, 97-131. (f) G. M. Clore y A. M. Gronenborn, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc.
1991, 23, 43-92. (g) A. Bax y S. Grzesiek, Acc. Chem. Res. 1993, 26, 131-138.
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el afio 2002 a Kurt Wthrich, por el desarrollo de la Resonancia Magnética Nuclear para
la determinacion de la estructura de biomoléculas en disolucion. Pero la enorme
dificultad de la determinacion estructural de grandes proteinas también nos permite
entender la necesidad de aportar metodologias que faciliten esta labor. Asi, la
asignacién completa de las resonancias de los nicleos de ‘H, *C y N puede
conseguirse sin la utilizacion de experiencias NOE mediante experimentos 3D
especificos (por ejemplo HNCA, HN(CO)CA, CBCA-(CO)NH, HBHA(CO)NH,
HCC(CO)NH, y HCCH-TOCSY)™" cuando se dispone de muestras doblemente
marcadas. Se han desarrollado estrategias de asignacion de resonancias basadas en

constantes de acoplamiento homo- y heteronucleares,**"®?

que fundamentan
expectativas sobre una asignacion automatizada de espectros. También se han iniciado
técnicas novedosas basadas en la medida directa de &ngulos en fase solida que han sido
aplicadas a la determinacion de la estructura secundaria de proteinas en estado sélido.*®
Otra nueva posibilidad es la utilizacion de correlaciones cruzadas de la relajacion

118d

dipolo-dipolo y coherencias cuanticas dobles y cero,” ™ que pueden complementar los

experimentos NOE en el célculo de estructuras.

La utilizacion de la resonancia magnética nuclear en tres dimensiones ha
permitido también un avance en el analisis automatizado.*® Diversos laboratorios han
desarrollado programas que permiten asignaciones automatizadas.'*® De alguna forma

estos programas utilizan generalmente la estrategia clasica de Waithrich y

118 (3) B. Reif, M. Henning y C. Griesinger, Science 1997, 276, 1230-1233. (b) N. Tjandra y A. Bax,
Science 1997, 278, 1111-1114. (c) J. D. van Beek, L. Beaulieu, H. Schafer, M. Demura, T. Asakura 'y B.
H. Meier, Nature 2000, 405, 1077-1079. (d) J. H. Prestegard, Nat. Struct. Biol. 1998, 517-522.

119 @) H. N. Moseley y G. T. Montelione, Curr. Opin. Struct. Biol. 1999, 9, 635-642. (b) T. D. Goddard y
D. G. Kneller, SPARKY 3; University of California, San Francisco, 2000. (c) V. Y. Orekhov, I. V.
Ibraghimov y M. Billeter, J. Biomol. NMR 2001, 20, 49-60.
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colaboradores!912°

que se basa en las siguientes etapas: (i) registro y tabulacién de
picos, (ii) agrupar resonancias en sistemas de espin, (iii) identificar aminoacidos en
estos sistemas de espin, (iv) agrupar secuencias de sistemas de espin en segmentos, y

(v) agrupar los segmentos de sistemas de espin en un mapa que represente la estructura.

Los diferentes programas de asignacion automatica de resonancias difieren en la
metodologia de construccién de este mapa. Algunos programas como MONTE™! y
PASTA' utilizan algoritmos del método Monte Carlo:**'? otros como el
GARANT,® algoritmos genéticos; TATAPRO,'” MAPPER,'® y PACES,*
algoritmos de busqueda exhaustiva; por otro lado, CAMRA'® hace comparaciones
heuristicas con desplazamientos quimicos de proteinas homdlogas. También los
métodos difieren en los datos experimentales utilizados en el andlisis. Mientras casi
todos los programas anteriores utilizan experiencias heteronucleares, otros como el

GARANT™ y el CAMRA™® usan también datos de experiencias homonucleares.

120 (3) M. Billeter, W. Braun y K. Withrich, J. Mol. Biol. 1982, 155, 321-346. (b) G. Wagner y K.
Wiithrich, J. Mol. Biol. 1982, 155, 347-366.

121 3. A. Lukin, A. P. Gove, S. N. Talukdar y C. Ho, J. Biomol. NMR 1997, 9, 151-166.

122.M. Leutner, R. M. Gschwind, J. Liermann, C. Schwarz, G. Gemmecker y H. Kessler, J. Biomol. NMR
1998, 11, 31-43.

122 N. E. Buchler, E. R. Zuiderweg, H. Wang y R. A. Goldstein, J. Magn. Res. 1997, 125, 34-42.

124 (@) C. Bartels, M. Billeter, P. Giintert y K. Wiithrich, J. Biomol. NMR 1996, 7, 207-213. (b) C. Bartels,
P. Gintert, M. Billeter y K. Withrich, J. Comp. Chem. 1997, 18, 139-149.

1254, S. Atreya, S. C. Sahu, K. V. Chary y G. Govil, J. Biomol. NMR 2000, 17, 125-136.
126p_Giintert, M. Salzmann, D. Braun y K. Withrich, J. Biomol. NMR 2000, 18, 129-137.
1278 E. Coggins y P. Zhou, J. Biomol. NMR 2003, 26, 93-111.

128 W. Gronwald, L. Willard, T. Jellard, R. F. Boyko, K. Rajarathnam, D. S. Wishart, F. D. Sonnichsen y
B. D. Sykes, J. Biomol. NMR 1998, 12, 395-405.
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En definitiva, aunque la asignacion completa de resonancias pueda hacerse sin
experiencias NOE, la técnica que hasta ahora nos permite deducir mejor el gran nimero
de relaciones espaciales de la estructura de la proteina sigue estando basada en
experiencias NOE. Consecuentemente, cualquier otra via de acceso a distancias puede

ser muy util.

Una via alternativa podria ser la que desarrollamos en esta Tesis que relaciona
desplazamientos quimicos y geometria. Los cambios en el desplazamiento quimico de
un determinado nucleo localizado en el mismo tipo de aminoacido en diferentes puntos
de la proteina son debidos sin duda a diferencias en la estructura. Se han realizado
diversos intentos para aprovechar las variaciones en los desplazamientos quimicos
respecto al random coil establecidos mediante varios métodos.®*?* Si los efectos
conformacionales predominan sobre otros efectos ambientales es razonable la
pretension de correlacionar los desplazamientos quimicos con angulos diedros y
distancias de la proteina. Recientemente se han desarrollado programas
computacionales como el TALOS,* que buscan en las bases de datos uniones de
residuos de aminoacidos adyacentes para predecir angulos de union. Los experimentos
de RMN de triple resonancia muestran desplazamientos quimicos en tres dimensiones
de los que pueden extraerse cortes en 2D (por ejemplo *H-'*C) para su analisis. Como
resultado de todos estos experimentos, cada vez mas datos de desplazamientos quimicos
pueden obtenerse de las bases que almacenan proteinas investigadas mediante RMN vy

rayos X.>*™' De estos datos experimentales y de los estudios computacionales

129 (a) S. Schwarzinger, G. J. A. Kroon, T. R. Foss, J. Chung, P. E. Wright y H. J. Dyson, J. Am. Chem.
Soc. 2001, 123, 2970-2978. (b) A. Bundi y K. Wiithrich, Biopolymers 1979, 18, 285-297. (c) D. S.
Wishart, B. D. Sykes y F. M. Richards, J. Mol. Biol. 1991, 222, 311-333. (d) D. S. Wishart y B. D. Sykes,
Methods Enzymol. 1994, 239, 363-392. (e) G. Merutka, H. J. Dyson y P. E. Wright, J. Biomol. NMR
1995, 5, 14-24. (f) D. Braun, G. Wider y K. Withrich, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 8466-8469.

130 G, Cornilescu, F. Delaglio y A. Bax, J. Biomol. NMR 1999, 13, 289-302.

130



MENU SALIR

3. NUEVAS INVESTIGACIONES

complementarios se han establecido ciertas relaciones estructura-desplazamiento en

proteinas. Aunque hasta la fecha estas correlaciones sélo sean Gtiles**a#692¢.113

en
regiones concretas de la superficie de Ramachandran, sin duda son estimulantes en el
objetivo de la resolucién de la estructura de proteinas a partir de desplazamientos

quimicos.

Otra posible conexidn del analisis estructural de las proteinas con nuestro trabajo
es el software que se desarrolla actualmente para la validacion de las asignaciones de
resonancia. Existen métodos que utilizan desplazamientos quimicos calculados sobre
una estructura en 3D, para validar las asignaciones de los desplazamientos quimicos.*
En general, las ultimas versiones de los programas disefiados para la elucidacion
automatica de las estructuras de proteinas inciden cada vez mas en los procesos de
validacion. Ello puede ser entendido como la demostracion de una fuerte concordancia
entre los datos esperables para la estructura de la proteina propuesta y los
experimentales. En este esquema, en programas recientes como el AUREMOL™® es
muy importante el proceso continuo e iterativo que se produce entre los espectros de
RMN medidos y calculados, que en principio puede utilizar toda técnica que aporte

informacidn sobre la estructura de la proteina.

Este estudio parte de la hipotesis de que los desplazamientos quimicos de
elementos significativos contienen informacion de elementos de geometria como los
angulos diedros citados. En el capitulo 3.2 se ha demostrado este hecho para el caso del
angulo diedro ¢ en amidas sencillas. Como muestra la Figura 54 (pagina 123), en un
péptido cada residuo C, se encuentra insertado en la proteina entre dos enlaces
peptidicos, y la estructura puede definirse mediante diversos angulos diedros. Si

queremos describir el comportamiento en *H-RMN de los protones CH,, de proteinas a

131 W, Gronwald y H. R. Kalbitzer, Prog. NMR Spectrosc. 2004, 44, 33-96.
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partir de los datos proporcionados por amidas simples, debemos conocer también la
influencia sobre el desplazamiento de los factores geométricos del angulo . Para ello,
debemos empezar estudiando el comportamiento conformacional respecto al citado

angulo (Figura 56).

Figura 56. Angulos de torsion ¢, Ty y de amidas
secundarias analizados en esta Tesis.

Para una molécula con tres angulos de torsién (¢, Ty ), son posibles infinidad

de estructuras que se reducen a ocho si sélo tenemos en cuenta las conformaciones

extremas (Figura 57).
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Esynfltergada Esyn,eclipgada
r=180° = 1800
v = 180° w =0°
Eenb’,alternada i Eenﬂ',ec:lipsada
$= 180° : ¢= 180°
r= 180° | 7= 180°
v = 180° ! w =0°
Zsyn,an?jrgada Zsyn,eclipgada
L e oo
w = 180° w =00
Zenﬂ',alternada Zgnh’,eclipsada
$= 1807 $= 1807
r=0° r=0°
w = 180° v =0°

Figura 57. Espectro conformacional idealizado de amidas secundarias.

En los capitulos anteriores de esta Tesis hemos demostrado que las amidas
alifaticas presentan estructuras Z/E anti. Excluyendo por claridad los conférmeros syn,
energéticamente desfavorecidos, e incorporando las conformaciones en torno al enlace
NCO-CHjs, el espectro conformacional de la N-metilacetamida puede reducirse al que
se representa en la Figura 58:
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Zanti, eclipsada

¢ =180°, t=0°, y=0°

ﬂ
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Figura 58. Conformaciones eclipsada y alternada de los isémeros

La Tabla 27 resume los minimos conformacionales respecto al angulo diedro

NCO-CHg; observados mediante diferentes modelos quimicos para las acetamidas 2 y 7-

11, segun anticipamos en el capitulo anterior.

E y Z de la N-metilacetamida anti.

Tabla 27. Angulos diedros ¢ y y para los minimos conformacionales de las

acetamidas 2 y 7-11.

Método de célculo  Isdmero ) vy Isémero ) v

B3LYP/6-31G* 28,97 141 179,99 179,99
MP2/6-31G* ’E 29,98 1,53 »z 176,32 159,45
MP2/6-31+G** 29,68 3,69 179,97 179,99
HF/6-31G** 18,61 2,25 24,60 158,14
TE.i 163,00 1,62 TZ.i 164,68 175,81
8Eyn 1585 17,23 8Z, 0,04 179,98
8E.i 167,38 0,68 8Zaii 157,74 174,45
9Eyn 24,19 1713 97y, 332,99 169,93

B3LYP/6-31G*
9E.i 142,26 4,03 i 17591 173,92
10E,y 191,11 163  10Z4 169,50 173,89
11E,, 30,00 11,23 117y, 337,52 164,44
11E. 217,24 6,63 117,y 17562 167,39
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Como puede apreciarse, en todas las acetamidas estudiadas e
independientemente del modelo DFT o ab initio, los calculos siempre predicen para los
isomeros E angulos y proximos a la conformacion eclipsada (Eantieclipsada), Y para los Z a

la alternada (Zanti,alternada)-

En una publicacion reciente Wiberg estudia mediante célculos MP2/6-311+G**
la rotacion de los metilos de una serie de amidas y tioamidas, observando también en la
N-metilacetamida la preferencia por una conformacién alternada en el isobmero Z y
eclipsada en el E para el enlace NCO-CH (Figura 59).* No obstante, como se coment6
en el capitulo anterior, la prediccion de este modelo para el enlace CON-CH es la syn

en ambos casos (conformaciones Esyn eclipsada Y Zsyn alternada)-

H |'-| H l'_i 'n-l H lﬂ
\YN 0 HQ(N o HYN o} H %N o
HH H\“ H H H\“ H HH j'H H HjIH
H H H *H H
Esyn, eclipsada Eanti, eclipsada Esyn, alternada Eanti, alternada
0,00 0,79 1,02 2,20
H H
H E \H H Nm/k‘\H H E i yoo
HaZ i/ Z N X
g m/LH SO H g ﬂ HooH m)\H'H
HH o H O HH o H O

Zsyn, eclipsada

Zanti, eclipsada

Zsyn, alternada

Zami, alternada

0,33 0,75 0,00 0,42

Figura 59. Puntos estacionarios y energias relativas (kcal/mol) para cada
isdbmero E/Z encontrados por Wiberg y Rush para la N-metilacetamida.

Este resultado coincide también con otros estudios ab initio clasicos comentados
ya como el de Jorgensen y Gao,” y el de Guo y Karplus.®® En cambio, Itai en calculos

HF/4-31G y 6-31-G* encuentra como mas estables para ambos isbmeros Z y E la
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conformacidén syn pero en una disposicion eclipsada entre el oxigeno carbonilico y el
hidrégeno del metilo NCO-CH (Z/Eqyn,ectipsada)- ©

También es necesario volver a mencionar aqui la serie de trabajos de Krimm y
colaboradores, que analizan espectros vibracionales de amidas y pequefios péptidos
sobre estructuras ab initio calculadas a distintos niveles (HF/6-31G* entre otros),® que
predicen para la N-metilacetamida que su estructura cis mas estable muestra “ un H de
C-metilo eclipsando el O y un H de N-metilo eclipsando el NH”, (que en la
nomenclatura adoptada por nosotros seria Esyneclipsada) Y qUe Su estructura mas estable
trans muestra también este eclipsamiento (Zsyn,ecnpsada).8°'e Caélculos ab initio posteriores
de estos autores muestran como estructura mas estable la trans-N.C.* en una
terminologia que indica que los hidrégenos NH-CH son cis y el oxigeno carbonilico
con el hidrégeno CO-CH trans (Zsyn aiernada)- EN €l estudio de Nandini y Sathyanarayana
de espectroscopia vibracional IR y Raman de la N-metilacetamida a partir de calculos
ab initio a nivel HF/6-31+G*, la conformacion mas estable para el isdbmero Z es la syn
alternada, y para el E la syn eclipsada.’® Por otra parte, estudios como el de Tasumi® y
Kubelka y Keiderling®® sobre el efecto de las interacciones por puentes de hidrégeno
sobre las frecuencias vibracionales de las bandas | y 1l de amida en IR que toman como
modelo la N-metilacetamida, o no detallan claramente la conformacién de los metilos® o

sugieren conformaciones preferentes Zsyn aiternadas-

Algunos autores analizan amidas con restos acilicos diferentes al de acetilo. Asi,
Tasaki y Suter estudian la barrera rotacional del enlace Me,CH-CO de la isobutiramida
mediante el modelo HF/4-31G* encontrando la conformacion anti entre el proton vy el
oxigeno como conformacién mas estable.**? Esta misma disposicién ha sido encontrada

también por Riguera y col. en Boc-fenilglicina y estructuras analogas mediante célculos

132 K. Tasaki y U. W. Suter, J. Phys. Chem. 1988, 92, 5886-5891.
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AM1.%*® Por otra parte, Wiberg y col. estudian la acetamida a altos niveles ab initio con
correlacion electrénica como MP2/6-311++G** y CISD (ver apéndice A), encontrando
una conformacion de minima energia en la que un enlace C-H del metilo se encuentra
casi perpendicular al plano de amida (H;—C-C=0 = 29,8° H,—C-C=0 = 151,6° H3;-C-
C=0 = -88,0° y el grupo amino ligeramente piramidalizado.** Esta conformacién es

proxima a la que muestra la acetamida por difraccion de rayos X en el cristal.

De lo expuesto hemos de concluir que, de forma similar a como hemos
demostrado para el caso del enlace CON-CH en los capitulos anteriores, los
antecedentes en cuanto a las preferencias conformacionales en torno al enlace NCO-CH
son confusos, al menos en lo que a la N-metilacetamida se refiere, y es necesario
clarificar el comportamiento conformacional de amidas en torno a este enlace
previamente a cualquier intento de correlacionar este motivo geométrico con el

desplazamiento de los protones en el carbono o al grupo carbonilo.

En resumen, existen evidencias de que los desplazamientos quimicos isotropicos
(por ejemplo de *H,, *Hp, **C,,**Cy) son relacionables con la estructura secundaria de

proteinas.®?*%413* También se ha observado experimentalmente’*®

y calculado mediante
quimica cuantica®®’ una dependencia entre la conformacion y la anisotropia quimica.

Pero en cuanto a la incidencia del enlace NCO-CH, que es la que analizaremos en este

133 3. M. Seco, E. Quifiod y R. Riguera, J. Org. Chem. 1999, 64, 4669-4675.
134 M. W. Wong y K. B. Wiberg, J. Phys. Chem. 1992, 96, 668-671.

135 (3) D. S. Wishart, C. G. Bigam, A. Holm, R. S. Hodges y B. D. Sykes, J. Biomol. NMR 1995, 5, 67-81.
(b) M. lwadate, T. Asakura y M. P. Williamson, J. Biomol. NMR 1999, 13, 199-211.

136 N. Tjandra y A. Bax, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 9576-9577.

137 (@) R. H. Havlin, H. Le, D. D. Laws, A. C. de Dios y E. Oldfield, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 11951-
11958. (b) N. Asakawa, H. Kurosu, I. Ando, A. Shoji y T. Ozaki, J. Mol. Struct. 1994, 317, 119-129. (c)
D. A. Case, Curr. Opin. Struct. Biol. 1998, 8, 624-630.
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capitulo, nos parece necesario destacar en este punto el estudio en el que Osapay y Case
analizan los desplazamientos quimicos de protones de 17 proteinas para las que su
estructura ha sido determinada mediante rayos X en el cristal, calculando la anisotropia
magnética provocada por el enlace peptidico en CH,.** Como se observa en la Figura

60, la contribucién del angulo [¢] es marcadamente més fuerte que la de [y].

1,0

0,8 -

0,6 1 I

0,4

Contribucién de la anisotropia

024

0,0 T T T T T T T T T T T
-180 -150 -120 -90 -60 -30 O 30 60 90 120 150 180

Angulo diedro

Figura 60. Contribuciones de la anisotropia al desplazamiento del protén CH,,
calculadas por Osapay y Case al variar los angulos diedros [¢] y [w].**
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3.3.1. Resultados y discusién.

3.3.1.1. Estudio tedrico de la preferencia conformacional en torno al sustituyente

acilico de amidas secundarias.

Tras la eleccion del conjunto de amidas secundarias 2, 7-11 'y 31-39 (Figura 61)
como modelo representativo de las sustituciones en el grupo acilo, comenzamos este
trabajo calculando su espectro conformacional en torno al enlace NCO-CH,
directamente a nivel B3LYP/6-31G*. Como hemos podido comprobar en los capitulos

51a,c-d,138 el uso de

anteriores, y de acuerdo con lo que han sugerido Wiberg y otros,
métodos que incluyen correlacion electronica y funciones difusas parece ser importante

en la representacion de pares de electrones libres y estructuras deslocalizadas.

o 0
H [l R H g .
H\‘]/C\']l/ Me\l/ \III/
H 2,31, 34,37:R=Me
2,7-11 31-33 7,32,35,38:R= Et
Y 8,33,36,39: R="Pr
o o 9: R = CH(CH3)Ph
Me || Me || 10: R = CH,Ph
l |
H H H H
34-36 37-39

Figura 61. Acetamidas 2 y 7-11, propionamidas 31-33, isobutiramidas 34-36
y 2-fenilpropionamidas 37-39 utilizadas en este estudio.

Como muestra la Figura 62, para realizar este estudio se partio de la situacion de

eclipsamiento en el angulo diedro O=C-C-H (y = 0°) y se gird en periodos regulares

138 A. Greenberg, T. D. Thomas, C. R. Bevilacqua, M. Coville, D. Ji, J.-C. Tsai y G. Wu, J. Org. Chem.
1992, 57, 7093-7099.
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segun el tipo de sustitucion de cada amida. Para cada punto, se fijo el diedro indicado y
se liberd el resto de los parametros, calculando la energia de cada estructura resultante.
Los minimos locales y absolutos observados se optimizaron después completamente
liberando todos sus pardmetros y se comprobd su caracter de estructuras de minima
energia mediante calculos de frecuencias, que en ningun caso resultaron ser imaginarias.
Ademas, los datos energéticos recogidos en las tablas incluyen siempre correccion del

punto cero.'*

2E 27

Figura 62. Estructuras de partida en el analisis conformacional de 2.

Las amidas 2 y 7 representan bien el conjunto de las acetamidas 2 y 7-11, que
portan tres protones sobre el C, al carbonilo. La Figura 63 muestra la N-metilacetamida

2, en la que un giro entre 0 y 60° es suficiente para definir su estudio conformacional.

139 |_a energia del punto cero es una correccion a la energia electrénica de la molécula, para considerar los
efectos de las vibraciones moleculares que persisten incluso a 0 K. Para establecer una comparacién
adecuada entre estructuras, se le ha de sumar a cada una su energia en el punto cero.
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E (kcal/mol)

E (kcal/mol)

-155948,6 -

-155950,6 -
-155950,7 +
-155950,8 -
-155950,9 -
-155951,0 -
-155951,1

-155947,8
-155948,0
-155948,2

-155948,4
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2E

0

10 20 30 40 50 60

Angulo diedro

27

0

10 20 30 40 50 60
Angulo diedro v

Figura 63. Variacion de la energia frente al &ngulo de torsion y de los isomeros E/Z
de la N-metilacetamida a nivel B3LYP/6-31G*.

Para el resto de las acetamidas 7-11, teniendo en cuenta la falta de simetria

provocada por los sustituyentes en N-C,, estimamos necesario calcular el rango 0-120°

para observar su andlisis conformacional completo. Como ejemplo mostramos las
estructuras E y Z de la N-etilacetamida (7) (Figura 64). Los graficos correspondientes a

los célculos para otras estructuras de las acetamidas se incluyen en el apéndice B.
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7E
-180619,2
= -180619,4
£ -180619,6
]
£ -180619,8
W .180620,0
'180620,2 T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105
Angulo diedro v
72
-180622,3 -
ig‘ -180622,4
T -180622,5 |
[S]
=3
W -180622,6 |
'180622,7 T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105

Angulo diedro v

Figura 64. Variacion de la energia frente al &ngulo de torsion y de los isomeros E/Z

de la N-etilacetamida a nivel B3LYP/6-31G*.

La Figura 65 muestra las estructuras de minima energia encontradas para ambos

isdbmeros de las acetamidas 2y 7.
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TE 4

Figura 65. Estructuras de minima energia de los isdbmeros E y Z
de las acetamidas 2 y 7 a nivel B3LYP/6-31G*.

En ambos casos, mientras que para el isémero E el minimo conformacional se
corresponde con la conformacion eclipsada (y ~ 0°), el Z, contrariamente, presenta un
minimo, que resulta ser el minimo absoluto, y que se encuentra en conformacion
alternada (y ~ 60°). Como quiera que estas conformaciones son de referencia habitual a
lo largo del capitulo, en adelante nos referiremos a protones o sustituyentes situados en
ellas como syn, anti o gauche respecto al oxigeno carbonilico, como se muestra en la
Figura 66.
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La Tabla 28 muestra los angulos de torsién y las diferencias de energia de los
minimos encontrados para estas acetamidas. Como se anticip6 en la Tabla 27, a la que
se llego al estudiar el angulo diedro ¢, las estructuras Z muestran conformaciones
proximas a la conformacion anti respecto a dicho diedro ¢, y minimos cercanos a la
disposicion alternada en torno al diedro  (situando siempre un proton con valores para
este angulo anti entre 174,14 y 186,28°). En cambio, las estructuras E presentan
respecto a ¢ una preponderancia menos acusada de la conformacion anti a nivel
B3LYP/6-31G*, lo que es més evidente en el caso de 2. También aqui, a diferencia de
las estructuras Z, la conformacion respecto al diedro y es claramente eclipsada (en la
que un proton es syn, y = 353,43-3,98°). Para todas las acetamidas, las estructuras

Zanti alternadas SON 10s minimos absolutos del sistema (1,94-3,16 kcal/mol méas estables que

auche

Q g
> \‘é §’ gauche

RHN

anti

RHN

syn

“,
“%
7

K2

Figura 66. Protones anti, syn y gauche en las conformaciones
alternada (v = 180°) y eclipsada (y = 0°).

los isomeros E alternativos).

Tabla 28. Angulos de torsion (°) y diferencias de energia (kcal/mol) B3LYP/6-31G* para las
acetamidas 2y 7-11.

Isémero 0 T ) Isémero ) T \ AE (E-2)
2E 29,10 188,88 141 27 180,10 359,95 180,02 2,48
7E 197,00 170,80 358,51 72 164,61 4,37 176,22 2,67
8E 167,41 188,65 0,72 872 202,19 355,98 184,83 2,76
9E 142,39 184,33 3,98 97 175,94 452 174,14 1,94
10E 191,25 17154 0,00 102 190,55 355,38 185,39 3,16
11E 217,22 17859 35343 117 174,93 351,87 186,28 2,42
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Se hizo un estudio similar para las propionamidas 31-33, que portan dos
protones en CO-C,. Para la N-metilpropionamida (31) se consigue el espectro
conformacional completo haciendo que el metilo en B al carbonilo pase de la posicidn
eclipsada con el oxigeno carbonilico hasta 180°, lo que referido a uno de los protones
(ver Figura 67) se corresponde con el rango 240-60°, en el cual se realizaron céalculos
cada 15°.

Figura 67. Estructura de partida para el calculo
de la Z-N-metilpropionamida (31).

La Figura 68 muestra el analisis conformacional obtenido para esta amida en
torno al diedro v, que se ha calculado fijando angulos de torsion para el diedro O=C-

C.—Cp en cada paso.
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31E

-180612,0
-180614,0
-180616,0 -

-180618,0 -

-180620,0 T T T T T T T T T T T 1
-120 -105 -90 -75 -60 -45 -30 -15 O 15 30 45 60

Angulo diedro

31z

-180619,2
-180619,8
-180620,4

-180621,0 4

-180621,6 T T T T T T T T T T T 1
-120 -105 -90 -75 -60 -45 -30 -15 O 15 30 45 60

Angulo diedro y

Figura 68. Variacion de la energia frente a y de la E- y Z-N-metilpropionamida

a nivel B3LYP/6-31G*.

El analisis conformacional de la N-etil y la N-isopropilpropionamida, 32 y 33

respectivamente, requirié una evaluacion entre 0 y 360°, que se realizé en periodos de

30°. Ambas amidas muestran perfiles energéticos similares, por lo que s6lo incluimos en

la Figura 69 el
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32E

-205282,0 -
-205284,0
-205286,0 -
-205288,0 4
-205290,0 ~

-205292,0 T T T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

E (kcal/mol)

Angulo diedro v

32z

-205291,2 +

-205291,8

E (kcal/mol)

-205292,4

-205293,0 T T T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Angulo diedro v

Figura 69. Variacion de la energia frente a y de la E- y Z-N-etilpropionamida
a nivel B3LYP/6-31G*.

La Tabla 29 permite observar los diedros y datos energéticos que presentan las
estructuras de minima energia de las tres propionamidas estudiadas. Como ocurriera en
las acetamidas, las propionamidas presentan también como minimo absoluto la
estructura Zantiaiternada CON UNa conformacion respecto al angulo y en la que uno de los
protones se encuentra proximo a una disposicion anti (y = 160,33-201,36°). En cuanto a
los isdbmeros E, la conformacion preferente respecto al diedro y sigue presentando un
eclipsamiento respecto al carbonilo, pero es el grupo metilo el que ocupa esta posicién

(v es aproximadamente 123 y 238° para ambos protones). Curiosamente, de forma
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similar a como se ha discutido para la N-metilacetamida, también la N-
metilpropionamida (31) presenta para el isomero E un angulo de torsién ¢ mas proximo
a una conformacion syn (¢ = 21,34°) que a la anti encontrada para el resto de las
propionamidas de este conjunto. En cuanto a los datos energéticos, los estereoisomeros
Z son también més estables que los E alternativos en un rango que oscila entre 2,24 y
2,61 kcal/mol.

Tabla 29. Angulos de torsion (°) y diferencias de energia (kcal/mol) B3LYP/6-31G* para las
propionamidas 31-33.

Isémero ) T " Isémero ) T \ AE (E-2)
31E 2134 18715 y122338%i* 317 17883 173 ylzig?é%* 2.24
2E 16212 189,06 y122??é2’39811* 327 19684 35420 yzg;,;,g* 254
33E 166,07 188,98 ylzz?ff?g* 337 160,00 4,94 y;@%%* 261

* Referidos a los dos protones CO-CH,-.

La Figura 70 muestra como ejemplo los minimos conformacionales encontrados

para los isomeros Z/E de la N-etilpropionamida (32).
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32E 327

Figura 70. Estructuras de minima energia encontradas para la
E- y Z-N-etilpropionamida (32).

En tercer lugar, estudiamos dos conjuntos de amidas con un solo proton en C,,
como son las isobutiramidas 34-36 y las 2-fenilpropionamidas 37-39, para reproducir
asi los efectos causados por sustituyentes alquilicos y aromaticos en el grupo acilo. En
el caso de la N-metilisobutiramida (34), debido a su simetria, se pudo reducir su estudio
al intervalo de y = 0-180° en el que los calculos en torno al enlace NCO-CH,, se

realizaron cada 30° (Figura 71).
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-205280,0 -
-205282,0
-205284,0 +
-205286,0 -
-205288,0

E (kcal/mol)

34E
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-205289,5 ¢
-205290,0

-205290,5 -
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-205291,0 -
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Angulo diedro v

347

-205291,5
0

90 105 120 135 150 165 180

15 30 45 60 75
Angulo diedro

Figura 71. Variacion de la energia frente a y de la E- y Z-N-metilisobutiramida

a nivel B3LYP/6-31G*.

La N-etil y N-isopropilisobutiramida (35 y 36) muestran graficos similares, por

lo que la Figura 72 recoge como ejemplo el caso de 35. El analisis conformacional en

torno al angulo  se realizo en el rango de 0 a 360° a intervalos de 30°.
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E (kcal/mol)
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35E

-229960,0
0
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-229961,2
-229961,6 -
-229962,0 -
-229962,4 -
-229962,8 -
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Angulo diedro

3527

-229963,2
0

90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

30 60
Angulo diedro

Figura 72. Variacion de la energia frente a y de la E- y Z-N-etilisobutiramida

También

a nivel B3LYP/6-31G*.

las dos 2-fenilpropionamidas estudiadas (37-39) muestran un

comportamiento similar en su analisis en torno al diedro . La Figura 73 muestra como

ejemplo la N-metil-2-fenilpropionamida (37):
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37z

-325608,0
0

Figura 73. Variacion de la energia frente a y de la E- y Z-N-metil-2-fenilpropionamida

En la Tabla 30 mostramos los angulos de torsion y las diferencias de energia de
los minimos obtenidos para las amidas 34-39. Respecto a los angulos diedros
¢, mientras los isomeros Z muestran en todos los casos la conformacion anti como la
mas estable, para las estructuras E que tienen metilo (34 y 37) y etilo (35 y 38) como
sustituyentes en el nitrégeno, los célculos en fase gaseosa predicen en torno a ¢ una

conformacién de minima energia syn o intermedia entre syn y anti (¢ = 348-39°).

Alternativamente,

N-isopropilamidas 36 y 39 muestran este proton cercano a la disposicién anti. En cuanto

152
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a nivel B3LYP/6-31G*.

las amidas con un solo proton en CON-C,
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al angulo diedro v, que es el de mas interés en este estudio, el unico proton sobre NCO-
C. se dispone en 34-39 en una conformacion proxima a la anti respecto al grupo
carbonilo tanto en los isbmeros Z como en los E. En esta conformacion alternada, los
sustituyentes voluminosos adoptan disposiciones gauche respecto al carbonilo. En
cuanto a la estabilidad relativa de las estructuras, las diferencias energéticas entre
minimos E y Z oscilan entre 2,87 y 3,75 kcal/mol.

Tabla 30. Angulos de torsion (°) y diferencias de energia (kcal/mol) B3LYP/6-31G* para las

amidas 34-39.

Isémero ) T 7 Isémero ) T ] AE (E-2)
34E 348,07 177,20 203,12 34Z 180,01 0,00 180,82 3,47
35E 153,308y 38,901* 185,08 158,08 35Z 19563 35597 180,71 3,70
36E 158,91 187,46 15287 36Z 15557 3,51 179,90 3,75
37E 7,72 17764 14810 37Z 177,04 529 153,84 2,87
38E 151,053y 36,799* 179,06 148,19 38Z 16534 7,36 154,77 3,20
39E 155,90 178,64 147,04 39Z 16226 6,93 154,75 3,25

* Referidos a los dos protones N-CH-.

Como conclusién a este apartado, se ha encontrado a nivel B3LYP/6-31G* en
fase gaseosa que los isomeros Z de amidas secundarias presentan, independientemente
de su sustitucion en el grupo acilo, una conformacion anti respecto al diedro ¢ (160,00-
202,19°) y alternada en torno a v (153,84-201,36°) en la que un proton ocupa siempre la
disposicion anti respecto al carbonilo (Figura 74). A esta estructura la hemos

denominado Zanti alternada-
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RHN H

§R R
o H o) R R

Figura 74. Conformaciones eclipsada (y ~ 0°) y alternada
(y ~ 180°) en torno al &ngulo diedro O=C-C-H.

En cambio, en los isdbmeros E, probablemente debido al impedimento estérico
entre el grupo acilo y el sustituyente sobre el nitrégeno, que se encuentran en este
isbmero geométricamente mas proximos que en el Z, se fuerzan otras opciones
conformacionales en ambos diedros. Asi, respecto a ¢ hemos encontrado como mas
estables las conformaciones syn o las intermedias entre syn y anti en las N-metilamidas
2, 31, 34y 37, pero con otros sustituyentes alquilicos se opta por conformaciones anti
(H-N—-C-H) en la que los grupos més voluminosos en N-C,, se disponen en gauche al
oxigeno carbonilico. Respecto al diedro v, en las acetamidas y alquilamidas con tres y
dos protones en NCO-C, se prefieren conformaciones eclipsadas en las que,
respectivamente, un proton alquilico o el resto alquilico voluminoso ocupa la
disposicion syn al carbonilo. Alternativamente, en las carboxamidas con un unico
proton en C, al carbonilo se prefiere una conformacion alternada en la que el proton
adopta la disposicion anti al carbonilo y los grupos voluminosos la gauche. En todos los
casos, la conformacion Zanatenada €S €l minimo absoluto del sistema, siendo mas
estable en el rango de 1,94-3,75 kcal/mol que los correspondientes minimos locales E

alternativos.
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3.3.1.2. Correlaciones de RMN en el sustituyente acilico de amidas secundarias.

Una vez que en el capitulo anterior se han obtenido correlaciones en torno al
angulo diedro ¢ (enlace CON-CH,) aplicables tanto a amidas como a proteinas (ver
mas adelante), en este apartado pretendemos desarrollar una ecuacién relativa al angulo
diedro y (enlace NCO-CH,) que relacione los datos estructurales que predicen los
calculos (B3LYP/6-31G*) con los desplazamientos quimicos experimentales. Para ello,
se registraron los espectros de *H-RMN de las amidas 2, 7-11, 31-39 y se repiti¢ el
proceso ya explicado en los apartados 3.1.1.2 y 3.2.1.2. En el apartado anterior se han
evidenciado las preferencias conformacionales de los isomeros Z/E de carboxamidas
diferentemente sustituidas en el resto acilico. Sin embargo, como las carboxamidas
secundarias muestran en sus espectros de RMN en disolucion Unicamente el isémero Z
(ver capitulo anterior), s6lo podemos utilizar los desplazamientos quimicos de éstos en
el estudio. Las formamidas, con un protén como sustituyente acilico, no son obviamente
modelos Utiles. La N-metilacetamida muestra una pequefia proporcion de isomero E.
Para otras acetamidas hemos identificado también en este trabajo lo que pueden ser
ligeras poblaciones de isomero E. Sin embargo, a falta de datos de desplazamiento de
protones individuales en este isomero, la investigacion de la ecuacion se hace so6lo a
partir de los desplazamientos de las estructuras Z. Para este isomero, la estructura
predicha por los calculos es la anti respecto al diedro H-C-N-H (¢ ~ 180°) y alternada
respecto a O=C-C-H (y ~ 180°).

anti (0]
U Y
\gauche
gauche

gauche™W""/ S

gauche

anti

Figura 75. Disposiciones de protones anti
y gauche en la estructura Zn aiternada-
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Aplicando a los protones en NCO-CH, la ecuacién aditiva de Shoolery®

utilizada anteriormente,

Schxyz = 0,23 + ox + oy + o, [8]

puede calcularse el desapantallamiento provocado por la funcion amida en estos
protones situados en el resto acilico, al que llamamos c'amiga para distinguirlo del ya

calculado en el extremo CON-CH,,.

G'amida = Oobs — (0,23 + oy + Gy) [l

Nuevamente, consideramos que en amidas con mas de un proton en C, el
desapantallamiento es una magnitud promediada, ya que estos atomos de hidrogeno anti
y gauche sobre el C,, se interconvierten rapidamente a temperatura ambiente por giro en
el enlace NCO-CH,,.

- o
G _ O anti " (n _1) gauche [10]
n n

amida

En la ecuacion [10] n es el nimero de protones en C,. Como se ha anticipado
(Figura 75), las disposiciones anti y gauche se refieren a disposiciones respecto al

oxigeno carbonilico.

De acuerdo con las predicciones de los calculos, asumimos que en amidas con
un Unico proton en C,, como ocurre en 34-39, éste adopta la conformacion preferente

anti. La ecuacion [9] nos permite calcular su ¢'amiga, Ya que en estas amidas ¢'amidga =
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o'anii- A partir de este valor, es posible calcular en las amidas 2, 7-11 y 31-33 el valor de

G'gauche Mediante la ecuacion [10]. La Tabla 31 resume el resultado de estos calculos

para el disolvente CDCls.

Tabla 31. Desapantallamientos (ppm) en protones NCO-CH,, para 2, 7-11 y 31-39

en CDCls.
Compuesto  Sgpservado XY O'amida G anti G'gauche  O'anti — O gauche
2 199 (H,H) 108 0,76 1,24 20,48
7 1,97 (H, H) 1,06 0,76 1,21 -0,45
8 1,95 (H, H) 1,04 0,76 1,18 -0,42
9 2,02 (H, H) 1,11 0,76 1,29 -0,53
10 203 (H,H) 112 076 1,30 -0,54
11 207  (H,H) 116 0,76 1,36 20,60
31 222 (H.Me) 097 076 1,18 0,42
32 2,19 (H,Me) 0,94 0,76 1,12 -0,36
33 2,16 (H,Me) 0,91 0,76 1,06 -0,30
34 2,36 (Me, Me) 0,77 0,77*
35 2,33 (Me, Me) 0,74 0,74*
36 2,29 (Me, Me) 0,70 0,70*
37 355 (Me,Ph) 081  081*
38 353 (Me,Ph) 079 0,79
39 350 (Me,Ph) 076  0,76*
Promedio + SD 0,76 £0,02 1,22+0,09 -0,46 +0,09

* Valores tomados para realizar el promedio. SD: desviacién estandar.

Como puede observarse, en este disolvente el desapantallamiento promedio

provocado por la funcion amida en los protones situados en las disposiciones anti y

gauche es de 0,76 y 1,22 ppm, respectivamente, con pequefias desviaciones estandar

(0,02 y 0,09 ppm). A su vez, la diferencia de desplazamientos entre protones situados en
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estas posiciones (G'anti — G'gauche) €S €N promedio de solo -0,46 ppm, con una desviacion
estandar de 0,09 ppm. Claramente los desapantallamientos promedio provocados por la
funcién amida en los protones anti y gauche del resto acilico son marcadamente
inferiores a los observados en estas disposiciones respecto al NH (fragmento CON-
CH,), que se calcularon en 2,42 y 1,64 ppm respectivamente. También la anisotropia
magnética en el resto acilico (NCO-CH,) es sensiblemente inferior que en los

sustituyentes en el nitrégeno (CON-CH,), como muestra la menor diferencia de

desplazamiento en el primero respecto al Ultimo (Ganti — Ggauche = 0,78 ppm).

Tabla 32. Desapantallamientos (ppm) en protones NCO-CH,, para 2, 7-11 y 31-39

en DMSO-d.
Compuesto  Sgpservado XY Clamida G anti G'gauche  O'anti — O gauche
2 178  (H,H) 087 0,75 0,93 -0,18
7 1,71 (H,H) 0,80 0,75 0,83 -0,08
8 1,75 (H,H) 0,84 0,75 0,89 -0,14
9 1,83 (H,H) 0,92 0,75 1,01 -0,26
10 1,86 (H,H) 0,95 0,75 1,05 -0,30
11 193 (HH) 102 075 1,16 -041
31 204 (H,Me) 079 075 0,83 0,08
32 203 (H,Me) 078 075 0,81 0,06
33 2,01 (H,Me) 0,76 0,75 0,77 -0,02
34 231 (Me,Me) 0,72  072*
35 2,30 (Me, Me) 0,71 0,71*
36 2,28 (Me, Me) 0,69 0,69*
37 355 (Me,Ph) 081  081*
38 354 (Me Ph) 080 0,80
39 352 (Me,Ph) 078 0,78
Promedio + SD 0,75+0,03 0,92+0,13 -0,17+0,13

* Valores tomados para realizar el promedio. SD: desviacién estandar.
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En DMSO-ds se realizaron los calculos de forma similar (Tabla 32). Como se
observa, el desapantallamiento de los protones o'ai (0,75 ppm) es muy similar al
encontrado en CDCIs;, en cambio, el de los protones o'gawche (0,92 ppm) es
marcadamente inferior. Como consecuencia, el efecto anisotrdpico entre ambas

posiciones también es inferior (6”anti — 6'gauche = -0,17 ppm) al encontrado en CDCls.

Tabla 33. Desapantallamientos (ppm) en protones NCO-CH,, para 2, 7-11 y 31-39

en D,0.
Compuesto  Sgpservade XY O'amida Ganti G'gauche  O'anti — O gauche
2 184 (H,H) 093 090 0,95 0,05
7 1,96 (H,H) 1,05 0,90 1,13 -0,23
8 1,93 (H, H) 1,02 0,90 1,08 -0,18
9 1,89 (H, H) 0,98 0,90 1,02 -0,12
10 2,01 (H, H) 1,10 0,90 1,20 -0,30
11 212 (HH) 121 090 1,37 0,47
31 222 (H,Me) 097 090 1,04 0,14
32 2,23 (H, Me) 0,98 0,90 1,06 -0,16
33 2,19 (H, Me) 0,94 0,90 0,98 -0,08
34 2,47 (Me, Me) 0,88 0,88*
35 2,43 (Me, Me) 0,84 0,84*
36 2,39 (Me, Me) 0,80 0,80*
37 373  (Me,Ph) 099  099*
38 368 (Me Ph) 094 004
39 370 (Me,Ph) 096 096
Promedio + SD 0,90+0,04 1,09+0,13 -0,194+0,13

* Valores tomados para realizar el promedio. SD: desviacién estandar.

Por ultimo, en D,O (Tabla 33) se obtienen desapantallamientos de los protones

G'anti Y O'gauche de 0,90 y 1,09 ppm respectivamente, y una diferencia de desplazamiento
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entre ambos (G'ani — O'gauche) de -0,19 ppm. Respecto a las desviaciones estandar
encontradas en DMSO-ds y D,O, nuevamente son ligeramente superiores a las de
CDCls, lo cual puede ser razonable si tenemos en cuenta que los valores de o tabulados

fueron establecidos para este disolvente o0 CCl,.

Nuevamente, el que los protones NCO-CH,, gauche, situados fuera del plano de
la amida, sufran un desapantallamiento mayor que los anti, que se encuentran
coplanares (ver también Figura 76), es contrario a la prediccién de la ecuacion de
McConnell. Debemos recordar aqui el comportamiento también discrepante con la
ecuacion de McConnell que hemos encontrado para los protones CON-CH,, de los
isdbmeros E, expuesto en el apartado 3.2.1.2 (ver pag. 107), ya que mostraban los
protones gauche ligeramente mas desapantallados que los anti. Si bien con anterioridad
se ha publicado que la citada ecuacion muestra predicciones opuestas a los calculos HF
en el desapantallamiento de protones situados sobre el plano de los grupos C=C*® y
CO,'™ es por primera vez en esta Tesis cuando se demuestra experimentalmente que la

|15

ecuacion de McConnell™ no es un modelo general ni siquiera a nivel cualitativo, ya que

sus predicciones, al menos en amidas secundarias, pueden ser contrarias a lo observado.

Figura 76. Angulo diedro y (O=C-C-H)
y distancia d’ (O--H).

De forma analoga a como se hizo en el capitulo 3.2 para llegar a la ecuacion
[11], una vez que tuvimos una muestra representativa de angulos de torsion en

carboxamidas secundarias a nivel B3LYP/6-31G* y el desapantallamiento magnético
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observado para estas estructuras, nos propusimos buscar una representacion que
permitiera visualizar el desapantallamiento magnético (c'y) observado sobre protones
anti y gauche como funcién de la geometria. Tras considerar diversos datos geométricos
y funciones, se llegd a un ajuste aceptable para los protones situados en el resto acilico,
cuando el angulo diedro O=C-C,—H (v, Figura 76) se representa frente a c'y. En la
Figura 77 puede verse que en CDCl; los datos se ajustan bien a un polinomio de tercer
grado:

1,40 -
1,30 | . y = 2E-07x° - 7TE-05x% + 0,0002x + 1,4295
1,20 | r?=0,9723
1,10 |
1,00 |
0,90 |
0,80
0,70 .
0,60 | | | | | | |
40 60 80 100 120 140 160 180
Angulo diedro O=C-C-H (y)

o'y (ppm)

Figura 77. Desapantallamiento magnético (c'y, ppm) frente al diedro  para
las amidas 2, 7-11 y 31-39 en CDCls.

En la representacion equivalente realizada para protones CON-CH,, (ver Figura
49, pégina 111) se aprecio una similitud con la funcién coseno al cuadrado. En este
caso, los datos accesibles recuerdan de nuevo a la funcion coseno al cuadrado, siempre
que se divida el valor del diedro entre dos, ya que el periodo de la funcion mostrada en
la Figura 77 es acorde con 360° y no con 180°. Por ello, dividimos el angulo diedro
entre dos, situando asi el minimo en 90° y manteniendo el maximo aproximadamente en

0°. Asi, tras diversas pruebas, se encontrd un buen ajuste entre el desapantallamiento c'y
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y la funcién cos’[(y—10)/2]/d’, en la que d’ es la distancia (A) entre el oxigeno

carbonilico y el proton sobre el carbono en posicion o (ver Figura 76).

1,40 - .
1,30 | s
120 y =0,74 +1,708x

] r2=0,9721

L. (opm)
[
o
o

0,60 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

cos?[(y-10)/2)/d'

Figura 78. Correlacion entre 'y y la funcion cos?[(y—10)/2]/d’ para las amidas 2, 7-11
y 31-39 en CDCls.

Como se ve en la Figura 78, se llega asi a una recta con un coeficiente de
determinacién r’> = 0,97, que permite formular la ecuacion [14] para el disolvente

CDCls.

o'y = 0,74 + 1,71 cos?[(y-10)/2]/d’ [14]
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1,20 -
1,10 +
1,00 -
0,90 ~
0,80 -

0,70 A
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*

y = 0,7366 + 0,693x
r?=0,6434

* o' oo

0,60
0,00

0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
cos?[(y-10)/2)/d"

Figura 79. Correlacion entre o'y y la funcion cos?[(y—10)/2]/d’ para las amidas

2, 7-11y 31-39 en DMSO-ds.

Se realiz6 una correlacion similar en DMSO-ds que se muestra en la Figura 79.

En este caso el ajuste fue notablemente peor, r? = 0,64. Se llega asf a la ecuacién [15]

para este disolvente:

o'y = 0,74 + 0,69 cos’[(y—10)/2]/d’ [15]
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1,50 -
1,40 -

1,30 1 y = 0,8892 + 0,7441x

1,20 1 r?=0,6261
1,10

1,001 o

0,90 $ *

080 &

0,70

0,60 : : : : : : ‘
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

cos?[(y-10)/2)/d"

c'w (PPmM)
XX

Figura 80. Correlacion entre o'y y la funcion cos?[(y—10)/2]/d’ para las amidas
2,7-11y 31-39 en D,0.

Por altimo, la Figura 80 muestra la correlacién alcanzada en D,O, con un r? de

0,63. Ello permite formular para este disolvente la ecuacion [16]:

o'y = 0,89 + 0,74 cos?[(y-10)/2]/d" [16]

Podemos hacer una presentacion global de la ecuacion en la que la pendiente y
ordenada en el origen varian con el disolvente (ecuacion [17]), como se muestra en la
Tabla 34.

o'y = ¢ + e cos?[(y-10)/2]/d’ [17]
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Tabla 34. Parametros de la ecuacion [17].

Disolvente ¢ e r

CDCl, 0,74 1,71 0,97
DMSO-ds 0,74 0,69 0,64
D,0 089 0,74 0,63

3. NUEVAS INVESTIGACIONES

Evidentemente, los r® alcanzados en DMSO-ds y D,O son notablemente

inferiores al obtenido para CDCls, ello puede ser debido en buena parte a que, como se

ha comentado, los o aditivos de la ecuacion de Shoolery estan calculados para este

disolvente o CCly, asi como a otros efectos, como por ejemplo las interacciones soluto-

disolvente, que no se han tenido en cuenta. Por otra parte, la ecuacién [11], que rige

para los protones CON-CH,, se disefid (ver apartado 3.2.1.2) adoptando una pendiente

comun para los tres disolventes. Ello no es légico para la ecuacion [17], a la vista de las

diferencias de pendiente tan pronunciadas que se observan en la Tabla 34 para DMSO-
ds y D0 respecto a CDCls.
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3.3.1.3. Correlaciones de RMN en proteinas.

A partir de las ecuaciones obtenidas en los apartados 3.2.1.2 y 3.3.1.2, se podria
evaluar el desplazamiento de un proton unido al C, de una proteina. La Figura 81
muestra, junto a los angulos de torsion definidos para los calculos de esta Tesis (a), los
parametros geométricos que se emplean en las ecuaciones [11] y [17] (b). Como se
anticipara en la introduccién de este capitulo 3.3 (pag. 123), los angulos diedros [¢] y

[w] son diferentes de o y .

R d..--- R

s
C‘”‘

‘"”Ca

o:‘

@) (b)

Figura 81. Estructura extendida de un fragmento de proteina. () Angulos diedros definidos
en esta Tesis. (b) Angulos diedros y distancias de las ecuaciones [11] y [17].

Para alcanzar este objetivo, dos de los sustituyentes aditivos de la ecuacion de

Shoolery,®

Scalc = 0,23 + o4 + oy + 5, [8]

deben ser las ecuaciones [11] y [17] con los coeficientes calculados para el disolvente
en que se registre el espectro de la proteina, y el tercero el grupo R propio de cada
aminoacido (ver Figura 81). En un contexto quiral cuyos protones son magnéticamente

no equivalentes, incluso los geminales de la glicina, el desapantallamiento causado por
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los grupos amido en ambos lados del C,, seria oy Y o'y, por lo que el desplazamiento de

un determinado proton vendria dado por la ecuacion [18]:

Scalc = 0,23 + or + o + O'y [18]

en la que el célculo de o'y se acaba de detallar en el apartado anterior:

o'y = ¢ + e cos?[(y—10)/2]/d’ [17]

En cuanto a oy, comenzamos trabajando con la ecuacién [11] publicada®® para

este término y con los parametros de ajuste (ver la pagina 115 del apartado 3.2.1.2) que

figuran en la Tabla 22, que volvemos a incluir aqui:

oy =a+ 2,16 cos’(0—35)/d [11]

Tabla 22. Parametros de la ecuacion [11].

Disolvente a r Sy.x
CDCl, 1,69 0,94 0,08
DMSO-ds 149 - 0,14
D,0 159 - 016

Incorporando a la ecuacion [18] las ecuaciones [11] y [17], obtenemos la

ecuacion [19], que es una ecuacion general aplicable a cualquier disolvente:
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Scalc = 0,23 + o + @ + 2,16 cos’(a—35)/d + ¢ + e cos’[(y—10)/2]/d’ [19]

Puesto que el disolvente mas universal en cuanto al registro de espectros de
proteinas es D,O, vamos a realizar nuestro ensayo de validacion de la ecuacion [19]
para este disolvente, ain sabiendo que deberian obtenerse mejores resultados en CDCl;
como consecuencia del mayor ajuste que muestran las ecuaciones [11] y [17] en este
disolvente. Para D,0, la ecuacion quedaria:

Scalc = 0,23 + o + 1,59 + 2,16 cos*(0—35)/d + 0,89 + 0,74 cos?[(y-10)/2]/d’ [20]

y agrupando términos,

Scalc = 2,71 + og + 2,16 cos*(a—35)/d + 0,74 cos’[(y—10)/2]/d’ [21]

Un problema que nos encontramos en este punto es que no existen valores de or
tabulados para los grupos R de los distintos aminoacidos (H,N-CHR-COOH) en la
ecuacion de Shoolery. Para calcularlos se sustituyd el desplazamiento calculado por el
observado, llegandose a la ecuacion [22], de la que se despejé or (ecuacion [23]). En
esta ecuacion, se incorporaron los datos geométricos y desplazamientos observados de
un total de 2153 aminoé&cidos de distintas proteinas (ver méas adelante), cuya estructura
se ha determinado mediante RMN en los ultimos afios. Por ultimo, los valores de or asi
obtenidos se promediaron para cada aminoécido. En definitiva, hemos utilizado para
calcular el término aditivo or de cada aminoacido, un procedimiento similar al

empleado para determinar los términos ox usuales en el célculo de desplazamientos
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quimicos mediante las clésicas ecuaciones aditivas.** Ademéas, este término or ha sido
determinado para el disolvente méas usual en el estudio de proteinas mediante RMN,
D,0.

Sops = 2,71 + og + 2,16 cos*(0—35)/d + 0,74 cos’[(y—10)/2]/d’ [22]

OR = Sobs - (2,71 + 2,16 cos*(a—35)/d + 0,74 cos?[(y-10)/2]/d") [23]

Para la captacion de los desplazamientos quimicos y parametros geométricos de
las proteinas, decidimos buscar un método que permitiera la obtencion de un nimero de
datos elevado, sin necesidad de medir los angulos diedros y distancias necesarios uno a
uno mediante programas de visualizacion de las estructuras. Los datos geométricos de
proteinas de los que partimos se obtuvieron de la base Protein Data Bank (PDB),* y sus
desplazamientos de la BioMagResBank (BMRB),*! ya mencionadas. Mediante un
sencillo proceso automatizado de medida de distancias y diedros a partir de las
coordenadas cartesianas que constituyen un archivo PDB, todo ello implementado en
una hoja de calculo, se midieron los diedros o y y y las distancias d y d' para un total de
2153 protones CH, de 13 proteinas o fragmentos de ellas distintas, citadas a
continuacion. Tras su nombre se incluyen su codigo BMRB, compuesto por cuatro
cifras, y el codigo de su estructura PDB (normalmente hay varias para cada proteina),
mezcla de cuatro cifras y letras:
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e Dominio N-terminal de 30 kDa de la Enzima | del Sistema
fosfotransferasa de azlcar dependiente de fosfoenolpiruvato de
Escherichia coli, 4106, 2EZB.'*

e Lipocalina neutrofila humana asociada a gelatinasa, en forma apo (apo-
HNGAL) (Human Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin), 4267,
INGL.*!

e Dominio N-terminal de 20 kDa de la proteina XRCC1, reparadora de
ADN de una hebra, 4282, 1XNA.*

e Proteina de la capsula del virus HTLV-I (human T-cell linfotropic virus

type 1, virus linfotrépico de células T humanas tipo 1), 4311, 1QRJ.**®

e Dominio N-terminal de VAT (VCP-like ATPase of Thermoplasma,
ATPasa tipo VCP de termoplasma), ATPasa AAA de grupo I, 4376,
1Cz4.M*

e Proteina de la capsula del virus del sarcoma de Rous, 4384, 1D1D.*

e Proteina de prién humano hPrP (23-230), 4402, 1QLX.*®

¥ D, s. Garrett, Y.-J. Seok, D.-I. Liao, A. Peterkofsky, A. M. Gronenborn y M. G. Clore, Biochemistry
1997, 36, 2517-2530.

Y1 M. Coles, T. Diercks, B. Muehlenweg, S. Bartsch, V. Zoelzer, H. Tschesche y H. Kessler, J. Mol. Biol.
1999, 289, 139-157.

12 A, G. Marintchev, M. W. Maciejewski y G. P. Mullen, J. Biomol. NMR 1999, 13, 393-394.

143 3. Khorasanizadeh, R. Campos-Olivas, C. A. Clark y M. F. Summers, J. Biomol. NMR 1999, 14, 199-
200.

14 M. Coles, T. Diercks, J. Liermann, A. Groeger, B. Rockel, W. Baumeister, K. K. Koretke, A. Lupas, J.
Peters y H. Kessler, Curr. Biol. 1999, 9, 1158-1168.

145 R. Campos-Olivas, J. L. Newman, Y. Ndassa y M. F. Summers, J. Biomol. NMR 1999, 15, 267-268.
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e Dominio | del antigeno-1 asociado a la funcién del leucocito humano,
4553, 1DGQ.*

e Cdc42 unido al dominio de enlace de GTPasa de PAK, 4700, 1AJE.}*

e Glicosilasa | de 3-metiladenina del ADN de Escherichia coli, 5398,
1LMZ. 19

e FGF (Fibroblast Growth Factor, factor de crecimiento del fibroblasto),

adn no depositada.**

e Heveina truncada de 32 aminoacidos, 6123, 1TOW.™*

e Hesx-1 0 Rpx, gen homeobox, atin no depositada.'*?**3

146 R. Zahn, A. Liu, T. Luhrs, R. Riek, C. v. Schroetter, F. Lopez Garcia, M. Billeter, L. Calzolai, G.
Wider y K. Withrich, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2000, 97, 145-150.

17 R. W. Kriwacki, G. B. Legge, U. Hommel, P. Ramage, J. Chung, L. L. Tennant, P. E. Wright y H. J.
Dyson, J. Biomol. NMR 2000, 16, 271-272.

148 A. Morreale, M. Venkatesan, H. R. Mott, D. Owen, D. Nietlispach, P. N. Lowe y E. D. Laue, Nat.
Struct. Biol. 2000, 7, 384-388.

19 A C. Drohat, K. Kwon, D. J. Krosky y J. T. Stivers, Nat. Struct. Biol. 2002, 9, 659-664.

%0 (@) A. Pineda-Lucena, M. A. Jiménez, J. L. Nieto, J. Santoro, M. Rico y G. Giménez-Gallego, J. Mol.
Biol. 1994, 242, 81-98. (b) R. M. Lozano, M. Jiménez, J. Santero, M. Rico y G. Giménez-Gallego, J. Mol.
Biol. 1998, 281, 899-915. (c) A. Canales, Tesis Doctoral, UAM (Madrid), 2005.

131 (@) N. H. Andersen, B. Cao, A. Rodriguez-Romero y B. Arreguin, Biochemistry 1993, 32, 1407-1422.
(b) J. L. Asensio, F. J. Cafiada, M. Bruix, A. Rodriguez-Romero y J. Jiménez-Barbero, Eur. J. Biochem.
1995, 230, 621-633. (c) J. L. Asensio, F. J. Cafada, M. Bruix, C. Gonzalez, N. Khiar, A. Rodriguez-
Romero y J. Jiménez-Barbero, Glycobiology 1998, 8, 569-577. (d) J. L. Asensio, F. J. Cafiada, H. C.
Siebert, J. Laynez, A. Poveda, P. M. Nieto, U. M. Soedjanaamadja, H. J. Gabius y J. Jiménez-Barbero,
Chem. & Biol. 2000, 7, 529-543. (e) N. Aboitiz, M. Vila-Perell6, P. Groves, J. L. Asensio, D. Andreu, F.
J. Cafiada y J. Jiménez-Barbero, ChemBioChem 2004, 5, 1245.

52|, de la Mata, J. L. Garcia, C. Gonzélez, M. Menéndez, J. Cafiada, J. Jiménez-Barbero y J. L. Asensio,
ChemBioChem 2002, 3, 726-740.
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Por el procedimiento comentado se calculo el pardmetro or para cada grupo R
en cada residuo. La Tabla 35 muestra el valor de or promedio calculado para los

residuos de los aminoacidos proteicos, asi como el nimero de residuos de cada

aminoacido utilizados para realizar el promedio.

Tabla 35. Valores de o promedio calculados para cada aminocido.

Aminoécido Residuos medidos o promedio
Alanina ALA 151 0,61
Arginina ARG 113 0,65

Asparagina ASN 77 1,05
Acido aspartico  ASP 119 0,98
Cisteina CYS 35 1,08
Glutamina GLN 111 0,56
Acido glutdmico GLU 149 0,63
Glicina GLY 118* 0,55
Histidina HIS 39 0,96
Isoleucina ILE 124 0,50
Leucina LEU 187 0,76

Lisina LYS 138 0,68

Metionina MET 40 0,61

Fenilalanina PHE 74 1,12
Prolina PRO 97 0,85
Serina SER 128 0,92
Treonina THR 113 0,79
Triptofano TRP 19 0,86
Tirosina TYR 63 1,08
Valina VAL 140 0,58

* Para la glicina el nimero de protones medidos es 236.

153 |os genes homeobox codifican una gran familia de proteinas reguladoras. Todos ellos contienen un
fragmento de 60 residuos (llamado homeodominio) responsable de la actividad de enlace a ADN

especifico para la secuencia.
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Una vez obtenido el parametro og promediado para cada aminoacido, éste se
utilizo en la ecuacion [21] para calcular el desplazamiento de cada uno de los protones.
La Tabla 36 muestra, junto al desplazamiento promedio observado para cada
aminoacido (3,.), que evidentemente coincide con el desplazamiento promedio

obs

calculado para cada aminoécido (3, ), las correspondientes desviaciones estandar de

calc
los valores observados (SDops) Y calculados (SDcac). En general, como se aprecia bien
en el computo global, se observan mayores desviaciones estandar para los
desplazamientos observados que para los calculados, con excepcion de la asparagina, el
acido aspartico y la glicina. También se incluye en la tabla el error promedio, o
promedio de las diferencias en valor absoluto entre los desplazamientos calculados y
observados para cada aminoacido, y la desviacion estandar sobre el error promedio
(SDep), que resultaron ser de 0,44 + 0,35 ppm en el computo global. Cuando este mismo
proceso se realizd incorporando la ecuacion [12] (en lugar de la ecuacion [11]) que
proporciona oy a la ecuacion [18] se llega, como anticipamos en la pag. 120, a unos

datos estadisticos similares (0,44 + 0,36 ppm), como se ve en el apéndice C.
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Tabla 36. Error promedio (ppm) y datos estadisticos para cada aminoacido.

Aminoacido gobs:gcalc SDgps SDcac  Error promedio* SDgr  R. medidos

ALA 4,24 046 0,27 0,39 0,36 151
ARG 4,29 044 0,27 0,41 0,28 113
ASN 4,64 039 0,46 0,34 0,29 77
ASP 4,59 0,33 0,34 0,31 0,25 119
CYS 4,70 0,60 0,33 0,54 0,35 35
GLN 4,19 0,37 0,33 0,34 0,28 111
GLU 4,26 045 0,29 0,40 0,34 149
GLY 3,94 0,52 0,56 0,37 0,34 118
HIS 4,54 052 0,39 0,45 0,35 39
ILE 4,13 063 0,19 0,59 0,39 124
LEU 4,39 052 0,28 0,49 0,35 187
LYS 4,30 045 0,35 0,40 0,29 138
MET 4,26 064 0,19 0,53 0,45 40
PHE 4,73 0,67 0,29 0,64 0,40 74
PRO 4,42 0,36 0,19 0,30 0,31 97
SER 4,50 046 0,34 0,42 0,32 128
THR 4,42 054 0,26 0,49 0,39 113
TRP 4,49 047 042 0,47 0,33 19
TYR 4,67 0,58 0,27 0,51 0,39 63
VAL 4,20 0,68 0,20 0,64 0,41 140
TOTAL** 4,33 0,55 0,29 0,44 0,35 2153

* 3(|80bs — Scatc])/n. ** Calculado para los 2153 amino&cidos considerados, de forma individual.

En cuanto a un posible analisis de la bondad de los desplazamientos calculados,

hemos de decir en primer término que los valores promediados (8,.y d..) Y

desviaciones estdndar observadas (SDqys) coinciden con los publicados en trabajos
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154 Asi, como se observa en la Tabla 37,

previos llevados a cabo en otras proteinas.
nuestros valores promedio coinciden con los desplazamientos promediados descritos
por Zhang y col., con diferencias inferiores a 0,1 ppm para todos los amino&cidos
excepto metionina, glutamina, treonina y triptéfano, que muestran diferencias de 0,14,
0,11, 0,11 y 0,30 ppm, respectivamente. Ello es indicativo de la representatividad del
conjunto de aminoacidos considerado en este trabajo, excepto en el caso del triptofano,
que como se ve es muy poco abundante en las proteinas elegidas (s6lo contienen 19
restos). No obstante, hay que decir que nuestro estudio se ha hecho al azar, mediante un
método automatizado de captura de datos que no tiene en cuenta la estructura (hélice a,
hoja plegada B,...) del fragmento. Ello apoya fuertemente nuestra metodologia de
calculo, que es valida independientemente de la estructura considerada. Probablemente
en el caso del triptéfano (y quizas también en la metionina), la muestra elegida contiene
pocos aminoacidos en fragmentos . Aun asi, en lo que a los objetivos de este trabajo
interesa, hemos de decir que nuestra metodologia de calculo es también predictiva para

ellos.

1 H. Zhang, S. Neal y D. S. Wishart, J. Biomol. NMR 2003, 25, 173-195.
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Tabla 37. Comparacion entre los desplazamientos promedio de la referencia 154 y de esta Tesis.

) ) Random coil* Hélice o* Hoja p* Media* Esta Tesis
Aminoacido _ _ _ _ _
54 SD 84 SD 8, SD 8, SD 8, SD
ALA 426 033 403 033 477 055 429 049 424 046
ARG 424 043 399 032 474 050 429 050 429 044
ASN 466 036 448 022 506 049 471 042 464 039
ASP 460 028 443 022 494 040 462 034 459 0,33
cYs 465 039 415 067 515 051 479 064 470 0,60
GLN 426 034 399 028 480 049 430 048 419 037
GLU 428 033 401 024 478 049 428 045 426 045
GLY 396 035 38L 038 420 060 398 041 394 0,52
HIS 453 050 433 034 506 048 464 052 454 0,52
ILE 415 038 367 033 468 048 423 060 413 0,63
LEU 436 037 400 034 482 046 437 052 439 0,52
LYS 426 041 399 030 469 051 429 049 430 045
MET 438 041 407 034 496 047 440 053 426 0,64
PHE 454 047 416 046 509 046 467 061 473 0,67
PRO 437 035 422 029 460 050 440 039 442 0,36
SER 447 035 425 025 491 048 456 045 450 0,46
THR 445 036 400 034 486 046 453 051 442 054
TRP 455 048 438 037 519 050 479 058 449 047
TYR 452 044 409 039 510 054 470 063 467 0,58
VAL 412 041 358 036 4,60 048 420 061 420 0,68
N° total de 9637 7312 7956 26294 2153

desplazamientos

mayores desviaciones que los calculados puede ser esperable si tenemos en cuenta que,
de entre los distintos pardmetros que intervienen (ver por ejemplo las ecuaciones [5] y

[6] de las pags. 34 y 35), aqui s6lo hemos considerado la anisotropia de la funcion

amida.
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Por otra parte, si bien las columnas de error promedio y su desviacion estandar
(SDep) permiten ciertos andlisis (ver mas adelante), es dificil la determinacion del error
del método, ya que siempre se acumularan los errores de nuestra metodologia a los
debidos a asignaciones incorrectas de desplazamientos, asi como a los datos de angulos
y distancias inexactos contenidos en la geometria de la proteina.

Sin embargo, aunque esta metodologia s6lo tiene en cuenta relaciones
geométricas cercanas y no otras interacciones inter- o intramoleculares, como por
ejemplo la formacion de puentes de hidrogeno, si puede permitir un principio de analisis
de estos hechos en funcion de la adecuacion entre desplazamientos calculados y

observados.

Un factor importante en la estructura de las proteinas es el caracter hidrofilico o
hidrofébico de aminoacidos o conjuntos de ellos en la secuencia. Como se observa en la
Tabla 38, es interesante constatar que en D,O sean los protones de aminoacidos
hidrofobicos los que presentan los errores promedio mas altos y los hidrofilicos los méas
bajos. A efectos comparativos se incluyen en la tabla los valores de hidrofilia/hidrofobia
de los aminoécidos proteicos en dos escalas desarrolladas a partir de valores de
particion de péptidos en disolventes polares y apolares, y que se utilizan en la
evaluacion del caracter hidrofébico de segmentos de proteinas. La conocida como
escala Kyte-Doolittle (K-D) clasifica los aminoacidos en un rango comprendido entre el
mas hidrofébico isoleucina (+4,5) y el mas hidrofilico arginina (-4,5).>> La denominada
escala de Hopp-Woods (H-W) es un indice de hidrofilia que clasifica en el rango de +3
para los hidrofilicos arginina, 4cido aspértico y lisina hasta -3,4 para el triptéfano.**®

Independientemente de la escala con que comparemos, los aminoacidos mas

155 J. Kyte y R. F. Doolittle, J. Mol. Biol. 1982, 157, 105-132.

15 T P. Hopp y K. R. Woods, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1981, 78, 3824-3828.
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hidrofébicos como valina, fenilalanina, isoleucina, etc., presentan los errores promedio
y las desviaciones estandar sobre el error promedio (SDgp) mas altos. Pero ademas, se
observa que en estos aminoacidos hidrofébicos hay también mas desviacion en los datos
de los desplazamientos observados, como muestra SDqys, pero no la hay en los
calculados (ver SD¢qc). Ello sugiere que no son los factores geométricos utilizados por
nuestra metodologia los que ocasionan el alto error promedio encontrado en estos
aminodcidos, sino otros efectos ligados a la hidrofobia que pueden provocar
ordenaciones en regiones de la proteina donde estos aminodcidos se acumulan, que
evitan la interaccion con el disolvente y propician otras intramoleculares entre grupos

poco polares.
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Tabla 38. Comparacion del caréacter hidrofdbico, el error promedio y otros datos estadisticos en

aminoéacidos.

Aminoacido K-D™ H-W™® Error promedio SDgp SDgps SDec  R. medidos
ALA 1,8 -0,5 0,39 0,36 0,46 0,27 151
ARG -4,5 3,0 0,41 0,28 0,44 0,27 113
ASN -3,5 0,2 0,34 0,29 0,39 0,46 77
ASP 35 3,0 0,31 0,25 0,33 0,34 119
CYS 2,5 -1,0 0,54 0,35 0,60 0,33 35
GLN -35 0,2 0,34 0,28 0,37 0,33 111
GLU -35 3,0 0,40 0,34 0,45 0,29 149
GLY 0,4 0,0 0,37 0,34 0,52 0,56 118
HIS -3,2 -0,5 0,45 0,35 0,52 0,39 39

ILE 45 -1,8 0,59 0,39 0,63 0,19 124
LEU 38 -1,8 0,49 0,35 0,52 0,28 187
LYS -39 3,0 0,40 0,29 0,45 0,35 138
MET 1,9 -1,3 0,53 0,45 0,64 0,19 40
PHE 2,8 25 0,64 0,40 0,67 0,29 74
PRO -1,6 0,0 0,30 0,31 0,36 0,19 97
SER -0,8 0,3 0,42 0,32 0,46 0,34 128
THR -0,7 -0,4 0,49 0,39 0,54 0,26 113
TRP 0,9 34 0,47 0,33 0,47 0,42 19
TYR -1,3 -2,3 0,51 0,39 0,58 0,27 63
VAL 42 -15 0,64 0,41 0,68 0,20 140

TOTAL* 0,44 0,35 0,55 0,29 2153

* Calculado para los 2153 aminoacidos considerados, de forma individual.

En definitiva, el comportamiento en RMN de un aminoéacido hidréfobo puede

ser distinto en D,O si se encuentra en un entorno hidrofilico o hidrofébico. En contraste,

los aminoacidos hidrofilicos o intermedios muestran errores promedio y desviaciones

sobre éstos mas bajos;

pero ademas,

sus desviaciones estandar

sobre los

desplazamientos calculados y observados muestran magnitudes comparables. Conviene
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recordar en este punto que la definicion de dominios hidrofilicos e hidrofébicos en
regiones de una proteina 0 en su conjunto, es muy importante en relacion con

155,156

propiedades como su actividad antigénica, y existen programas basados en las

escalas de hidrofilia/hidrofobia desarrollados para su determinacion (por ejemplo,

155

“Hydropathy™).

Por otra parte, es légico que la glicina presente magnitudes de SDoys Y SDcarc

altas, ya que tiene dos protones sobre C, en posiciones muy distintas.

En la Figura 82 se presenta, en sucesivos intervalos de 0,1 ppm, el porcentaje de
aminoacidos cuyas diferencias entre los desplazamientos calculados y observados
(|8caic — Oobs|) Se encuentran en cada uno de esos intervalos. También podemos apreciar

el porcentaje de aminoécidos cuyo error es inferior al limite superior del intervalo.

Porcentaje

0,00-0,09 |pummm

o o L
S9N R 2o
- N Mg D o
o S AT?) I
P 200 59N ® 3 2o 6
92223292353 7882 a o
d‘\‘_m_qggoo'é‘_.'r,"—fqv—'ﬂkogc’mm
°CeococS5®88389%saTTH320 39
S s S 9N S : PR
oaﬁ‘_;c:;:-'-o_gggc';g‘T'N
H‘_f-hmooo
- S S
Intervalo de |8¢ac - Sops| AR RN PRI

‘l Porcentaje de aminoacidos B Acumulado ‘

Figura 82. Porcentaje de aminoacidos en cada intervalo de error cometido en el célculo.
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Al observar valores de [3caic — Sobs) MUy altos en aminoacidos concretos,

decidimos buscar otras posibles causas que lo explicaran, aceptando siempre que la

asignacion de desplazamientos descrita es correcta. Al comprobar estructura a

estructura, encontramos frecuentemente (Tabla 39) que la estructura asignada recoge la

presencia de al menos un segundo grupo fuertemente anisotropico cercano (un anillo

aromatico, amido, etc.), que puede ser la causa del desplazamiento anémalo.

Tabla 39. Ejemplos de protones con error elevado [8cac — Sons| Y grupos anisotrépicos mas cercanos.

. Residuo Dist. < .
Estr.  Residuo  |8caic — Sops| préximo A) Atomo Observaciones
IXNA ALA?21 0,73 TRP 33 2,487 N(-C=C)
GLU 67 2,697 O(=C)
FGF ALA 62 0,85
TYR69 5737 C (Ph)
FGF ALA 80 1,04 PHE 99 3,494 C (Ph)
HIS 150 4,186 -N= Algo por encima del plano
IXNA  ASP59 1,07
ARG 109 3,261 O(=C)
10LX GLN 172 1,41 TYR218 2937  C(phy  herpendicularaeseatomo
del plano
TRP 33 3,099 N(-C=C)  Algo por encima del plano
IXNA GLN 15 1,42
ARG 34 2,545 O(=C)
SER 99 3,305 OH
IXNA PRO 96 1,24
TYR136 4,395 C (Ph)
FGF PRO 148 1,14 LEU 27 2,500 O(=C)

Las siguientes imagenes visualizan algunos de estos casos:
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Figura 83. Proton en C,, del residuo de la glutamina 172 y carbono aromético de la tirosina 218
situado a una distancia de 2,937 A, en un fragmento de la estructura 1QLX.

Figura 84. Proton en C, de la glutamina 15, a una distancia de 3,099 A del nitrégeno arilico del
triptofano 33y a 2,545 A del oxigeno carbonilico de la arginina 34, en un fragmento de la
estructura 1XNA.
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En contraste, en residuos de aminoacidos con diferencias entre los

desplazamientos calculado y observado (|8caic — dobs|) pequefias no se suelen observar

grupos anisotropicos cercanos, como es el caso de los recogidos en la Tabla 40:

Tabla 40. Ejemplos de protones con pequefio error [Seac — Sobs| Y grupos anisotrépicos mas cercanos.

; Residuo . p ]
Estr.  Residuo  [8caic — Sobs| préximo Dist. (&)  Atomo Observaciones
IXNA ALA66 0,01 MET 94 3,093 O(=C)
PHE 141 3,250 C (Ph) Exactamente en el plano
1QLX  ASP 147 0,04
ILE 139 3,355 O(=C)
4,331 O(=C)
IXNA  ASP83 0,04 TYR 84 ]
5,131 C (Ph) Algo por encima del plano
FGF ASP 42 0,05 LEU 40 4,888 O(=C)
FGF ASP 154 0,10 GLU 101 5,332 C(00)
1QLX ASN 159 0,05 MET 213 4,076 S
1QLX GLN 227 0,10 TYR226 5070  C(ph) O3 perpendicular aese
atomo del plano
FGF GLN 91 0,03 TYR 78 5,179 C (Ph) Algo por encima del plano
1TOW  GLN?2 0,09 TRP23 5008  C(Ph)  CAsiperpendicularaese
atomo del plano
1TOW GLN 6 0,10 ARG 5 3,982 —NH-
Casi perpendicular a ese
TYR 136 4,534 C (Ph .
IXNA PRO135 0,05 P atomo del plano
GLU 140 2,220 O(=C)
PHE 142 5,322 C (Ph)
1IXNA PRO 141 0,06 GLU 40 2,463 (C=0)0"
LYS 37 3,033 O(=C)
FGF PRO 25 0,01 LEU 58 2,476 O(=C)
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En ella, por ejemplo, en la asparagina 159 de la estructura 1QLX el Gnico grupo
anisotrépico medianamente cercano es un atomo de azufre de la metionina 213 a 4,076
A, ¥ [8caic — Sobs| = 0,05 ppm (Figura 85).

Figura 85. Protdn en C, de la asparagina 159 en la estructura 1QLX, con un a&tomo
de azufre como Gnico grupo anisotrépico en su proximidad, a 4,076 A.

La alanina 66 de la estructura 1XNA, con |8¢aic — dobs| = 0,01 ppm, muestra como
grupo con posible influencia méas cercano un oxigeno carbonilico de la metionina 94 a
3,093 A. En contraste, el proton o de esta alanina 66 esta a 2,514 A del oxigeno
carbonilico de su propio residuo y a 2,323 A del inmediatamente anterior (con el que

forma el diedro virtual o). En la Figura 86 se muestra otro ejemplo, la glutamina 2 de la
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estructura 1TOW, en la que Unicamente encontramos un carbono aromatico del

triptéfano 23, y a una distancia de 5,098 A.

\

Figura 86. Proton en C, de la glutamina 2 en la estructura 1TOW, que presenta como
grupo anisotropico mas cercano el anillo bencénico del triptofano 23, a 5,098 A.

Como conclusion, asumiendo la existencia prevalente de la estructura
Zanti alternada para las carboxamidas, hemos evaluado en los disolventes CDCl;, DMSO-ds
y D,0 el desapantallamiento magnético generado por la funcion amida sobre los &tomos
de hidrogeno NCO-CH,, que por ejemplo para CDCl; son ¢'an = 0,76 + 0,02 ppm y
G'gauche = 1,22 £ 0,09 ppm. Se ha encontrado también que hay una dependencia
significativa y sistematica entre el desapantallamiento quimico experimental y dos
parametros geométricos, el angulo de torsion y y la distancia entre el protén
considerado y el &tomo de oxigeno, que se puede cuantificar mateméaticamente mediante
la expresion optimizada o'y = ¢ + e cos’[(y—10)/2]/d". Por Gltimo, esta ecuacion, junto
con la [11] desarrollada en el capitulo 3.2, permite la elaboracién de otras que

posibilitan el calculo del desplazamiento quimico de los protones -CO-NH-CRH-CO-
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NH-. Asi, para D,O la ecuacién tomaria la expresion dcac = 2,71 + or + 2,16 cos*(a—
35)/d + 0,74 cos’[(y—10)/2]/d’, en la que or es un pardmetro propio de cada aminoacido
y del disolvente. Esta ecuacion se ha aplicado a 2153 aminoéacidos de 13 proteinas de
estructura determinada previamente mediante RMN, encontrandose un error promedio,
2(|80bs — Ocarc|)/n, de 0,44 ppm, y una desviacion estandar sobre el error promedio (SDgp)
de 0,35 ppm. Significativamente estos parametros, error promedio y su desviacién

estandar, son mayores en los aminoacidos hidrofobicos que en los hidrofilicos.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Métodos generales.

Evaporacion de disolventes.

La evaporacién de disolventes se efectué en un rotavapor a temperaturas
inferiores a 50 °C, a presiones estimadas entre 15 y 30 mm de mercurio.

Cromatografia en capa fina.

Esta técnica se utilizd con caréacter analitico cualitativo, empleando placas
Polygram Sil G/UV24 suministradas por la casa Aldrich. Como reveladores se
utilizaron luz ultravioleta de longitudes de onda 254 y 360 nm, vapores de yodo,
permanganato potasico al 1 % en agua y pulverizacion con acido sulfarico-agua 1:1.
Los eluyentes empleados fueron acetato de etilo-éter de petroleo 1:1, 2.1y 3:1, y
diclorometano-éter de petrdleo 1:1.

Espectros de resonancia magnética nuclear.

Se registraron en los espectrometros Bruker AC 200 E (200 MHz para *H y 50
MHz para *C) y AM 400 (400 MHz para *H y 100 MHz para *3C), a concentraciones
de 5 mg/0,5 mL (*H) y 30 mg/0,5 mL (*3C) en los disolventes perdeuterados CDCls,
DMSO-ds y D20 (99,9 % D). Los valores de desplazamiento quimico estan referidos a
las siguientes referencias: tetrametilsilano (SiMes, TMS, 6 = 0,00 ppm) en espectros de
'H-RMN en CDCls, y la sefial residual del propio CDCl; en **C-RMN (& = 77,0 ppm);
DMSO-ds tanto en espectros realizados en *H-RMN (8 = 2,50 ppm) como en *C-RMN
(6 = 39,7 ppm) en este mismo disolvente; por Gltimo, en D,0, al HDO residual (8 =

4,79 ppm) en *H-RMN, y a dioxano (8 = 67,8 ppm) en *C-RMN. El aspecto y la
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multiplicidad de las sefiales de RMN de protones se indican mediante las abreviaturas
siguientes: s, singlete; sa, singlete ancho; d, doblete; dd, doble doblete; t, triplete; dt,
doble triplete; c, cuadruplete; g, quintuplete; m, multiplete. La interpretacion de los
espectros se facilito empleando las siguientes experiencias:

a) Desacoplamiento selectivo de protones.
b) Intercambio isotdpico con o0xido de deuterio.
c) Correlacion homo- y heteronuclear.

d) DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer).

Calculos teoricos.

Los célculos semiempiricos, DFT y ab initio se realizaron por medio de los
programas GAUSSIAN 94" y GAUSSIAN 98™® en las estaciones de trabajo IBM
RS/6000 y en el Beowulf Cluster de nuestro departamento. Este ultimo esta compuesto

por 15 ordenadores PC equipados con procesadores AMD a 1 GHz. Los puntos

17 M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, P. M. W. Gill, B. G. Johnson, M. A. Robb, J. R.
Cheeseman, T. Keith, G. A. Petersson, J. A. Montgomery, K. Raghavachari, M. A. Al-Laham, V. G.
Zakrzewski, J. V. Ortiz, J. B. Foresman, J. Cioslowski, B. B. Stefanov, A. Nanayakkara, M.
Challacombe, C. Y. Peng, P. Y. Ayala, W. Chen, M. W. Wong, J. L. Andres, E. S. Replogle, R.
Gomperts, R. L. Martin, D. J. Fox, J. S. Binkley, D. J. Defrees, J. Baker, J. P. Stewart, M. Head-Gordon,
C. Gonzalez y J. A. Pople, Gaussian 94, revision D.1; Gaussian, Inc.: Pittsburgh, 1995.

158 M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. W. Schlegel, G. E. Scuseria, M. A. Robb, J. R. Cheeseman, V. G.
Zakrzewski, J. A. Montgomery, Jr., R. E. Stratmann, J. C. Burant, S. Dapprich, J. M. Millam, A. D.
Daniels, K. N. Kudin, M. C. Strain, O. Farkas, J. Tomasi, V. Barone, M. Cossi, R. Cammi, B. Mennucci,
C. Pomelli, C. Adamo, S. Clifford, J. Ochterski, G. A. Petersson, P. Y. Ayala, Q. Cui, K. Morokuma, D.
K. Malick, A. D. Rabuck, K. Raghavachari, J. B. Foresman, J. Cioslowski, J. V. Ortiz, A. G. Baboul, B.
B. Stefanov, G. Liu, A. Liashenko, P. Piskorz, I. Komaromi, R. Gomperts, R. L. Martin, D. J. Fox, T.
Keith, M. A. Al-Laham, C. Y. Peng, A. Nanayakkara, M. Challacombe, P. M. W. Gill, B. Johnson, W.
Chen, M. W. Wong, J. L. Andres, C. Gonzalez, M. Head-Gordon, E. S. Replogle y J. A. Pople, Gaussian,
Inc.: Pittsburgh, 1998.

190



MENU SALIR

4. PARTE EXPERIMENTAL

estacionarios se caracterizaron mediante calculos de frecuencias para verificar que los
minimos energéticos y los puntos de silla tenian cero y una frecuencias imaginarias,
respectivamente. Se calcularon las energias vibracionales del punto cero (ZPE) y se
escalaron segun los correspondientes niveles de teoria, B3LYP/6-31G* (0,9806), HF/6-
31G** (0,9181), MP2/6-31G* (0,9670) y MP2/6-31+G** (sin escalar).**® Los efectos
del disolvente se evaluaron mediante calculos DFT segun la teoria del campo de

reaccion autoconsistente (self-consistent reaction field, SCRF) de Onsager.”

19 A P. Scott y L. Radom, J. Phys. Chem. 1996, 100, 16502-16513.

191



MENU SALIR

4.2. Productos de partida

4.2. Productos de partida.

4.2.1. Amidas comerciales utilizadas en esta Tesis.

N-Metilacetamida 2 (Aldrich).
N-Etilacetamida 7 (Aldrich).
N-Metilformamida 21 (Aldrich).
2-Pirrolidona 29 (Aldrich).
d-Valerolactama 30 (Acros).

N-Metilpropionamida 31 (Aldrich).

4.2.2. Reactivos y disolventes.

192

Metilamina (Fluka).
Etilamina (Aldrich).
Isopropilamina (Acros).
1-Metilbencilamina (Aldrich).
Bencilamina (Merck).
Difenilmetilamina (Aldrich).
Propilamina (Carlo Erba).
1-Metilpropilamina (Aldrich).
Anhidrido acético (Panreac).

Acido formico (Probus).
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e Cloruro de propionilo (Acros).

e Cloruro de isobutirilo (Acros).

e Acido 2-fenilpropi6nico (Acros).
e Cloruro de tionilo (Aldrich).

e Diclorometano (Panreac).
 Acido clorhidrico (Panreac).

e Bicarbonato sodico (Scharlau).

e Sulfato sddico (Scharlau).

e FEter etilico (Scharlau).

e Etanol 96 % (Scharlau).
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4.3. Procedimientos sintéticos.

Las acetamidas 2 y 7, la formamida 21, las amidas ciclicas 29 y 30 y la
propionamida 31 se obtuvieron de distribuidores comerciales, sin que fuera necesaria su
purificacion previa. Las gluconamidas 12-20 se obtuvieron seglin se describe en la
referencia 83.

Las acetamidas 9-11 se sintetizaron segun el siguiente procedimiento:

Procedimiento General (A). A una disolucion de la amina correspondiente (0,1
mol) en diclorometano (25 mL) a 0 °C se afiadi6 anhidrido acético (0,05 mol) gota a
gota y se agitd durante 24 horas. Pasado este tiempo, se lavd con agua, y de ésta se
extrajo con diclorometano. Reunidas las fracciones organicas, se secaron con sulfato

sodico y se evaporaron a sequedad.

Las formamidas 22-28 se prepararon siguiendo el siguiente procedimiento,

basado en el descrito para 23:"

Procedimiento General (B). Sobre la amina correspondiente (0,25 mol),
mantenida a 0 °C, se afiadié gota a gota una cantidad equimolar de acido férmico.
Seguidamente, se sometio la mezcla de reaccién a reflujo durante 6 horas.

Las propionamidas 32 y 33, isobutiramidas 34-36 y 2-fenilpropionamidas 37-39
se obtuvieron segun el siguiente procedimiento, basado en el descrito para la N-
metilisobutiramida (34):"

Procedimiento General (C). Sobre la amina correspondiente (0,25 mol),

mantenida a 0 °C, se afiadié gota a gota una cantidad equimolar del cloruro de acilo
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necesario en cada caso. Seguidamente, la mezcla de reaccion se sometio a reflujo
durante 6 horas, tras lo cual se disolvio en diclorometano y se lavé con cido clorhidrico
1 M, disolucién saturada de bicarbonato soédico y agua, y se extrajeron estas fracciones
de nuevo con diclorometano. Reunidas las fracciones organicas, se secaron con sulfato

sodico y se evaporaron a sequedad.

N-Metilacetamida (2): fue adquirida de distribuidores comerciales. *H-RMN.
CDCls (97,0 % Z, 3,0 % E): & (ppm) 6,07 (sa, 1H, NH, Z 'y E), 2,90 (d, 3H, NCHs, E),
2,80 (d, 3H, NCHs, Z), 2,03 (s, 3H, COCHs, E), 1,99 (s, 3H, COCHs, Z). DMSO-dg
(99,1 % Z, 0,9 % E): & (ppm) 7,76 (sa, 1H, NH, Z 'y E), 2,54 (d, 3H, NCH3, Z), 2,51 (d,
3H, NCH3, E), 1,82 (s, 3H, COCHg, E), 1,78 (s, 3H, COCHs, Z). D,O (98,3 % Z, 1,7 %
E): & (ppm) 2,86 (d, 3H, NCHg, E), 2,71 (d, 3H, NCHs, Z), 2,04 (s, 3H, COCHs, E),
1,98 (s, 3H, COCHs, Z). *C-RMN (isémero Z). CDCls: 8 (ppm) 171,12 (CO), 25,99
(NCH3), 22,61 (COCH3). DMSO-dg: & (ppm) 169,74 (CO), 25,64 (NCHs), 22,64
(COCHs). D,0: & (ppm) 175,82 (CO), 27,07 (NCHs), 22,83 (COCHs).

N-Etilacetamida (7): fue adquirida de distribuidores comerciales. *H-RMN.
CDCls: & (ppm) 5,54 (sa, 1H, NH), 3,28 (q, 2H, CH,), 1,97 (s, 3H, COCH3), 1,14 (t, 3H,
CH,CHs). DMSO-dg: & (ppm) 7,75 (sa, 1H, NH), 2,96 (g, 2H, CH,), 1,71 (s, 3H,
COCHs), 0,93 (t, 3H, CH,CHs). D;O: & (ppm) 3,17 (c, 2H, CH,), 1,96 (s, 3H, COCHj),
1,10 (t, 3H, CH,CHs). ®*C-RMN. CDCls: & (ppm) 170,08 (CO), 34,23 (CH,), 23,01
(COCHs), 14,55 (CH,CHs). DMSO-dg: & (ppm) 168,97 (CO), 33,50 (CH,), 22,80
(COCHs), 14,94 (CH,CHg). D,O: & (ppm) 174,92 (CO), 35,71 (CHy), 23,03 (COCHj3),
14,60 (CH,CHy).

N-Isopropilacetamida (8): " sobre N-isopropilamina (25 mL, 0,30 mol) se
afiadio anhidrido acético (15 mL, 0,16 mol) gota a gota y se agitd durante 24 horas.
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Transcurrido este tiempo, se evaporo la amina no reaccionada, y el aceite resultante se
evapord a presion reducida. El destilado se disolvié en diclorometano (100 mL), se lavo
con agua y la capa acuosa con diclorometano (50 mL). Reunidas las fracciones
organicas, se secaron con sulfato sédico y se evaporaron a sequedad, obteniéndose el
compuesto 8 como liquido viscoso. P.eb. 92 °C a 7 mm (descrito® 86,5-87,0 °C a 4
mm). *H-RMN. CDCls: & (ppm) 5,36 (sa, 1H, NH), 4,06 (m, 1H, CH), 1,95 (s, 3H,
COCHj), 1,14 (d, 6H, CH(CHs),). DMSO-dg: & (ppm) 7,69 (sa, 1H, NH), 3,78 (m, 1H,
CH), 1,75 (s, 3H, COCHs), 1,02 (d, 6H, CH(CHa),). D;O: & (ppm) 3,87 (g, 1H, CH),
1,93 (s, 3H, COCHs), 1,11 (d, 6H, CH(CHs),). *C-RMN. CDCls: & (ppm) 169,44
(CO), 41,28 (CH), 23,25 (COCHjs), 22,55 (CH(CHs);). DMSO-ds: & (ppm) 168,30
(CO), 40,31 (CH), 22,91 (COCHa), 22,62 (CH(CHs),). D,O: & (ppm) 174,04 (CO),
42,93 (CH), 23,19 (COCHj3), 22,57 (CH(CHa),).

N-(1-Metilbencil)acetamida (9): a partir de 1-metilbencilamina se aplic6 el
Procedimiento General (A) y cristaliz6 el compuesto 9 en éter de petréleo. P.f. 75,5-76
°C (descrito®® 75 °C). *H-RMN. CDCls: & (ppm) 7,40-7,29 (m, 5H, Ar), 5,80 (sa, 1H,
NH), 5,17 (g, 1H, CH), 2,02 (s, 3H, COCHs), 1,53 (d, 3H, CHCHs3). DMSO-dg: & (ppm)
8,29 (d, 1H, NH), 7,33-7,19 (m, 5H, Ar), 4,89 (g, 1H, CH), 1,83 (s, 3H, COCHj), 1,32
(d, 3H, CHCHz). D,O: & (ppm) 7,32-7,19 (m, 5H, Ar), 4,78 (c, 1H, CH), 1,89 (s, 3H,
COCHs), 1,32 (d, 3H, CHCHs). *C-RMN. CDCls: § (ppm) 169,16 (CO), 143,19,
128,50, 127,19, 126,08 (aromaticos), 48,64 (CH), 23,23 (COCHs), 21,67 (CHCHs).
DMSO-dg: & (ppm) 168,44 (CO), 145,03, 128,43, 126,75, 126,17 (arométicos), 47,94
(CH), 22,88 (CHCH3), 22,72 (COCHs). D,O: & (ppm) 174,38 (CO), 144,84, 130,07,
128,60, 126,98 (Ar), 50,68 (CH), 23,05 (COCHs), 22,66 (CHCHs).

180 £ Nerdel, H. Goetz y M. Fenske, Ann. 1963, 665, 21-34; C. A. 1963, 59, 12612d.
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N-Bencilacetamida (10): a partir de bencilamina se aplic el Procedimiento
General (A) y cristalizé el compuesto 10 en éter etilico. P.f. 61-62 °C (descrito'®* 61
°C). 'H-RMN. CDCls: & (ppm) 7,36-7,26 (m, 5H, Ar), 5,77 (sa, 1H, NH), 4,43 (d, 2H,
CH,), 2,03 (s, 3H, COCHj3). DMSO-dg: & (ppm) 8,34 (sa, 1H, NH), 7,33-7,23 (m, 5H,
Ar), 4,24 (d, 2H, CH,), 1,86 (s, 3H, COCHj). D,0: & (ppm) 7,40-7,29 (m, 5H, Ar), 4,34
(s, 2H, CHy), 2,01 (s, 3H, COCH3). *C-RMN. CDCls: & (ppm) 170,00 (CO), 138,20,
128,59, 127,72, 127,38 (aromaticos), 43,58 (CHy), 23,09 (COCH3;). DMSO-ds: & (ppm)
139,82, 128,49, 127,47, 126,94 (aromaticos), 42,32 (CH,), 22,77 (COCHs). D,O: &
(ppm) 175,21 (CO), 139,10, 130,00, 128,68, 128,43 (aromaticos), 44,28 (CH,), 23,05
(COCHj).

N-Difenilmetilacetamida (11): a partir de difenilmetilamina se aplico el
Procedimiento General (A) y cristalizo el compuesto 11 en etanol 96 %. P.f. 145-146 °C
(descrito'®? 146-147 °C). *H-RMN. CDCls: & (ppm) 7,35-7,22 (m, 10 H, Ar), 6,25 (d,
1H, CH), 6,04 (d, 1H, NH), 2,07 (s, 3H, COCHj;). DMSO-ds: & (ppm) 8,78 (d, 1H, NH),
7,34-7,22 (m, 10 H, Ar), 6,11 (d, 1H, CH), 1,93 (s, 3H, COCHgs). D,0: & (ppm) 7,41-
7,36 (m, 10 H, Ar), 6,09 (s, 1H, CH), 2,12 (s, 3H, COCHs). *C-RMN. CDCls: § (ppm)
169,12 (CO), 141,48, 128,57, 127,37 (aromaticos), 56,90 (CH), 23,20 (COCHy).
DMSO-ds: 8 (ppm) 168,66 (CO), 142,83, 128,52, 127,45, 127,06 (aromaticos), 56,04
(CH), 22,79 COCHy3).

2,3,4,5,6-Penta-O-acetil-N-metil-D-gluconamida (12): se obtuvo como se
indica en la referencia 83. "H-RMN. CDCls: & (ppm) 6,26 (m, 1H, NH), 5,66 (t, 1H, H-
3), 5,46 (dd, 1H, H-4), 5,31 (d, 1H, H-2), 5,06 (m, 1H, H-5), 4,32 (dd, 1H, H-6), 4,12

81 B, S. Furniss, A. J. Hannaford, P. W. G. Smith y A. R. Tatchell, Vogel’s Textbook of Practical
Organic Chemistry, 5™ ed.; Longman Scientific & Technical: Essex, 1989.

182 Dictionary of Organic Compounds, 4" ed.; Eyre & Spottiswoode, E. & F. N. Spon.: Londres, 1965.
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(dd, 1H, H-6"), 2,82 (d, 3H, NCH3), 2,20 (s, 3H, OAc), 2,09 (s, 3H, OAc), 2,08 (s, 3H,
OAC), 2,07 (s, 3H, OAC), 2,06 (s, 3H, OAc). *C-RMN. CDCls: & (ppm) 170,6 (CO,
OAc), 169,8 (CO, OAc), 169,8 (CO, OAc), 169,6 (CO, OAc), 169,2 (CO, OAc), 166,6
(NCO), 71,4 (C-2), 69,2 (C-4), 69,0 (C-3), 68,6 (C-5), 61,5 (C-6), 26,1 (NCHj3), 20,7
(OAc), 20,6 (OAC).

2,3,4,5,6-Penta-O-acetil-N-etil-D-gluconamida (13): se obtuvo como se indica
en la referencia 83. *H-RMN. CDCls: & (ppm) 6,19 (t, 1H, NH), 5,68 (t, 1H, H-3), 5,45
(dd, 1H, H-4), 5,30 (d, 1H, H-2), 5,04 (m, 1H, H-5), 4,32 (dd, 1H, H-6), 4,13 (dd, 1H,
H-6'), 3,29 (m, 2H, NCH,), 2,21 (s, 3H, OAc), 2,12 (s, 3H, OAc), 2,10 (s, 3H, OAc),
2,06 (s, 3H, OAc), 2,05 (s, 3H, OAc), 1,13 (t, 3H, CH3). *C-RMN. CDCls: & (ppm)
170,5 (CO, OAc), 169,8 (2C, CO, OAc), 169,6 (CO, OAc), 169,1 (CO, OAc), 165,8
(NCO), 71,6 (C-2), 69,2 (C-4), 68,9 (C-3), 68,6 (C-5), 61,4 (C-6), 34,3 (NCH,), 20,7
(OAc), 20,6 (OAC), 20,3 (OAC), 14,5 (CHa).

2,3,4,5,6-Penta-O-acetil-N-isopropil-D-gluconamida (14): se obtuvo como se
indica en la referencia 83. 'H-RMN. CDCls: & (ppm) 5,97 (d, 1H, NH), 5,69 (t, 1H, H-
3), 5,44 (dd, 1H, H-4), 5,26 (d, 1H, H-2), 5,03 (m, 1H, H-5), 4,32 (dd, 1H, H-6), 4,13
(dd, 1H, H-6"), 4,05 (m, 1H, NCH), 2,21 (s, 3H, OAc), 2,11 (s, 3H, OAc), 2,10 (s, 3H,
OAC), 2,06 (s, 3H, OAc), 2,05 (s, 3H, OAc), 1,15 (d, 6H, CHs). **C-RMN. CDCls: &
(ppm) 170,5 (CO, OAC), 169,7 (2C, CO, OAc), 169,5 (CO, OAc), 169,0 (CO, OAc),
164,9 (NCO), 71,7 (C-2), 69,2 (C-4), 68,9 (C-3), 68,6 (C-5), 61,3 (C-6), 41,4 (NCH),
22,3 (CH3), 22,2 (CH3), 20,6 (OAC), 20,5 (OAC), 20,3 (OAC).

2,3,4,5,6-Penta-O-acetil-N-propil-D-gluconamida (15): se obtuvo como se
indica en la referencia 83. *H-RMN. CDCls: & (ppm) 6,42 (t, 1H, NH), 5,69 (t, 1H, H-
3), 5,46 (dd, 1H, H-4), 5,30 (d, 1H, H-2), 5,09 (m, 1H, H-5), 4,32 (dd, 1H, H-6), 4,13
(dd, 1H, H-6"), 3,23 (m, 2H, NCH,), 2,21 (s, 3H, OAc), 2,11 (s, 3H, OAc), 2,10 (s, 3H,
OAc), 2,06 (s, 3H, OAc), 2,05 (s, 3H, OAc), 1,51 (q, 2H, CH,CHj3), 0,91 (t, 3H, CHs).
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BBC.RMN. CDCls: & (ppm) 170,3 (CO, OAc), 169,6 (CO, OAc), 169,5 (CO, OAC),
169,4 (CO, OAC), 168,9 (CO, OAC), 165,7 (NCO), 71,5 (C-2), 69,1 (C-4), 68,8 (C-3),
68,4 (C-5), 61,2 (C-6), 40,8 (NCHS,), 20,4 (CH,CHs), 20,4 (OAC), 10,9 (CHs).

2,3,4,5,6-Penta-O-acetil-N-ciclohexil-D-gluconamida (16): se obtuvo como se
indica en la referencia 83. 'H-RMN. CDCls: & (ppm) 5,98 (d, 1H, NH), 5,69 (t, 1H, H-
3), 5,44 (dd, 1H, H-4), 5,27 (d, 1H, H-2), 5,04 (m, 1H, H-5), 4,32 (dd, 1H, H-6), 4,13
(dd, 1H, H-6"), 3,75 (m, 1H, NCH), 2,21 (s, 3H, OAc), 2,11 (s, 3H, OAc), 2,10 (s, 3H,
OAcC), 2,06 (s, 3H, OAc), 2,05 (s, 3H, OAc), 1,90-1,10 (m, 10H, ciclohexilo). **C-
RMN. CDCls: & (ppm) 170,5 (CO, OAc), 169,8 (2C, CO, OAc), 169,6 (CO, OAc),
169,1 (CO, OACc), 164,9 (NCO), 71,8 (C-2), 69,3 (C-4), 69,0 (C-3), 68,5 (C-5), 61,3 (C-
6), 48,2 (NCH), 32,8, 32,6, 25,3, 24,6 (2C), 20,7 (OAc), 20,6 (OAc), 20,3 (OAC).

N-Metil-D-gluconamida (17): se obtuvo como se indica en la referencia 83. *H-
RMN. DMSO-dg: & (ppm) 7,67 (m, 1H, NH), 4,62-3,36 (m, 11H), 2,61 (d, 3H, CHs).
BC-RMN. DMSO-dg: & (ppm) 173,2 (C-1), 73,8, 72,5, 71,6, 70,3, 63,5 (C-6), 25,6
(CHy).

N-Etil-D-gluconamida (18): se obtuvo como se indica en la referencia 83. *H-
RMN. DMSO-ds: & (ppm) 7,67 (t, 1H, NH), 5,40-3,36 (m, 11H), 3,13 (m, 2H, CH,),
1,02 (t, 3H, CH3). *C-RMN. DMSO-dg: & (ppm) 172,4 (C-1), 73,7, 72,5, 71,6, 70,2,
63,5 (C-6), 33,2 (CH,), 15,0 (CHsy).

N-Isopropil-D-gluconamida (19) : se obtuvo como se indica en la referencia
83. 'H-RMN. DMSO-dg: & (ppm) 7,33 (d, 1H, NH), 5,37-3,37 (m, 11H), 3,89 (m, 1H,
NCH), 1,07 (d, 6H, CHs), 0,84 (t, 3H, CHs). *C-RMN. DMSO-dg: & (ppm) 171,6 (C-1),
73,6, 72,5, 71,6, 70,2, 63,5 (C-6), 40,3 (NCH), 22,4 (2C, CHs).

N-Propil-D-gluconamida (20): se obtuvo como se indica en la referencia 83.
'H-RMN. DMSO-dg: & (ppm) 7,66 (t, 1H, NH), 5,43-3,38 (m, 11H), 3,05 (g, 2H,
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NCH,), 1,43 (g, 2H, CH,CHs), 0,84 (t, 3H, CHs). ®C-RMN. DMSO-dg: & (ppm) 172,7
(C-1), 73,9, 72,7, 71,7, 70,3, 63,6 (C-6), 39,9 (NCH}), 22,3 (CH,CHs), 11,6 (CHa).

N-Metilformamida (21): fue adquirida de distribuidores comerciales. *H-RMN.
CDCl; (88,5 % Z, 11,5 % E): & (ppm) 8,19 (s, 1H, HCO, 2), 8,04 (d, 1H, HCO, E), 5,83
(sa, 1H, NH, Z y E), 2,94 (d, 3 H, CHg, E), 2,86 (d, 3H, CH3, Z). DMSO-ds (93,4 % Z,
6,6 % E): & (ppm) 8,00 (s, 1H, HCO, Z), 7,90 (d, 1H, HCO, E), 7,89 (sa, 1H, NH, Z y
E), 2,71 (d, 3H, CHs, E), 2,58 (d, 3H, CHs, Z). D,O (90,8 % Z, 9,2 % E): & (ppm) 8,01
(s, 1H, HCO, Z), 7,92 (s, 1H, HCO, E), 2,87 (s, 3H, CHs, E), 2,74 (s, 3H, CHs, Z). **C-
RMN. CDCls: & (ppm) 165,36 (CO, E), 162,20 (CO, Z), 27,86 (CHs, E), 24,53 (CHs,
Z). DMSO-d: & (ppm) 165,38 (CO, E), 161,91 (CO, Z), 27,62 (CHs, E), 24,31 (CHs, Z).
D,0: & (ppm) 165,41 (CO, E), 162,30 (CO, Z), 25,44 (CHs, E), 21,84 (CHs, 2).

N-Etilformamida (22): a partir de etilamina se aplico el Procedimiento General
(B). La mezcla de reaccion resultante se disolvio en diclorometano y se lavd con &cido
clorhidrico 1 M, disolucién saturada de bicarbonato sodico y agua, y se extrajeron estas
fracciones de nuevo con diclorometano. Reunidas las fracciones organicas, se secaron
con sulfato sddico y se evaporaron a sequedad, obteniéndose el compuesto 22 como
liquido viscoso. P.eb. 197-199 °C (descrito™®® 198 °C). *H-RMN. CDCl; (79,6 % Z, 20,4
% E): & (ppm) 8,15 (s, 1H, HCO, 2), 8,06 (s, 1H, HCO, E), 6,08 (sa, 1H, NH, E), 5,64
(sa, 1H, NH, 2), 3,36 (g, 2H, CH., 2), 3,29 (g, 2H, CH,, E), 1,24 (t, 3H, CHs, E), 1,18
(t, 3H, CH3, Z). DMSO-ds (89,6 % Z, 10,4 % E): & (ppm) 8,15 (s, 1H, HCO, E), 7,96 (s,
1H, HCO, 2), 3,35 (sa, 1H, NH, Z y E), 3,09 (q, 2H, CH,, Zy E), 1,04 (t, 3H, CHjs, E),
1,02 (t, 3H, CHs, Z). D,O (87,8 % Z, 12,2 % E): § (ppm) 8,27 (s, 1H, HCO, E), 8,00 (s,
1H, HCO, Z), 3,29 (c, 2H, CH,, Z), 3,26 (c, 2H, CH,, E), 1,16 (t, 3H, CHs E), 1,14 (t,

183 M. Liler, J. Chem. Soc. B: Phys. Org. 1971, 334-338.
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3H, CH; 2). ®C-RMN. CDCls: & (ppm) 164,87 (CO, E), 161,47 (CO, Z), 36,75 (CH.,
E), 32,97 (CHj, 2), 16,53 (CH3, E), 14,47 (CHs, Z). DMSO-ds: 5 (ppm) 164,47 (CO, E),
161,02 (CO, Z), 35,95 (CHy, E), 32,20 (CH,, Z), 17,09 (CH3, E), 14,86 (CHs, Z). D;0: &
(ppm) 168,37 (CO, E), 165,20 (CO, Z), 38,38 (CH,, E), 34,38 (CH,, Z), 16,69 (CHs, E),
14,74 (CHs, 2).

N-Isopropilformamida (23): a partir de isopropilamina se aplicé el
Procedimiento General (B). La mezcla de reaccion resultante se destilo a presion
reducida y se recogid la fraccidn entre 53 y 61 °C, que se disolvid en diclorometano y se
lavé con agua, extrayendo de nuevo la capa acuosa con diclorometano. Reunidas las
fracciones organicas, se secaron con sulfato sédico y se evaporaron a sequedad,
obteniéndose el compuesto 23 como liquido viscoso. P.eb. 78 °C a 7 mm (descrito’®
70,0 °C a 1,5 mm). *H-RMN. CDCls (77,9 % Z, 22,1 % E): & (ppm) 8,12 (d, 1H, HCO,
E), 8,09 (s, 1H, HCO, 2), 6,01 (sa, 1H, NH, E), 5,59 (sa, 1H, NH, E), 4,18 (m, 1H, CH,
Z), 3,71 (m, 1H, CH, E), 1,25 (d, 6H, CH(CHs),, E), 1,19 (d, 6H, CH(CHs)2, 2).
DMSO-ds (87,1 % Z, 12,9 % E): & (ppm) 7,98 (d, 1H, HCO, E), 7,90 (s, 1H, NH, E),
7,89 (s, 1H, HCO, Z), 7,75 (sa, 1H, NH, Z), 3,88 (m, 1H, CH, Z), 3,59 (m, 1H, CH, E),
1,09 (d, 6H, CH(CHs)», E), 1,05 (d, 6H, CH(CH3), Z). D,O (82,4 % Z, 17,6 % E): &
(ppm) 7,99 (s, 1H, HCO, E), 7,89 (s, 1H, HCO, Z), 3,96 (m, 1H, CH, Z), 3,71 (m, 1H,
CH, E), 1,17 (d, 6H, CH(CHa),, E), 1,13 (d, 6H, CH(CHs),, Z). **C-RMN. CDCl5: &
(ppm) 163,84 (CO, E), 160,65 (CO, Z), 44,30 (CH, E), 40,21 (CH, Z), 24,04
(CH(CHs),, E), 22,46 (CH(CHs3)2, Z). DMSO-ds: & (ppm) 163,51 (CO, E), 160,22 (CO,
Z), 43,39 (CH, E), 39,48 (CH, Z), 24,20 (CH(CHj3)2, E), 22,52 (CH(CHj3), Z). D,0O: &
(ppm) 167,43 (CO, E), 164,29 (CO, Z), 46,27 (CH, E), 41,85 (CH, Z), 23,9 (CH(CH3)»,
E), 22,63 (CH(CHs),, 2).

N-(1-Metilbencil)formamida (24): a partir de 1-metilbencilamina se aplicé el

Procedimiento General (B). La mezcla de reaccion resultante se evapord a presion
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reducida hasta obtener un residuo que se disolvio en éter etilico, cristalizando el
compuesto 24. P.f. 46 °C. *H-RMN. CDCl; (81,2 % Z, 18,8 % E): & (ppm) 8,18 (s, 1H,
HCO, 2), 8,17 (d, 1H, HCO, E), 7,39-7,26 (m, 5H, Ar, Z y E), 5,79 (sa, 1H, NH, Z y E),
5,23 (g, 1H, CH, 2), 4,71 (q, 1H, CH, E), 1,57 (d, 3H, CHs, E), 1,53 (d, 3H, CH3, 2).
DMSO-ds (86,6 % Z, 13,4 % E): & (ppm) 8,54 (d, 1H, NH, Z y E), 8,09 (d, 1H, HCO,
E), 8,02 (s, 1H, HCO, Z), 7,36-7,21 (m, 5H, Ar, Z 'y E), 4,98 (g, 1H, CH, Z), 4,69 (q,
1H, CH, E), 1,40 (d, 3H, CHs, E), 1,35 (d, 3H, CHs, Z). D,0 (88,3 % Z, 11,7 % E): &
(ppm) 8,08 (s, 1H, HCO, E), 8,02 (s, 1H, HCO, Z), 7,42-7,30 (m, 5H, Ar, Z y E), 4,97
(c, 1H, CH, 2), 4,79 (c, 1H, CH, E), 1,51 (d, 3H, CHs, E), 1,44 (d, 3H, CHs, Z). **C-
RMN. CDClg: & (ppm) 164,23 (CO, E), 160,47 (CO, Z), 142,82 (E), 142,70 (Z), 128,75
(E), 128,53 (Z), 127,56 (E), 127,26 (Z), 125,99 (Z), 125,65 (E) (aromaticos), 51,68 (CH,
E), 47,43 (CH, Z), 23,40 (CHs, E), 21,74 (CHs, Z). DMSO-ds: & (ppm) 160,28 (CO, 2),
144,37 (Z), 128,66 (E), 128,54 (2), 127,14 (E), 126,97 (Z), 126,17 (Z), 126,09 (E)
(aromaticos), 50,98 (CH, E), 46,76 (CH, Z), 23,65 (CHs, E), 22,67 (CHs, Z). D;O: &
(ppm) 168,17 (CO, E), 164,51 (CO, Z), 144,46 (E), 144,29 (Z), 130,19 (E), 130,13 (2),
128,96 (E), 128,74 (2), 127,19 (E), 127,06 (Z) (arométicos), 53,35 (CH, E), 49,52 (CH,
Z), 23,18 (CHs, E), 22,71 (CHs, 2).

N-Bencilformamida (25): a partir de bencilamina se aplico el Procedimiento
General (B). La mezcla de reaccion resultante se evapord a presion reducida hasta
obtener un residuo que se disolvié en éter etilico, cristalizando el compuesto 25. P.f. 63
°C (descrito™®* 60 °C). *H-RMN. CDCl; (83,3 % Z, 16,7 % E): & (ppm) 8,27 (s, 1H,
HCO, Z), 8,19 (d, 1H, HCO, E), 7,39-7,21 (m, 5H, Ar, Zy E), 5,89 (sa, 1H, NH, Z y E),
4,49 (d, 2H, CH,, Z), 4,42 (d, 2H, CH,, E). DMSO-ds (88,9 % Z, 11,1 % E): & (ppm)

164 7. Rappoport, Handbook of tables for Organic Compound Identification, 3™ ed.; CRC Press: Boca
Raton, 1967.
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8,51 (sa, 1H, NH, Z y E), 8,13 (s, 1H, HCO, Z2), 8,11 (d, 1H, HCO, E), 7,37-7,23 (m,
5H, Ar, Z y E), 4,32 (d, 2H, CH,, E), 4,30 (d, 2H, CH,, Z). D,O (89,0 % Z, 11,0 % E): &
(ppm) 8,14 (s, 1H, HCO, Z), 8,13 (s, 1H, HCO, E), 7,42-7,32 (m, 5H, Ar, Z y E), 4,45
(s, 2H, CHy, E), 4,42 (s, 2H, CH,, Z). ®C-RMN. CDCl3: § (ppm) 164,66 (CO, E),
161,08 (CO, Z), 137,54 (2), 137,42 (E), 128,80 (E), 128,62 (2), 127,83 (E), 127,62 (2),
127,50 (Z), 126,86 (E) (aromaticos), 45,54 (CH,, E), 41,98 (CH,, Z). DMSO-dg: &
(ppm) 165,16 (CO, E), 161,27 (CO, Z), 139,87 (E), 139,21 (Z), 128,68 (E), 128,57 (2),
127,52 (Z), 127,28 (E), 127,11 (Z) (aromaticos), 44,77 (CH,, E), 40,94 (CH,, Z). D,0: &
(ppm) 168,91 (CO, E), 165,41 (CO, Z), 139,13 (E), 138,69 (Z), 130,07 (Z), 129,84 (E),
129,04 (E), 128,79 (2), 128,51 (Z) (aromaticos), 46,82 (CH,, E), 42,90 (CH,, 2).

N-Difenilmetilformamida (26): a partir de difenilmetilamina se aplicé el
Procedimiento General (B). La mezcla de reaccion resultante se evaporé a presion
reducida hasta obtener un residuo que se disolvié en éter etilico, cristalizando el
compuesto 26. P.f. 108-109 °C. *H-RMN. CDCl; (83,6 % Z, 16,4 % E): & (ppm) 8,32
(s, 1H, HCO, Z), 8,23 (d, 1H, HCO, E), 7,39-7,23 (m, 10H, Ar, Z y E), 6,34 (d, 1H, CH,
Z), 6,16 (sa, 1H, NH, Z y E), 5,78 (d, 1H, CH, E). DMSO-ds (90,3 % Z, 9,7 % E):
(ppm) 9,11 (d, 1H, NH, Z), 8,96 (t, 1H, NH, E), 8,25 (d, 1H, HCO, E), 8,16 (s, 1H,
HCO, 2), 7,36-7,23 (m, 10H, Ar, Z y E), 6,17 (d, 1H, CH, Z), 5,90 (d, 1H, CH, E). D,0
(86,2 % Z, 13,8 % E): & (ppm) 8,30 (s, 1H, HCO, E), 8,22 (s, 1H, HCO, Z), 7,53-7,37
(m, 10H, Ar, Z y E), 6,13 (d, 1H, CH, 2), 5,99 (d, 1H, CH, E). *C-RMN. CDCls: &
(ppm) 164,34 (CO, E), 160,26 (CO, Z), 140,88 (Z), 140,79 (E), 128,87 (E), 128,65 (2),
127,93 (E), 127,53 (2), 127,32 (Z), 127,17 (E) (aromaticos), 59,87 (CH, E), 55,58 (CH,
Z). DMSO-dg: & (ppm) 164,64 (CO, E), 160,39 (CO, Z), 142,88 (E), 142,39 (Z), 128,96
(E), 128,65 (2), 128,41 (E), 127,32 (2), 127,25 (Z), 127,00 (E) (arométicos), 59,06 (CH,
E), 54,73 (CH, 2).
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N-(1-Metilpropil)formamida (27): a partir de 1-metilpropilamina se aplicé el
Procedimiento General (B). La mezcla de reaccion resultante se disolvio en
diclorometano y se lavo con &cido clorhidrico 1 M, disolucion saturada de bicarbonato
sodico y agua, y se extrajeron estas fracciones acuosas de nuevo con diclorometano.
Reunidas las fracciones organicas, se secaron con sulfato sédico y se evaporaron a
sequedad, obteniéndose el compuesto 27 como liquido viscoso. *H-RMN. CDCl; (72,9
% Z, 27,1 % E): & (ppm) 8,15 (s, 1H, HCO, Z), 8,09 (d, 1H, HCO, E), 5,47 (sa, 1H, NH,
E), 5,35 (sa, 1H, NH, Z), 4,02 (m, 1H, CH, Z), 3,42 (m, 1H, CH, E), 1,50 (m, 2H, CH,
Zy E), 1,22 (d, 3H, CHCHs, E), 1,16 (d, 3H, CHCHs3, Z), 0,93 (m, 3H, CH,CHs, Z y E).
DMSO-ds (84,0 % Z, 16,0 % E): & (ppm) 7,95 (s, 1H, HCO, Z), 7,94 (d, 1H, HCO, E),
7,85 (sa, 1H, NH, Z), 7,59 (sa, 1H, NH, E), 3,72 (m, 1H, CH, Z), 3,40 (m, 1H, CH, E),
1,38 (m, 2H, CH,, Zy E), 1,07 (d, 3H, CHCHs, E), 1,02 (d, 3H, CHCHg, Z), 0,82 (t, 3H,
CH,CHs, Z y E). D,O (81,9 % Z, 18,1 % E): & (ppm) 7,98 (s, 1H, HCO,), 3,81 (m, 1H,
CH, 2), 3,45 (m, 1H, CH, E), 1,50 (m, 2H, CH,, E), 1,44 (m, 2H, CH,, Z), 1,18 (d, 3H,
CHCHs, E), 1,12 (d, 3H, CHCHs, Z), 0,86 (t, 3H, CH,CHs, Z y E). ®*C-RMN. CDCls: §
(ppm) 163,87 (CO, E), 160,62 (CO, Z), 49,91 (CH, E), 45,42 (CH, Z), 30,64 (CH,, E),
29,46 (CH,, Z), 22,03 (CHCHs, E), 20,31 (CHCHs, Z), 10,29 (CH.CHs, E), 10,21
(CH,CHs, Z). DMSO-ds: & (ppm) 163,86 (CO, E), 160,44 (CO, Z), 49,13 (CH, E), 44,61
(CH, 2), 30,16 (CH,, E), 29,00 (CH,, Z), 22,14 (CHCHs, E), 20,37 (CHCH3, Z), 10,53
(CH,CHs, Z y E). D,O: & (ppm) 167,83 (CO, E), 164,62 (CO, Z), 52,06 (CH, E), 47,29
(CH, 2), 30,82 (CHy, E), 29,86 (CH>, Z), 22,00 (CHCHjs, E), 20,68 (CHCHj3, Z), 10,88
(CH,CH3, Zy E).

N-Propilformamida (28): a partir de propilamina se aplicé el Procedimiento
General (B). La mezcla de reaccion resultante se disolvié en diclorometano y se lavo
con &cido clorhidrico 1 M, disolucion saturada de bicarbonato sodico y agua, y se

extrajeron estas fracciones acuosas de nuevo con diclorometano. Reunidas las
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fracciones orgéanicas, se secaron con sulfato sédico y se evaporaron a sequedad,
obteniéndose el compuesto 28 como liquido viscoso. *H-RMN. CDCl; (78,9 % Z, 21,1
% E): & (ppm) 8,18 (s, 1H, HCO, 2), 8,05 (d, 1H, HCO, E), 5,59 (sa, 1H, NH, Z y E),
3,28 (c, 2H, NCH,, Z), 3,19 (¢, 2H, NCH,, E), 1,57 (m, 2H, CH.CHs, Z y E), 0,95 (t,
3H, CHs, Zy E). DMSO-ds: o (ppm) 7,99 (s, 1H, HCO, Z), 7,98 (sa, 1H, NH,) 7,92 (d,
1H, HCO, E), 3,03 (c, 2H, NCH,, Z), 3,02 (¢, 2H, NCHj, E), 1,42 (m, 2H, CH.CHs, Z y
E), 0,84 (t, 3H, CHg, Z y E). D,0 (85,4 % Z, 14,6 % E): & (ppm) 8,02 (s, 1H, HCO, 2),
7,96 (s, 1H, HCO, E), 3,20 (c, 2H, NCH,, E), 3,19 (c, 2H, NCH,, Z), 1,53 (m, 2H,
CH,CHs, Z 'y E), 0,89 (t, 3H, CH3, Z y E). *C-RMN. CDCls: & (ppm) 164,94 (CO, E),
161,43 (CO, Z), 43,57 (NCH,, E), 39,81 (NCH,, Z), 24,32 (CH,CHs, E), 22,67
(CH,CHs, Z), 11,23 (CHs, Z), 10,84 (CHs, E). DMSO-ds: & (ppm) 164,75 (CO, E),
161,15 (CO, Z), 42,82 (NCHy, E), 39,09 (NCH,, Z), 24,34 (CH.,CHs;, E), 22,52
(CH,CHs, Z), 11,55 (CHs, Z), 11,05 (CHs, E). D,O: & (ppm) 168,72 (CO, E), 165,41
(CO, Z), 45,02 (NCH,, E), 41,04 (NCH,, Z), 24,54 (CH,CHs, E), 22,99 (CH,CHs, Z),
11,77 (CHa, Z), 11,33 (CHs, E).

2-Pirrolidona (29): fue adquirida de distribuidores comerciales. *H-RMN.
CDCl3: & (ppm) 6,50 (sa, 1H, NH), 3,41 (t, 2H, NCH,), 2,31 (t, 2H, COCH,), 2,16 (q,
2H, CH,CH,CH,). DMSO-ds: & (ppm) 7,50 (sa, 1H, NH), 3,20 (t, 2H, NCH,), 2,06 (t,
2H, COCHy), 1,96 (m, 2H, CH,CH,CH,). D;0O: & (ppm) 3,43 (t, 2H, NCHy), 2,35 (t,
2H, COCH,), 2,13 (g, 2H, CH,CH.CH,). *C-RMN. CDCls: § (ppm) 179,43 (CO),
42,22 (NCHy), 30,04 (COCH,), 20,61 (CH,CH,CH,).

8-Valerolactama (30): fue adquirida de distribuidores comerciales. *H-RMN.
CDCls: & (ppm) 6,38 (sa, 1H, NH), 3,31 (m, 2H, NCH,), 2,37 (t, 2H, COCH,), 1,80 (m,
4H, NCH, y COCH,). DMSO-ds: & (ppm) 7,38 (sa, 1H, NH), 3,10 (dt, 2H, NCH,), 2,11
(t, 2H, COCHy), 1,64 (m, 4H, NCH, y COCHy,). D,0: & (ppm) 3,28 (t, 2H, NCH,), 2,32
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(t, 2H, COCHy), 1,77 (m, 4H, NCH, y COCH,). ®*C-RMN. CDCls: & (ppm) 172,61
(CO), 42,06 (NCHy), 31,38 (COCHS,), 22,13 (NCH,CHy), 20,74 (COCH,CH,).

N-Metilpropionamida (31): fue adquirida de distribuidores comerciales. *H-
RMN. CDCls: & (ppm) 5,65 (sa, 1H, NH), 2,82 (d, 3H, NCHs), 2,22 (c, 2H, CH,), 1,17
(t, 3H, CH,CH3). DMSO-dg: & (ppm) 7,67 (sa, 1H, NH), 2,54 (d, 3H, NCHs), 2,04 (c,
2H, CHy), 0,97 (t, 3H, CH,CHj3). D,0: & (ppm) 2,70 (s, 3H, NCHj3), 2,22 (c, 2H, CH,),
1,08 (t, 3H, CH,CHs). *C-RMN. CDCls: & (ppm) 174,76 (CO), 29,34 (CH,), 26,05
(NCHj3), 9,78 (CH,CH3;). DMSO-ds: 8 (ppm) 173,56 (CO), 28,67 (CH,), 25,64 (NCHj3),
10,17 (CH,CH3). D,O: & (ppm) 179,70 (CO), 30,25 (CH,), 27,02 (NCH3), 10,76
(CH2CH).

N-Etilpropionamida’ (32): a partir de etilamina y cloruro de propionilo se
aplico el Procedimiento General (C) y se obtuvo el compuesto 32 como liquido viscoso.
P.eb. 91 °C a 7 mm (descrito’® 79,5-80,5 °C a 1 mm). *H-RMN. CDCls: & (ppm) 5,41
(sa, 1H, NH), 3,30 (g, 2H, NCHy), 2,19 (c, 2H, COCHy), 1,19-1,11 (m, 6H, NCH.CH3 y
COCH,CHs). DMSO-dg: & (ppm) 7,70 (sa, 1H, NH), 3,04 (g, 2H, NCH,), 2,03 (c, 2H,
COCHy), 1,01-0,95 (m, 6H, NCH,CH; y COCH,CHs). D,O: & (ppm) 3,19 (c, 2H,
NCH,), 2,23 (c, 2H, COCH,), 1,11 (t, 6H, NCH,CH; y COCH,CHs). *C-RMN.
CDCls: & (ppm) 173,76 (CO), 34,20 (NCH,), 29,62 (COCH,), 14,74 (NCH,CH3), 9,83
(COCH,CHs3). DMSO-ds: & (ppm) 172,69 (CO), 33,42 (NCH,), 28,70 (COCH,), 14,99
(NCH,CHs), 10,15 (COCH,CHs). D,O: & (ppm) 178,90 (CO), 35,59 (NCH,), 30,41
(COCH,), 14,70 (NCH,CHj), 10,82 (COCH,CHj).

N-Isopropilpropionamida (33): a partir de etilamina y cloruro de propionilo se
aplicé el Procedimiento General (C). El residuo resultante se disolvid en éter etilico,
cristalizando el compuesto 33. P.f. 51,0-51,5 °C. *H-RMN. CDCls: & (ppm) 5,30 (sa,
1H, NH), 4,08 (m, 1H, NCH), 2,16 (c, 2H, COCHy), 1,15 (d, 6H, CH(CHa),), 1,14 (t,
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3H, CH,CH3). DMSO-dg: & (ppm) 7,57 (sa, 1H, NH), 3,80 (m, 1H, NCH), 2,01 (c, 2H,
COCH), 1,02 (d, 6H, CH(CHs)2), 0,97 (t, 3H, CH,CHs). D,O: & (ppm) 3,89 (m, 1H,
NCH), 2,19 (c, 2H, COCHy), 1,12 (d, 6H, CH(CHs)2), 1,09 (t, 3H, CH,CHs). *C-RMN.
CDCl3: 5 (ppm) 172,94 (CO), 40,93 (NCH), 29,58 (COCH,), 22,51 (CH(CHs)z), 9,78
CH,CHs). DMSO-dg: & (ppm) 172,08 (CO), 40,30 (NCH), 28,76 (COCH,), 22,62
(CH(CHs)2), 10,17 CH,CHs). D,O: & (ppm) 177,96 (CO), 42,75 (NCH), 30,56
(COCHy), 22,64 (CH(CHs)2), 11,00 CH,CHs).

N-Metilisobutiramida (34): a partir de metilamina y cloruro de isobutirilo se
aplico el Procedimiento General (C) y se obtuvo el compuesto 34 como liquido viscoso.
P.eb. 88 °C a 7 mm (descrito’® 78,0-78,5 °C a 2,5 mm). *H-RMN. CDCls: & (ppm) 5,59
(sa, 1H, NH), 2,81 (d, 3H, NCHjs), 2,36 (q, 1H, COCH), 1,16 (d, 6H, CH(CHs),).
DMSO-dg: & (ppm) 7,64 (sa, 1H, NH), 2,55 (d, 3H, NCHj3), 2,31 (g, 1H, COCH), 0,98
(d, 6H, CH(CHs),). D;0: & (ppm) 2,71 (s, 3H, NCHs), 2,47 (g, 1H, COCH), 1,09 (d,
6H, CH(CHs),). *C-RMN. CDCl3: & (ppm) 177,75 (CO), 35,45 (CH), 26,17 (NCHs),
19,56 (CH(CHs),). DMSO-ds: & (ppm) 176,62 (CO), 34,19 (CH), 25,61 (NCH3), 19,77
(CH(CHj3)2). D20O: 5 (ppm) 182,82 (CO), 36,29 (CH), 27,00 (NCHj3), 19,83 (CH(CHs)2).

N-Etilisobutiramida’® (35): a partir de etilamina y cloruro de isobutirilo se
aplico el Procedimiento General (C). El residuo resultante se disolvié en éter etilico,
cristalizando el compuesto 35. P.f. 72,0-72,5 °C (descrito’ 69-71 °C). *H-RMN.
CDCls3: & (ppm) 5,48 (sa, 1H, NH), 3,29 (g, 2H, NCH,), 2,33 (g, 1H, COCH), 1,15 (d,
6H, CH(CHa)2), 1,14 (t, 3H, CH,CHs). DMSO-ds: & (ppm) 7,69 (sa, 1H, NH), 3,03 (q,
2H, NCHy), 2,30 (g, 1H, COCH), 0,98 (t, 3H, CH,CHj3), 0,97 (d, 6H, CH(CHs3)2). D,O:
§ (ppm) 3,15 (c, 2H, NCH,), 2,43 (g, 1H, COCH), 1,06 (t, 3H, CH,CHs), 1,05 (d, 6H,
CH(CHs),). *C-RMN. CDCls: & (ppm) 176,83 (CO), 35,44 (CH), 34,05 (NCHy), 19,51
(CH(CHs),), 14,74 (CH,CH3). DMSO-dg: & (ppm) 175,85 (CO), 34,13 (CH), 33,33
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(NCH,), 19,77 (CH(CH3)2), 14,97 (CH,CH3). D,O: & (ppm) 181,99 (CO), 36,34 (CH),
35,49 (NCH,), 19,83 (CH(CHa)), 14,76 (CH,CHs).

N-Isopropilisobutiramida™ (36): a partir de isopropilamina y cloruro de
isobutirilo se aplico el Procedimiento General (C). El residuo resultante se disolvié en
éter etilico, cristalizando el compuesto 36. P.f. 102,5-103,0 °C (descrito’® 102 °C). 'H-
RMN. CDCls: & (ppm) 5,27 (sa, 1H, NH), 4,07 (m, 1H, NCH), 2,29 (q, 1H, COCH),
1,15 (d, 6H, NCH(CHzs)»), 1,14 (d, 6H, COCH(CHjz),). DMSO-dg: & (ppm) 7,54 (d, 1H,
NH), 3,79 (m, 1H, NCH), 2,28 (g, 1H, COCH), 1,02 (d, 6H, NCH(CHs)2, 0,96 (d, 6H,
COCH(CHs),). D;0: & (ppm) 3,86 (g, 1H, NCH), 2,39 (g, 1H, COCH), 1,08 (d, 6H,
NCH(CHs),), 1,04 (d, 6H, COCH(CHs),). *C-RMN. CDCl3: & (ppm) 176,03 (CO),
40,88 (NCH), 35,56 (COCH), 22,68 (NCH(CHs)), 19,53 (COCH(CHs),). DMSO-dg: &
(ppm) 175,21 (CO), 34,05 (COCH), 22,58 (NCH(CHs),), 19,77 (COCH(CHs),). D,0: &
(ppm) 181,11 (CO), 42,60 (NCH), 36,34 (COCH), 22,61 (NCH(CHs),), 19,83
(COCH(CH)o).

N-Metil-2-fenilpropionamida (37): a partir de metilamina y cloruro de 2-
fenilpropionilo se aplico el Procedimiento General (C). El residuo resultante se disolvio
en éter etilico, cristalizando el compuesto 37. P.f. 83,5-84,5 °C. 'H-RMN. CDCls: &
(ppm) 7,37-7,25 (m, 5H, Ar), 5,33 (sa, 1H, NH), 3,55 (c, 1H, COCH), 2,74 (d, 3H,
NCHs), 1,53 (d, 3H, CHCHs). DMSO-de: & (ppm) 7,87 (d, 1H, NH), 7,31-7,18 (m, 5H,
Ar), 3,55 (¢, 1H, COCH), 2,54 (d, 3H, NCHs), 1,31 (d, 3H, CHCHs). D,O: & (ppm)
7,43-7,31 (m, 5H, Ar), 3,73 (c, 1H, COCH), 2,69 (s, 3H, NCHs), 1,45 (d, 3H, CHCHs).
BC-RMN. CDCl3: & (ppm) 174,75 (CO), 141,33, 128,80, 127,62, 127,16 (aromaticos),
46,94 (CH), 26,41 (NCHj3), 18,44 (CHCHs). DMSO-ds:  (ppm) 173,79 (CO), 142,56,
128,37, 127,40, 126,61 (arométicos), 45,34 (CH), 25,79 (NCHj3), 18,81 (CHCHg). D,0:
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d (ppm) 179,51 (CO), 142,21, 130,19, 128,65, 128,59 (aromaticos), 47,23 (CH), 27,19
(NCHg), 18,23 (CHCH3).

N-Etil-2-fenilpropionamida (38): a partir de etilamina y cloruro de
2-fenilpropionilo se aplicd el Procedimiento General (C). EIl residuo resultante se
disolvié en éter etilico, cristalizando el compuesto 38. P.f. 67,0-67,5 °C. *H-RMN.
CDCls: & (ppm) 7,37-7,25 (m, 5H, Ar), 5,34 (sa, 1H, NH), 3,53 (c, 1H, COCH), 3,23
(m, 2H, CH,), 1,52 (d, 3H, CHCHg), 1,04 (t, 3H, CH,CHs). DMSO-ds: & (ppm) 7,94
(sa, 1H, NH), 7,31-7,18 (m, 5H, Ar), 3,54 (c, 1H, COCH), 3,02 (m, 2H, CH,), 1,30 (d,
3H, CHCHs), 0,97 (t, 3H, CH,CHj3). D,0O: & (ppm) 7,39-7,29 (m, 5H, Ar), 3,68 (c, 1H,
COCH), 3,13 (c, 2H, CHy), 1,41 (d, 3H, CHCHs), 1,01 (t, 3H, CH,CH3). *C-RMN.
CDCl3: & (ppm) 173,93 (CO), 141,48, 128,77, 127,56, 127,19 (aromaticos), 47,00 (CH),
34,39 (CH,), 18,53 (CHCHg3), 14,64 (CH,CH3). DMSO-ds: & (ppm) 173,06 (CO),
142,62, 128,34, 127,38, 126,55 (aromaticos), 45,30 (CH), 33,61 (CH,), 18,83 (CHCH3),
14,83 (CH,CHs). D,O: & (ppm) 178,69 (CO), 142,29, 130,17, 128,54 (aromaticos),
47,27 (CH), 35,75 (CH,), 18,21 (CHCHs), 14,71 (CH,CHs).

N-Isopropil-2-fenilpropionamida (39): a partir de isopropilamina y cloruro de
2-fenilpropionilo se aplicd el Procedimiento General (C). EIl residuo resultante se
disolvié en éter etilico, cristalizando el compuesto 39. P.f. 78-79 °C. *H-RMN. CDCls:
d (ppm) 7,36-7,24 (m, 5H, Ar), 5,11 (sa, 1H, NH), 4,03 (m, 1H, NCH), 3,50 (c, 1H,
COCH), 1,50 (d, 3H, COCHCHj3), 1,07 (d, 3H, NCHCHg), 1,02 (d, 3H, NCHCHj).
DMSO-dg: & (ppm) 7,81 (d, 1H, NH), 7,31-7,17 (m, 5H, Ar), 3,78 (m, 1H, NCH), 3,52
(c, 1H, COCH), 1,29 (d, 3H, COCHCHs), 1,05 (d, 3H, NCHCHs), 0,95 (d, 3H,
NCHCHs). D,O: & (ppm) 7,46-7,29 (m, 5H, Ar), 3,90 (g, 1H, NCH), 3,70 (c, 1H,
COCH), 1,44 (d, 3H, COCHCHj), 1,13 (d, 3H, NCHCH), 1,06 (d, 3H, NCHCHs). *C-
RMN. CDCls: § (ppm) 173,17 (CO), 141,54, 128,74, 127,50, 127,04 (aromaticos),
47,07 (COCH), 41,27 (NCH), 22,53 (NCHCH3), 22,44 (NCHCH3), 18,59 (COCHCH;).
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DMSO-ds: & (ppm) 172,40 (CO), 142,68, 128,31, 127,32, 126,49 (aromaticos), 45,16
(COCH), 40,44 (NCH), 22,52 (NCHCHj3), 22,44 (NCHCHj3), 18,86 (COCHCH3).

Cloruro de 2-fenilpropionilo (40): se obtuvo como se ha descrito para el
cloruro de butirilo.® En un matraz de dos bocas provisto de un sistema de refrigeracion
de reflujo, conectado a su vez a una trampa de absorcién de gases, se colocé cloruro de
tionilo (14,3 mL, 0,3 mol), y se afiadi6 gota a gota acido 2-fenilpropidnico (22,7 mL,
0,25 mol) durante 20 minutos. Tras la adicidn, se calentdé a 80 °C durante 6 horas, y
transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion resultante se destild, recogiéndose la
fraccion proxima a 79 °C.

165 B, S. Furniss, A. J. Hannaford, P. W. G. Smith y A. R. Tatchell, Vogel’s Textbook of Practical
Organic Chemistry, 5" ed.; Longman Scientific & Technical: Essex, 1989; pp 692-693.
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1. Los célculos tedricos DFT a nivel B3LYP/6-31G* son una herramienta
adecuada para el analisis conformacional de amidas secundarias. Para
N-alquilacetamidas predicen como estructuras mas estables las Zayi, en las que ¢
(H-C,—N-H) oscila en fase gaseosa entre 157,7° y 180,0°, y tienen una conformacion
alternada respecto al diedro y (O=C-C-H). Alternativamente, las estructuras mas
estables para los isdomeros E son 1as Eanti eclipsada, qU€ son 1,9-3,2 kcal/mol mas inestables
que las Z anteriores. Como excepcion, la estructura E de la N-metilacetamida (2)

presenta un ¢ cercano a 30°.

2. Hemos evaluado en los disolventes CDCl;, DMSO-ds y DO el
desapantallamiento magnético (o) generado por la funcion amida sobre los &tomos de
hidrégeno CON-CHy,, en las estructuras Zansi, que por ejemplo en CDCl3 son cani = 2,42
+ 0,04 ppm, Ggauche = 1,64 £ 0,01 ppm, Y Canti — Ggauche = 0,78 £ 0,01 ppm. Estos
desapantallamientos se ven poco afectados por el sustituyente acilico, como se demostro
al ampliar el estudio a gluconamidas y formamidas.

3. Las N-alquilformamidas presentan a nivel B3LYP/6-31G* un comportamiento
similar al de las N-alquilacetamidas, siendo las estructuras mas estables Zani Y Eanti- La
diferencia de energia entre ambas estructuras en fase gaseosa es inferior (Eanti — Zanti =
0,7-1,4 kcal/mol), lo que es coherente con la observacién experimental de ambos

isdmeros mediante RMN en disolucion.

4. La extension del estudio a formamidas nos ha permitido también evaluar en
los disolventes CDCl;, DMSO-ds y D,O el desapantallamiento magnético (o)

generado por la funcién amida sobre los atomos de hidrégeno CON-CH, en las
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estructuras Eani, que por ejemplo en CDCl3 son Gani = 1,98 + 0,10 ppm, Ggauche = 2,08 £

0,02 ppm, Y Ganti — Ggauche = -0,10 £ 0,02 ppm.

5. Se ha encontrado una dependencia significativa y sistematica entre el
desapantallamiento quimico experimental de los protones CON-CH,, con respecto a la
estructura, que se puede cuantificar matematicamente mediante la expresién oy = a +
2,16 cos’(a—35)/d (ecuacién [11]) donde oy es el desapantallamiento magnético
provocado por la funcion amida, o es el diedro virtual O-C---C,—H, d la distancia en A
entre el proton y el oxigeno carbonilico, y a una constante propia de cada disolvente
(1,69 para CDCls, 1,49 para DMSO-ds y 1,59 para D,0). Esta relacion empirica permite

utilizar el desplazamiento quimico observado como prueba experimental de estructura.

6. También se ha realizado un estudio conformacional exhaustivo a nivel
B3LYP/6-31G* del grupo acilo de carboxamidas secundarias. Las estructuras mas
estables en fase gaseosa son las Zangaternada (¢ ~ 180°, y ~ 180°), en la que un proton
NCO-CH, ocupa siempre la posicion anti al carbonilo. Las estructuras E, mas
inestables, prefieren en carboxamidas con tres y dos protones NCO-CH,
conformaciones eclipsadas para el diedro v, en las que un protén y el resto alquilico
ocupan la disposicion syn al carbonilo, respectivamente, mientras que las carboxamidas
con un proton NCO-CH,, prefieren una conformacion alternada, en la que el proton
ocupa la posicion anti al carbonilo y los sustituyentes la gauche. Respecto al angulo
diedro ¢, las estructuras E presentan también la conformacion anti, con la excepcién de
algunas N-metilcarboxamidas en las que se ha observado la conformacion syn o una

intermedia entre ambas.
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7. Hemos evaluado en los disolventes CDCl;, DMSO-ds y DO el
desapantallamiento magnético (c'y) generado por la funcién amida sobre los atomos de
hidrégeno NCO-CH,, en las carboxamidas, que por ejemplo en CDCl3 son ¢'anii = 0,76
* 0,02 ppm, 6'gaucre = 1,22 = 0,09 ppm, Y 6'anii — G'gauche = -0,46 £ 0,09 ppm, en

conformaciones del proton definidas respecto al oxigeno carbonilico.

8. Se ha encontrado también una dependencia significativa y sistematica entre el
desapantallamiento quimico experimental de los protones NCO-CH,, del grupo acilo
con respecto a la estructura, que se puede cuantificar matematicamente mediante la
expresion o’y = ¢ + e cosi[(y—-10)/2]/d" (ecuacién [17]) donde o'y es el
desapantallamiento magnético provocado por la funcion amida, y el diedro O-C-C.,—H,
d’ la distancia en A entre el proton y el oxigeno carbonilico, y ¢ y e constantes propias
de cada disolvente (0,74 y 1,71 para CDCls, 0,74 y 0,69 para DMSO-dg, y 0,84 y 0,74
para D,0).

9. Las ecuaciones [11] y [17] desarrolladas para amidas se han utilizado en la
investigacién de una expresion que calcula los desplazamientos quimicos de los
protones C,H, situados en las proteinas entre dos grupos peptidicos (-NH-CO-CHR-
NH-CO-). En la ecuacién [19], Scac. = 0,23 + or + a + 2,16 cos*(a—35)/d + ¢ + e
cos’[(y-10)/2]/d", or es un pardmetro especifico para cada resto de aminoacido en cada

disolvente, y que hemos calculado para D,O.

10. La ecuacién [19] puede utilizarse adecuadamente en el célculo del

desplazamiento quimico (8cac) de los protones C,H de proteinas. Su aplicacion en D,0O
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mediante un procedimiento automatizado a 2153 aminoéacidos de 13 proteinas, descritas
en bancos de estructuras, permiti6 el calculo de su desplazamiento con un error
promedio, o promedio de la diferencia en valor absoluto entre los desplazamientos
observados y calculados, Z(|0bs — Scaic|)/n, de 0,44 ppm, y una desviacion estandar sobre

el error promedio (SDgp) de 0,35 ppm.

11. Cuando se analiza para cada aminoacido el error promedio y su desviacion
estandar, se observa que son significativamente superiores en los mas hidrofébicos.
También es mas alta en los aminoéacidos méas hidrofébicos la desviacion estandar de los
desplazamientos observados, pero no la de los calculados. Ello se ha interpretado como
una consecuencia del efecto hidrofébico, que puede determinar en D,O la estructura de
zonas hidréfobas de la proteina. En aminoécidos especificos con error promedio muy
alto pueden observarse interacciones con restos anisotropicos distantes en la secuencia

de la proteina, que no tiene en cuenta nuestra metodologia.
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APENDICE A

A. Fundamento tedrico de los calculos computacionales.

A.l. La ecuacion de Schrodinger.

La mecénica cuantica explica como entidades como los electrones tienen
caracteristicas propias tanto de particulas como de ondas. La ecuacion de Schrodinger®’

describe la funcion de onda de una particula:

[_hz V2+VJ‘I‘(Rt): ih 3¥(h) [A1]

8n’m ot

donde el operador hamiltoniano que aparecia como H en la ecuacion [2] es:

H=——V?+V [A2]

Ademas, W es la funcion de onda, m es la masa de la particula, h es la constante
de Planck y V es el campo de energia potencial en el que se mueve la particula. V es un

operador que equivale a la derivada parcial respecto a las componentes en X,y y z:

_ B8P 8P 8P
v_E‘leJré‘SyJJrESz [A3]
La funcién de onda depende de la posicién (¥) y del tiempo (t). El producto de
¥ con su conjugado complejo (¥*¥, que se suele escribir como [¥[?) se interpreta

como la distribucidn de probabilidad de la particula.

Se puede obtener la energia y muchas otras propiedades de la particula

resolviendo la ecuacion de Schrodinger para W, sujeta a las condiciones frontera
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apropiadas. Las soluciones son muchas funciones de onda diferentes, que corresponden

a distintos estados estacionarios del sistema.

Si V no es funcion del tiempo, la ecuacion de Schrodinger puede simplificarse
utilizando el recurso matematico conocido como separacién de variables. Asi, podemos

escribir la funcion de onda como el producto de una funcion espacial y otra temporal:

P(F,t)=w(P)(t) [A4]

y al sustituir estas nuevas funciones en la ecuacion [Al], obtendremos dos ecuaciones,
una que depende de la posicion de la particula independientemente del tiempo y otra
que solo es funcién del tiempo. Para la mayoria de los casos, como son los de esta
Tesis, esta separacion es valida, por lo que nos centraremos exclusivamente en la

familiar ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo:*’

Hy(F)=Ey(F) [AS]

donde E es la energia de la particula.

Las distintas soluciones a la ecuacién [A5] corresponden a distintos estados
estacionarios de la particula (molécula). EI de menor energia es el llamado estado
fundamental. La ecuacion [A5] es una descripcion no relativista del sistema que no es
valida por tanto cuando la velocidad de las particulas se aproxima a la velocidad de la
luz. Asi, esta ecuacion no da una descripcion precisa de los electrones core (internos) en
grandes ndcleos. Cabe mencionar también que es una ecuacién de valores propios: una
ecuacion en la que un operador, al actuar sobre una funcion, produce como resultado un

maltiplo de la propia funcién, con la forma general:
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Opf=cf [A6]

donde Op es un operador, f es una funcion y c es una constante. Las funciones para las
que se cumple la ecuacion son sus funciones propias, cada una de las cuales tiene un
valor asociado de c, conocido como valor propio. En el caso de la ecuacion de
Schrodinger, los valores propios son las energias correspondientes a los distintos

estados estacionarios del sistema molecular.

El operador hamiltoniano. Para un sistema molecular, ¥ es una funcion de las
posiciones de los electrones y el nticleo dentro de la molécula, que designaremos por ¥
y I5 , respectivamente. Nos referiremos a cada electron o nucleo en particular mediante
E’ y ﬁ, . Los electrones se tratan de forma individual, mientras que cada ndcleo se trata

como un agregado, no se consideran sus componentes de forma individual.

El hamiltoniano esta compuesto de dos términos, de energia cinética y potencial:

H=T+V [A7]

La energia cinética es la suma de V? aplicado sobre todas las particulas de la

molécula:

h 1( 82 8% 82
T=-s2 — 2t 2 T2 [A8]
8n K mk SXK Syk 52k

El componente de energia potencial es la repulsién de Coulomb entre cada par
de entidades con carga (tratando cada nucleo atbmico como una Unica masa con carga,

como ya se ha mencionado):
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1 €€k

V= 4=

eI I o
i k<) J

en la que Arj es la distancia entre las dos particulas, y €j y ex son las cargas de las

particulas j y k. Para un electron, la carga es —e, y para un nucleo, Ze, donde Z es el

numero atémico del &tomo. Asi,

4re | Ar, P A ~ = ARy

1 electronesnucleos 7 ez electrones electrones ez ndcleos ndcleos 77 ez
e DD o T W o Pt M s | Y
i i

El primer término corresponde a la atraccion electron-ndcleo, el segundo a la

repulsion entre electrones y el tercero a la repulsion entre ndcleos.

Unidades atémicas. Las ecuaciones fundamentales de la quimica cuéntica se
expresan habitualmente en unidades disefiadas para su simplificacion por medio de la
eliminacién de constantes fundamentales. La unidad atomica de longitud es el radio de
Bohr:

2
a, :%: 0,52917725 A [A11]
4nmge
Las coordenadas pueden transformarse en bohrs dividiéndolas entre a;. La
energia se mide en hartrees, que se definen como la repulsién coulombiana entre dos

electrones separados por 1 bohr:

e2
1 hartree =— [A12]
EN)
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Las masas se dan también en términos de unidades electronicas (se toma m =

1). En las ecuaciones que siguen se utilizan estas unidades.

La aproximacién de Born-Oppenheimer.’® Esta es la primera de varias
aproximaciones utilizadas para simplificar la resolucién de la ecuacion de Schrodinger.
Consiste en la separacion del movimiento de nucleos y electrones. Esta aproximacion es
razonable, ya que la masa de un nucleo tipico es miles de veces mayor que la de un
electron. Los ndcleos se mueven muy lentamente respecto a los electrones, y éstos
reaccionan de forma casi instantdnea a los cambios en la posicion del nucleo. Asi, la
distribucion de electrones dentro de un sistema molecular depende de las posiciones de
los nucleos, y no de sus velocidades. Dicho de otra forma, los nucleos parecen fijados a

los electrones, y puede decirse que éstos se mueven en un campo de nucleos fijos.

El hamiltoniano completo para todo el sistema molecular puede escribirse como:

H = Telee (P)+ Nl (§)+ \/ Nicl-elec (|5, P)+ \/elec (P)+ \/ el (5) [A13]

La aproximacién de Born-Oppenheimer permite resolver las dos partes del
problema de forma independiente, con lo que podemos construir un hamiltoniano

electrénico en el que se desprecia el término de energia cinética nuclear:

elec77£elec i_'_i_'_i 7elec nicl ZI +e|ec elec 1 +mjc|r|uc| Z|ZJ
Sl ) Sl Sl £l e

Como se ve, han desaparecido las constantes fisicas fundamentales al utilizar

unidades atémicas.

186 M. Born y J. R. Oppenheimer, Ann. Physik 1927, 84, 457.
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Este hamiltoniano se utiliza en la ecuacién de Schrédinger que describe el

movimiento de electrones en un campo de nucleos fijos

Helecwelec (P’ '5): gef ('5)\‘,6'60 (P, ﬁ) [A15]

La resolucién de esta ecuacion para la funcion de onda electronica produce la
funcién potencial nuclear efectiva E¥". Depende de las coordenadas nucleares y describe
la superficie de energia potencial del sistema. De acuerdo con esto, E*" se usa también

como potencial efectivo para el hamiltoniano nuclear:

il _ ncl (§)+ Eef (ﬁ) [A16]

Este hamiltoniano se utiliza en la ecuacion de Schrodinger para movimiento
nuclear, describiendo los estados vibracionales, rotacionales y traslacionales de los
nacleos. La resolucion de la ecuacion de Schrodinger nuclear (al menos de forma

aproximada) es necesaria para la prediccion del espectro vibracional de las moléculas.

De aqui en adelante, nos centraremos en el problema electrénico, y omitiremos

los superindices en todos los operadores y funciones.

Restricciones en la funcién de onda. Ya se ha mencionado que se interpreta y?
como la densidad de probabilidad para la particula que describe. Por ello, se requiere
que y esté normalizada; si se integra en todo el espacio, la probabilidad debe ser el
numero total de particulas, pues en algun sitio han de estar. Por tanto, se multiplica

por una constante tal que:
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oo 2
j_w |CW| dv=n particulas [AL7]

Podemos hacer esto porque la ecuacion de Schriédinger es una ecuacion de
valores propios, y en general, si f es una solucion a una ecuacion de valores propios,
entonces ¢ f también lo es para cualquier valor de c. Para la ecuacion de Schrodinger, es
facil demostrar que H(cy) = cH(y) y que E(cy) = c(Ey); asi, si y es una solucion para

la ecuacion de Schrodinger, entonces cy también lo es.

En segundo lugar, y debe ser también antisimétrica, es decir, que debe cambiar
de signo cuando dos particulas idénticas se intercambien. Para una funcion simple, la

antisimetria significa que se cumple la siguiente relacion:

f.)=-1G.1 [A18]

Mas especificamente, este requerimiento significa que cualquier funcién de onda

valida debe satisfacer la siguiente condicion:

O 0 L0 U O S O (AL9]

A.2. Teoria de Hartree-Fock.

La resolucion exacta de la ecuacion de Schrodinger no es posible mas que para
los sistemas moleculares mas triviales. Sin embargo, se consiguen soluciones

aproximadas para una gran variedad de moléculas gracias a distintas simplificaciones.
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Orbitales moleculares. La primera aproximacién que consideraremos viene de
la interpretacion de |y|* como una densidad de probabilidad para los electrones dentro
del sistema. La teoria de orbitales moleculares descompone y en una combinacion de
orbitales moleculares: ¢1, ¢, ... Para que se cumplan algunas de las condiciones de

que hemos discutido previamente, elegimos una serie normalizada y ortogonal de

orbitales moleculares:

” o, ¢;dxdydz =1

j”d)i*d)jdxdydz =0 . A20]

La forma mas sencilla de hacer que y sea una combinacion de estos orbitales

moleculares es formar su producto de Hartree:

w(F)=1(k )0, (5 )04 (%) [A21]

Sin embargo, esta funcion no es antisimétrica, ya que el intercambio de dos de
los vectores E (lo que equivale a intercambiar los orbitales de dos electrones) no

provoca un cambio de signo. Por tanto, este producto de Hartree no es una funcién de

onda adecuada.

Espin electronico. La funcion antisimétrica mas sencilla que es una
combinacion de orbitales moleculares es un determinante. Antes de formarlo,
necesitamos considerar un factor hasta ahora despreciado: el espin electronico. Los
electrones pueden tener espin hacia arriba (+ %2) o hacia abajo (-%2). La ecuacion [A21]
supone que cada orbital molecular s6lo puede tener un electron. Sin embargo, la

mayoria de los calculos son célculos de capa cerrada, utilizando orbitales doblemente
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ocupados, conteniendo éstos dos electrones de espines opuestos. Por el momento,

limitaremos nuestra discusion a este caso.

Definimos dos funciones de espin, oo y B de modo que:

[A22]

La funcion o es 1 para un electron con espin hacia arriba, y la funcion 3 es 1

cuando el espin es hacia abajo. La notacion a (i) y B (i) designa los valores de o y

para el electron i; asi, a (1) es el valor de o para el electron 1. Al multiplicar una

funcién de orbitales moleculares por o 0 B se incluye el espin electrénico como parte de

la funcién de onda electréonica global . El producto del orbital molecular y una funcion

de espin se define como orbital de espin, que es funcion tanto de la localizacion del

electron como de su espin. Estos orbitales de espin son también ortonormales cuando

los orbitales moleculares que lo componen lo son.

Ahora puede construirse una funcién de onda de capa cerrada definiendo n/2

orbitales moleculares para un sistema con n electrones, asignando electrones a estos

orbitales en pares con espin diferente:

o, (o)
0 (P)a(
M
41 (R
o1 Pa(i)
M
o1 (R )a(n)

o, (BB
0, (R)8(2)
M
¢, (R)B(i)
IR0
M
o, (P)B()

>

0@ 6, (BB
0Py 6,(R)B2)
M M
0,(R)ali)  0,(RIBG)
o, Pyali)  o,(F)B()
M M
o, Ryam) o, @)Y A

>

> >

dn2()a@®  dny2(R)BO)
dnr2(P)a@ 602 (BB

M M
bnr2(B)al)  0n2(PIBG)
bnr2(B)al)  0n2(FBG)

M M

dnr2(B)an) 6,2 (0B

[A23]

Cada fila se forma representando todas las posibles asignaciones del electron i a

todas las combinaciones de orbital y espin. El factor inicial es necesario para la

normalizacion. El intercambio de dos electrones corresponde al intercambio de dos filas
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del determinante, lo cual tiene el efecto de cambiar su signo. Esta formulacion no es
solo un truco matematico para formar una funcion de onda antisimétrica. La mecanica
cuantica especifica que la localizacion de un electrén no es determinista, sino que
consiste en una densidad de probabilidad; en este sentido, el electron puede estar en
cualquier sitio. Este determinante mezcla todos los orbitales posibles de todos los

electrones del sistema molecular para formar la funcién de onda.

Funciones de base. La siguiente aproximacién implica expresar los orbitales
moleculares como combinaciones lineales de una serie predefinida de funciones
monoelectrénicas conocidas como funciones de base o primitivas. Estas funciones de
base suelen estar centradas en el ndcleo del &tomo, por lo que tienen cierta semejanza
con los orbitales atdbmicos. Sin embargo, en realidad el tratamiento matematico es mas

general, y se puede tomar cualquier serie de funciones definidas de forma apropiada.

Un orbital molecular individual se define como:

N
01 =D Cuika [A24]
pu=1

donde los coeficientes c,; se llaman coeficientes de expansion de los orbitales
moleculares. Las funciones de base y3,..., xn €stan también normalizadas. Seguimos la
convencion habitual en la notacion de usar subindices con letras romanas para las
funciones de orbitales moleculares y subindices con letras griegas para las funciones de
base. Asi, ¥, se refiere a una funcion de base arbitraria de igual forma que ¢; se refiere a

un orbital molecular arbitrario.
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Suelen utilizarse funciones atomicas de tipo Gauss 0 gaussianas. Las Ilamadas
de tipo Slater son més precisas, pero mas complicadas matematicamente.’®” Por ello,
habitualmente se prefiere el uso de funciones gaussianas, a pesar de que el numero
requerido de éstas es mayor. Las gaussianas tienen la forma general:

g(o, P)z cx"ymz'e‘“’z [A25]

donde F tiene tres componentes X, y y z. a. es una constante que determina el tamafio

. - ., . —r . . .
(radio) de la funcién. En una funcién gaussiana, e " es multiplicado por potencias (a

veces 0) de X, Y Yy z, y una constante de normalizacién, de forma que:

Jor =1 [A26]

todoelespacio

asi, ¢ depende de a, I, my n. Las funciones de base estdn compuestas de combinaciones

lineales de primitivas gaussianas, y tienen esta forma:

L= DG [A27]
p

donde los coeficientes dy, son constantes fijas para cada conjunto de bases. Asi,

finalmente, expresamos los orbitales moleculares como sigue:

di = Y Cuiy =Zcm[2dppgp] [A28]
4 0 p

¥7's, F. Boys, Proc. R. Soc. London, Ser. A 1950, 200, 542-554.
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El principio variacional.*®® El problema entonces es obtener los coeficientes de
expansion de los orbitales moleculares, c,. Para ello, la teoria de Hartree-Fock
aprovecha el principio variacional, que establece que para el estado fundamental de
cualquier funcién normalizada antisimétrica de las coordenadas electronicas, que
denotaremos por Z, el valor esperado para la energia correspondiente a = siempre debe

ser mayor que la energia de la funcion de onda exacta:

E(2)>E (¥): E4 ¥ [A29]

Es decir, que la energia de la funcién de onda exacta sirve como limite inferior
de las energias calculadas para otras funciones antisimétricas normalizadas. Asi, el
problema se reduce a encontrar la serie de coeficientes que minimizan la energia de la

funcion de onda resultante.

Ecuaciones de Roothaan-Hall.**® El principio variacional conduce a la

siguiente ecuacion obtenida por Roothaan y Hall, que vemos en su forma matricial:

FC =SCe¢ [A30]

Es conocida habitualmente como ecuacion secular. En ella, € es una matriz
diagonal de energias de los orbitales, en la que cada uno de sus elementos &; es la
energia de uno de los orbitales monoelectronicos que componen y;i; F es la llamada

matriz de Fock, y representa el efecto promediado del campo formado por todos los

188 | N. Levine, Quimica Cuantica, 1% ed.; AC: Madrid, 1977; p188.

169 (@) C. C. Roothaan, J. Rev. Mod. Phys. 1951, 23, 69-89. (b) G. G. Hall, Proc. R. Soc. London 1951,
A205, 541-542.
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electrones sobre cada orbital; S es la matriz de solapamiento, que indica el solapamiento
entre orbitales; y C es la matriz de coeficientes. Dado que tanto la matriz de Fock como
los orbitales dependen de los coeficientes de expansion de los orbitales moleculares, la
ecuacion [A30] no es lineal, y debe ser resuelta mediante iteraciones, segin el método
del Campo Autoconsistente (Self-Consistent Field, SCF).!”® Cuando alcanza los
criterios de convergencia, la energia se encuentra en un minimo, y los orbitales generan
un campo que produce esos mismos orbitales, 1o que explica el nombre del método. La
solucion produce un conjunto de orbitales, tanto ocupados (¢ij.) como virtuales (no

funciones de base utilizadas.

La matriz de Fock incluye un término que corresponde a las integrales de
repulsion bielectronicas. Segun el proceso de Hartree-Fock, para cada electrén se toma
el resto de electrones como una distribucién promediada, no se incluye una interaccion
instantanea entre electrones. Los métodos de mayor nivel teérico intentan remediar este

desprecio de la llamada correlacion electronica de distintas formas.
La estrategia general utilizada en el método SCF es la siguiente:

- Evaluar las integrales. En un algoritmo convencional, estan almacenadas en el
disco, desde el que se leen para cada iteracion. En un algoritmo directo, se

calculan varias integrales a la vez mientras se forma la matriz de Fock.

- Construir la matriz de densidad (que forma parte de la matriz de Fock)

tomando inicialmente coeficientes de orbitales moleculares arbitrarios.
- Formar la matriz de Fock.

- Resolver la matriz de densidad.

1705 M. Blinder, Am. J. Phys. 1965, 33, 431-443.
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- Comprobar si se ha alcanzado la convergencia. Si falla, empezar la siguiente
iteracidn. Si se consigue, continuar con otras partes del calculo, tales como un

analisis de poblacion.

A.3. Métodos de correlacion electrénica.

Como ya se ha mencionado, la teoria de Hartree-Fock realiza un tratamiento
defectuoso de la correlacion entre los movimientos de los electrones de un sistema
molecular, especialmente entre electrones con espin opuesto. Cuando la teoria de
Hartree-Fock cumple el requerimiento de que || sea sensible al intercambio de dos
electrones haciendo que la funcion de onda sea antisimeétrica, incluye efectos de
correlacion debidos a electrones con el mismo espin. Sin embargo, no considera el
movimiento de electrones con espin opuesto. Los métodos que van mas alla del método
SCF al intentar tratar de forma adecuada este fendmeno se llaman métodos de
correlacion electronica (a pesar de que la teoria de Hartree-Fock incluye algunos efectos

de correlacion) o métodos post-SCF.

A.3.1. Métodos ab initio.

Interaccién de Configuraciones (CI).}"* Los métodos CI comienzan negando
la asuncidn de la teoria de Hartree-Fock de que la funcién de onda exacta ¥ puede ser
expresada como un sélo determinante. Se construye otro determinante reemplazando

uno o mas orbitales ocupados del determinante de Hartree-Fock por un orbital virtual.

1 (3) S. F. Boys, G. B. Cook, C. M. Reeves e I. Shavitt, Nature 1956, 178, 1207-1209. (b) J. A. Pople, R.
Seeger y R. Krishnan, Int. J. Quant. Chem. Symp. 1977, 11, 149. (c) R. Krishnan, H. B. Schlegel y J. A.
Pople, J. Chem. Phys. 1980, 72, 4654-4655. (d) K. Raghavachari y J. A. Pople, Int. J. Quant. Chem. 1981,
20, 167.
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En una sustitucion sencilla, un orbital virtual, digamos ¢, reemplaza a un orbital
ocupado ¢; dentro del determinante. Esto equivale a excitar un electron a un orbital de
mayor energia. De forma similar, en una sustitucion doble, dos orbitales ocupados son
reemplazados por orbitales virtuales: ¢; por ¢a Y ¢; por ¢p. En las sustituciones triples se

intercambian tres orbitales, y asi sucesivamente.

CI completo.”® EI método CI completo forma la funcién de onda y como
combinacion lineal del determinante de Hartree-Fock y de todos los posibles

determinantes sustituidos:

v =boyo + stWs [A31]
s>0
en la que el término con subindice cero constituye el nivel de teoria Hartree-Fock, y s
representa todas las posibles sustituciones. La resolucién de esta ecuacion permite

obtener los coeficientes b, de nuevo minimizando la energia de la funcion de onda.

El significado fisico de la ecuacion [A31] es que ésta es una mezcla de todos los
estados electronicos posibles de la molécula, cada uno de los cuales tiene, segun las
leyes de la mecanica cuantica, alguna posibilidad de existir. ClI completo es el
tratamiento no relativista del sistema molecular mas completo que es posible realizar,
dentro de las limitaciones que impone el conjunto de bases elegido. Representa los
posibles estados cuanticos del sistema al determinar la densidad electrénica de acuerdo
con la definicion (y restricciones) del conjunto de bases utilizado. Por ello este método,

si se combinara con un conjunto de bases infinitamente flexible, mas alla de los de alto

172 p_ Cérsky, Encyclopedia of Computational Chemistry; P. v. R. Schleyer, N. L. Allinger, T. Clark, J.
Gasteiger, P. A. Kollman, H. F. Schaefer I11 y P. R. Scheiner, Eds.; Wiley: Chichester, 1998; p 486.
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momento angular (que se comentardn mas adelante), llegaria a la solucién exacta de la

ecuacion de Schrodinger no relativista e independiente del tiempo.

Interaccién de Configuraciones limitada. EI método ClI completo, sin
embargo, tiene un coste computacional muy elevado, por lo que no es préactico mas que
para los sistemas muy pequefios. Los métodos Cl que se utilizan en la practica
aumentan el nivel Hartree-Fock afiadiendo un numero limitado de sustituciones. Por

ejemplo, el método CIS'"

afiade excitaciones sencillas al determinante de Hartree-Fock,
CID'"* afiade excitaciones dobles, CISD'"* sencillas y dobles, CISDT sencillas, dobles y
triples, y asi sucesivamente. Una desventaja de estos métodos CI limitados es que no
son consistentes respecto al tamafio. Para corregir esta deficiencia se desarrolld el
método de Interaccién de Configuraciones Cuadrética (QCI).""* ElI método QCISD*"™
afiade nuevos términos al CISD para restablecer la consistencia respecto al tamafio. De
igual forma, hay métodos QCISD(T),}"® que afiade sustituciones triples al QCISD,

QCISD(TQ)*™ también con cuédruples, etc.

Teoria de perturbaciones de Maller-Plesset.!”” Se basa en la division del
hamiltoniano en dos partes:

H = Ho + AV [A32]

173 . B. Foresman, M. Head-Gordon, J. A. Pople y M. J. Frisch, J. Phys. Chem. 1992, 96, 135-149.
174 3. A. Pople, M. Head-Gordon y K. Raghavachari, J. Chem. Phys. 1987, 87, 5968-5975.
17> K. Raghavachari, J. A. Pople, E. S. Replogle y M. Head-Gordon, J. Phys. Chem. 1990, 94, 5579-5586.

176 ). Gauss y C. Cremer, Chem. Phys. Lett. 1988, 150, 280-286. (b) E. A. Salter, G. W. Trucks y R. J.
Bartlett, J. Chem. Phys. 1989, 90, 1752-1766.

17.C. Maller y M. S. Plesset, Phys. Rev. 1934, 46, 618-622.
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de tal forma que Ho tenga solucion exacta. AV es una perturbacion aplicada a Ho, que se
asume que es una correccion comparativamente muy pequefia (no confundir el operador
V con la energia potencial, no tiene ninguna relacion). Esta asuncion sugiere que la
funcién de onda perturbada y la energia pueden ser expresadas como series de

potencias, lo que se hace habitualmente con el parametro A:

v =y @ 1y ® 422y @ 3@ 4

A33
E=EQ+2E® +22E@ 1230 + A%

La funciéon de onda perturbada y la energia se sustituyen en la ecuaciéon de

Schrédinger:

(Ho +AV)(y @ + 0y ® + ) = (EO@ +2ED + )y @ +ay® +..) [A34]

Tras realizar el desarrollo de esta ecuacion e igualar los coeficientes a cada lado
de ésta para cada potencia de A, se llega a una serie de relaciones que sucesivamente
van aumentando de orden de perturbacién. Las tres primeras, para potencias 0, 1y 2 de

A, son:

(Ho—E@)y® =0
(Ho —E@)y® = (ED -v)y© [A35]
(Ho —E@)y@ = (ED —v)y® + E@y©

Esto corresponde a la teoria general de perturbaciones. En el caso particular de
la teoria de Magller-Plesset, se define Hy como la suma de los operadores
monoelectrénicos de Fock:
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Ho =D F [A36]

El determinante de Hartree-Fock y todos los determinantes sustituidos son
funciones propias de Ho; éstas son las soluciones para la parte del hamiltoniano dividido

para el que tenemos una solucién. Asi,

Hows = Esws [A37]

para todas las funciones de onda con determinante sustituido. Considerando paso a paso
las relaciones que establece la ecuacién [A35], se obtiene que E© es la suma de las
energias de los orbitales:

EQ =D [A38]
i
y la suma de E@ y E® es la energia de Hartree-Fock. Asi, E® es la primera energia que
afiade una perturbacion a la de Hartree-Fock. Es no nula solamente cuando las
sustituciones son dobles, lo que significa fisicamente que todas las interacciones entre
electrones se producen entre pares. Esta energia minimizada es la que proporciona el
método MP2.* Mediante un proceso similar pero mas complicado, se obtienen

correcciones de energia de tercer y cuarto orden (MP3,*"1*178 Mp41™).

178 5. A. Pople, J. S. Binkley y R. Seeger, Int. J. Quant. Chem. Symp. 1976, 10, 1.

¥ R, Krishnan y J. A. Pople, Int. J. Quant. Chem. 1978, 14, 91.
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A.3.2. Teoria de funcionales de densidad (DFT, Density Functional Theory).

Los métodos basados en esta teoria®* derivan de avances en la mecanica cuantica
de los afios veinte, especialmente el modelo de Thomas-Fermi-Dirac,’*® y de los
trabajos fundamentales de Slater en quimica cuéantica en los cincuenta.'® Esta
aproximacion considera la correlacion electrénica a través de funcionales de la densidad
electronica. Un funcional es una definicion cuya definicidn es en si misma otra funcion;
en otras palabras, es una funcion de una funcion. Sus origenes modernos se remontan al

teorema de Hohenberg-Kohn,**?

publicado en 1964, que demostré que hay un Unico
funcional que determina exactamente la energia y la densidad electronica del estado
fundamental. Sin embargo, el teorema no proporciona la forma de este funcional, sélo

su existencia.

Siguiendo el trabajo de Kohn y Sham,*™® los funcionales aproximados empleados

por los métodos DFT actuales dividen la energia electrénica en varios términos:

E=E"+EV+E +E* [A39]

donde E" es el término de energia cinética (que proviene del movimiento de los
electrones), EV incluye términos que describen la energia potencial de la atraccién
nticleo-electrén y la repulsion entre pares de ndcleos, E’ es el término de repulsién entre
electrones (también llamado repulsién coulombiana de la densidad electrénica) y EX es

el término de correlacion-intercambio, que incluye el resto de las interacciones entre

180 (q) L. H. Thomas, Proc. Camb. Phil. Soc. 1927, 23, 542-548. (b) E. Fermi, Rend. Accad. Lincei 1927,
6, 602-607. (c) P. A. M. Dirac, Proc. Camb. Phil. Soc. 1930, 26, 376-385.

181 3. C. Slater, Phys. Rev. 1951, 81, 385-390.
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electrones. Todos los términos, excepto la repulsion entre nucleos, son funcion de p, la
densidad electrénica. La suma E' + EY + E’ corresponde a la energia clasica de la
distribucién de carga p. E*© engloba los restantes términos de la energia: la energfa de
intercambio que proviene de la antisimetria de la funcion de onda y la correlacion

dindmica en los movimientos individuales de los electrones.

Hohenberg y Kohn demostraron que E*© viene determinado en su totalidad por
la densidad electrénica, lo que equivale a decir que es un funcional de ésta. En la

EXC

practica, se suele tomar de forma aproximada, como una integral de las densidades

de espin y de sus gradientes:

() = [(pu 0y (). Vp (B, Vo (P [A40]

Se utiliza p,, para referirse a la densidad de espin o, pg para la densidad de espin By p

para la densidad electronica total (p,, + pg).

E*© suele dividirse en dos partes, a las que se llama partes de intercambio y de
correlacion, que en realidad corresponden a interacciones con igual y con distinto espin,

respectivamente:

EXC (p) =E" (p) + E° () [A41]

Los tres términos son también funcionales de la densidad electrdnica, y a los dos

EXC

que definen las dos partes de por separado se les llama funcionales de intercambio

y de correlacion, respectivamente. Ambos pueden ser a su vez de dos tipos: funcionales
locales, que s6lo dependen de la densidad electrénica p, y funcionales con correccion de

gradiente o no locales, que dependen tanto de p como de su gradiente, Vp. Se han
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definido distintos funcionales de todos estos tipos, entre los que destacan el funcional de
intercambio con correccién de gradiente de Becke,'®? basado en el funcional local LDA
(local density approximation), y los funcionales de correlacion con correccion de

32b,183

gradiente de Lee, Yang y Parr (LYP) y Perdew-Wang (del que hay méas de una

version)."®* Los métodos DFT puros pueden combinar un funcional de intercambio y

P,32b'182

uno de correlacion, como ocurre con el conocido método BLY en el que se

utilizan los funcionales de Becke y de Lee, Yang y Parr.

Funcionales hibridos. En la actualidad se realizan calculos DFT
autoconsistentes de forma iterativa, de forma analoga a la metodologia de la teoria
Hartree-Fock. La teoria de Hartree-Fock incluye también un término de intercambio
como parte de su formulacion. Hace unos afios, Becke formuld funcionales que incluyen
una mezcla de intercambio Hartree-Fock y DFT y correlacién DFT, definiendo E*©

como sigue:

E™ hibrido = ik E ™ + Corr EX“pr [A42]

donde los términos ¢ son constantes. Se puede definir un funcional tipo Becke de tres

parametros por medio de esta expresion:3?

182 A, D. Becke, Phys. Rev. A 1988, 38, 3098-3100.
183 B, Miehlich, A. Savin, H. Stoll y H. Preuss, Chem. Phys. Lett. 1989, 157, 200-206.

184 (@) K. Burke, J. P. Perdew y Y. Wang, Electronic Density Functional Theory: Recent Progress and
New Directions; J. F. Dobson, G. Vignale y M. P. Das, Eds.; Plenum: Nueva York, 1998. (b) J. P.
Perdew, Electronic Structure of Solids‘ 91; P. Ziesche y H. Eschrig, Eds.; Akademie Verlag: Berlin,
1991; p 11. (c) J. P. Perdew y Y. Wang, Phys. Rev. B 1992, 45, 13244-13249. (d) J. P. Perdew, J. A.
Chevary, S. H. Vosko, K. A. Jackson, M. R. Pederson, D. J. Singh y C. Fiolhais, Phys. Rev. B 1992, 46,
6671-6687. (€) J. P. Perdew, J. A. Chevary, S. H. Vosko, K. A. Jackson, M. R. Pederson, D. J. Singhy C.
Fiolhais, Phys. Rev. B 1993, 48, 11638-11645. (f) J. P. Perdew, K. Burke y Y. Wang, Phys. Rev. B 1996,
54, 16533-16539.
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EXCB3LYP =EXpa + Co (EXHF - EXLDA) + Cx AE"ggg + ECVWN3 + Cc (ECLYP - ECVWN3) [A43]

Aqui, el parametro co permite ponderar la proporcion a utilizar del intercambio
local Hartree-Fock y LDA. Ademas, se incluye la correccién de gradiente de Becke al
intercambio LDA, AE™ggs. También toma el funcional de correlacién local VWN3,*®
muy parecido al no local de Perdew y Wang, y puede ser corregido con correlacion LYP
mediante el parametro cc. En el funcional B3LYP, los valores de estos pardmetros

fueron especificados por Becke, y son ¢o = 0,20, cx = 0,72y cc = 0,81.%%

De igual forma, se pueden construir diferentes funcionales variando sus
componentes y ajustando los valores de los parametros. Por ejemplo, se obtiene el
funcional B3PW91 sustituyendo el componente LYP por el de Perdew y Wang de 1991.

Ademas del método a utilizar en un célculo computacional, como se ha visto es
importante también la eleccion del conjunto de bases, que también influye en gran

medida en la precision y coste computacional del calculo.

A.4. Tipos de conjuntos de bases.

Conjuntos de bases minimos. Contienen el nimero minimo de funciones de
base requeridas para cada atomo. Cada orbital viene representado por una funcion de
base. Por ejemplo, en el atomo de hidrdgeno, seria 1s, y en el de carbono, 1s, 2s, 2py,

2py Yy 2p,. Los conjuntos de bases minimos utilizan orbitales de tamafio fijo, el cual

1855, H. Vosko, L. Wilk y M. Nusair, Can. J. Phys. 1980, 58, 1200-1211.
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varfa segun el tipo de atomo. El conjunto STO-3G,**® por ejemplo, usa tres primitivas
gaussianas para cada funcion de base (3G); STO significa “orbitales de tipo Slater”.
Como ya hemos dicho que se prefiere el uso de funciones gaussianas a las de tipo

Slater, estas Ultimas se aproximan mediante funciones gaussianas.

Conjuntos de bases split valence. La primera forma de incrementar el tamafo
de un conjunto de bases es aumentar el nimero de funciones de base por atomo. En los
conjuntos de bases de este tipo, como son 3-21G™®" y 6-31G,®® hay dos o mas tamafios
de funciones de base por cada orbital. Por ejemplo, el atomo de carbono esta
representado por 1s, 2s, 2s', 2py, 2px, 2Py, 2py’, 2P, Y 2p;, donde los orbitales marcados
0 no con ' (prima) son de diferente tamafio. Los conjuntos de bases doble zeta forman

los orbitales moleculares mediante combinaciones lineales de dos tamafios de funciones

186 (@) W. J. Hehre, R. F. Stewart y J. A. Pople, J. Chem. Phys. 1969, 51, 2657-2664. (b) J. B. Collins, P.
v. R. Schleyer, J. S. Binkley y J. A. Pople, J. Chem. Phys. 1976, 64, 5142-5151.

187 (a) J. S. Binkley, J. A. Pople y W. J. Hehre, J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 939-947. (b) M. S. Gordon,
J. S. Binkley, J. A. Pople, W. J. Pietro y W. J. Hehre, J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 2797-2803. (c) W. J.
Pietro, M. M. Francl, W. J. Hehre, D. J. Defrees, J. A. Pople y J. S. Binkley, J. Am. Chem. Soc. 1982,
104, 5039-5048. (d) K. D. Dobbs y W. J. Hehre, J. Comp. Chem. 1986, 7, 359. (e) K. D. Dobbs y W. J.
Hehre, J. Comp. Chem. 1987, 8, 861-879. (f) K. D. Dobbs y W. J. Hehre, J. Comp. Chem. 1987, 8, 880-
893.

188 (@) R. Ditchfield, W. J. Hehre y J. A. Pople, J. Chem. Phys. 1971, 54, 724-728. (b) W. J. Hehre, R.
Ditchfield y J. A. Pople, J. Chem. Phys. 1972, 56, 2257-2261. (c) P. C. Hariharan y J. A. Pople, Theo.
Chim. Acta 1973, 28, 213-218. (d) P. C. Hariharan y J. A. Pople, Mol. Phys. 1974, 27, 209. (e) M. S.
Gordon, Chem. Phys. Lett. 1980, 76, 163-168. (f) M. M. Francl, W. J. Pietro, W. J. Hehre, J. S. Binkley,
D. J. DeFrees, J. A. Pople y M. S. Gordon, J. Chem. Phys. 1982, 77, 3654-3665. (g) R. C. Binning Jr. y L.
A. Curtiss, J. Comp. Chem. 1990, 11, 1206-1216. (h) J.-P. Blaudeau, M. P. McGrath, L. A. Curtiss y L.
Radom, J. Chem. Phys. 1997, 107, 5016-5021. (i) V. A. Rassolov, J. A. Pople, M. A. Ratner y T. L.
Windus, J. Chem. Phys. 1998, 109, 1223-1229. (j) V. A. Rassolov, M. A. Ratner, J. A. Pople, P. C.
Redferny L. A. Curtiss, J. Comp. Chem. 2001, 22, 976-984.
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de base por cada orbital atémico. De forma similar, los triple zeta, como 6-311G,*°

utilizan tres tamarios de funciones para cada tipo de orbital.

Conjuntos de bases polarizados. Los conjuntos de bases split valence permiten
a los orbitales cambiar de tamafio, pero no de forma. Los conjuntos de bases polarizados
eliminan esta limitacion afiadiendo orbitales con momento angular mas alla del
requerido para el estado fundamental en la descripcion de cada atomo. Por ejemplo,
estos conjuntos de bases afiaden funciones d a los atomos de carbono y funciones f a los
metales de transicion, y algunos de ellos afiaden funciones p a los &tomos de hidrdgeno.

Un ejemplo es el conjunto de bases 6-31G(d), también conocido como 6-31G*,*
que es el que hemos utilizado habitualmente en esta Tesis Doctoral. Su nombre indica
que es el conjunto de bases 6-31G con funciones d afiadidas a los 4&tomos pesados
(&tomos del segundo periodo en adelante que en su estado fundamental tienen los
orbitales d vacios). El uso de este conjunto de bases es muy comdn en el estudio de
sistemas de tamafio pequefio y mediano. Otro conjunto de bases polarizado muy popular
es el 6-31G(d,p) o 6-31G** *® que afiade funciones p a los 4&tomos de hidrégeno ademas
de las d en 4&tomos pesados.

Funciones difusas. Son versiones en gran tamafio de las funciones tipo s y p.
Permiten que los orbitales ocupen una region del espacio mayor. Los conjuntos de bases
con funciones difusas son importantes en sistemas en los que los electrones estan
relativamente lejos del nucleo: moléculas con pares de electrones libres, aniones y otros
sistemas con carga negativa significativa, sistemas en sus estados excitados, sistemas

con bajo potencial de ionizacion, etc.

189 (@) R. Krishnan, J. S. Binkley, R. Seeger y J. A. Pople, J. Chem. Phys. 1980, 72, 650-654. (b) A. D.
McLean y G. S. Chandler, J. Chem. Phys. 1980, 72, 5639-5648.
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El conjunto de bases 6-31+G(d) es el 6-31G(d) con funciones difusas afiadidas a
los 4tomos pesados. El 6-31++G(d) afiade funciones difusas también a los 4&tomos de

hidrogeno, aunque en este caso su uso raramente produce una diferencia significativa.

Conjuntos de bases con alto momento angular. Incluso los conjuntos de bases
mayores son practicos en la actualidad para muchos sistemas. Estos afiaden maltiples
funciones de polarizacion por cada atomo a los conjuntos de bases triple zeta. Por
ejemplo, el 6-31G(2d) afiade dos funciones d por cada atomo pesado en lugar de uno,
mientras que el 6-311++G(3df,3pd) afiade funciones difusas tanto en atomos pesados
como en hidrégenos, y multiples funciones de polarizacion: tres funciones d y una f en
atomos pesados Yy tres funciones p y una d en atomos de hidrogeno. Estos conjuntos de
bases son Utiles para describir las interacciones entre electrones en métodos de

correlacion electrénica; generalmente no son necesarios en calculos HF.
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B. Graficos adicionales.

B.1. Gréficos de energia frente al angulo diedro ¢.
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Figura 87. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) con el &ngulo diedro ¢
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Figura 88. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) con el &ngulo diedro ¢

de la E- y Z-N-(1-metilbencil)acetamida (9) a nivel PM3.
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Figura 89. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) con el &ngulo diedro ¢
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Figura 90. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) con el &ngulo diedro ¢
de la E- y Z-N-(1-metilbencil)formamida (24) a nivel PM3.
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Figura 91. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) con el angulo diedro ¢
de la E- y Z-N-bencilformamida (25) a nivel PM3.
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Figura 92. Variacion del calor de formacion (kcal/mol) con el angulo diedro ¢
de la E- y Z-N-difenilmetilformamida (26) a nivel PM3.
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B.2. Gréficos de energia frente al angulo diedro .
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Figura 93. Variacion de la energia frente al &ngulo de torsion y de los isomeros E/Z

de la N-isopropilacetamida (8) a nivel B3LYP/6-31G*.
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Figura 94. Variacion de la energia frente al &ngulo de torsion y de los isomeros E/Z
de la N-isopropilpropionamida (33) a nivel B3LYP/6-31G*.
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Figura 95. Variacion de la energia frente al &ngulo de torsion y de los isomeros E/Z
de la N-isopropilisobutiramida (36) a nivel B3LYP/6-31G*.
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Figura 96. Variacion de la energia frente al &ngulo de torsion y de los isomeros E/Z
de la N-etil-2-fenilpropionamida (38) a nivel B3LYP/6-31G*.
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Figura 97. Variacion de la energia frente al &ngulo de torsion y de los isomeros E/Z
de la N-isopropil-2-fenilpropionamida (39) a nivel B3LYP/6-31G*.
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C. Resultados obtenidos al sustituir la ecuacion [11] por la
[12].

Como ya se ha comentado, los parametros de ajuste para la ecuacion [11] se
calcularon también en DMSO-dg y D0 liberando la pendiente de la recta, con lo que se
Ilegd a la ecuacion [12], cuyos parametros se recogen en la Tabla 26 (en la que, como se

ve, mejora ligeramente la desviacion estandar de la regresion en D,O (0,12 frente a
0,16, ver también Tabla 22).

on = a+ b cos’(a-35)/d [12]

Tabla 26. Parametros de la ecuacion [12].

Disolvente  a b rr Syx

CDCl, 169 2,16 094 0,08
DMSO-ds 152 2,02 082 0,14
DO 1,75 1,40 0,76 0,12

La Figura C1 muestra el ajuste alcanzado en D,O cuando se libera la ordenada

en el origen y la pendiente:

253



MENU SALIR

APENDICE C
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cos?(a-35)/d

Figura C1. Correlacion entre oy, y la funcion cos?(a—35)/d para las
amidas 2, 7-11, 21-28 y 30 en D,0.

De este ajuste proceden los parametros a y b para D,O de la ecuacién [12]. Al

incorporar esta ecuacion [12] para DO a la ecuacion [18], se obtuvieron las ecuaciones
[C1]y[C2]

Scalc = 2,64 + og + 1,40 cos’(a—35)/d + 0,74 cos’[(y-10)/2]/d’ [C1]

OR = Sobs - (2,64 + 1,40 cos*(a—-35)/d + 0,74 cos?[(y-10)/2]/d") [C2]

Calculando con esta Ultima el valor de or para cada aminoacido, se obtuvieron
los resultados mostrados en la Tabla C1:
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Tabla C1. Valores de or promedio calculados para cada aminoécido.

Aminoécido Residuos medidos o promedio
Alanina ALA 151 0,70
Arginina ARG 113 0,76

Asparagina ASN 77 1,14
Acido aspartico ~ ASP 119 1,07
Cisteina CYS 35 1,19
Glutamina GLN 111 0,65
Acido glutamico GLU 149 0,72
Glicina GLY 118* 0,57
Histidina HIS 39 1,05
Isoleucina ILE 124 0,61
Leucina LEU 187 0,86

Lisina LYS 138 0,78

Metionina MET 40 0,71

Fenilalanina PHE 74 1,22
Prolina PRO 97 0,95
Serina SER 128 1,01
Treonina THR 113 0,89
Triptéfano TRP 19 0,96
Tirosina TYR 63 1,18
Valina VAL 140 0,69

* Para la glicina el nimero de protones medidos es 236.

APENDICE C

Tras obtener el og promediado para cada aminoéacido, se utilizé este valor en la

ecuacion [C1] para el célculo del desplazamiento, que como ya se anticipd produjo

resultados muy similares a los de la ecuacion [21]. En la Tabla C2 pueden observarse

los valores obtenidos por aminoacido:

255



APENDICE C

MENU SALIR

Tabla C2. Error promedio (ppm) y datos estadisticos para cada aminoacido.

Aminoécido Sobs =Ocatlc  SDobs.  SDearc.  Error promedio* SD R medidos
Alanina ALA 4,24 0,46 0,27 0,38 0,35 151
Arginina ARG 4,29 044 0,27 0,42 0,29 113

Asparagina ASN 4,64 0,39 0,46 0,34 0,28 77
Acido aspartico ~ ASP 4,59 033 0,34 0,31 0,23 119

Cisteina CYs 4,70 060 0,33 0,55 0,34 35
Glutamina GLN 4,19 0,37 0,33 0,33 0,28 111
Acido glutimico GLU 4,26 045 0,29 0,40 0,33 149
Glicina GLY 3,94 052 0,56 0,34 0,36 118*

Histidina HIS 4,54 052 0,39 0,45 0,35 39
Isoleucina ILE 4,13 0,63 0,19 0,60 0,39 124
Leucina LEU 4,39 052 0,28 0,49 0,35 187

Lisina LYS 4,30 045 0,35 0,41 0,29 138

Metionina MET 4,26 064 0,19 0,53 0,46 40

Fenilalanina PHE 4,73 0,67 0,29 0,64 0,40 74
Prolina PRO 4,42 0,36 0,19 0,30 0,30 97
Serina SER 4,50 046 0,34 0,41 0,32 128
Treonina THR 4,42 0554 0,26 0,49 0,38 113
Triptofano TRP 4,49 047 042 0,45 0,33 19
Tirosina TYR 4,67 058 0,27 0,52 0,39 63
Valina VAL 4,20 0,68 0,20 0,64 0,41 140
TOTAL** 4,24 0,46 0,27 0,44 0,36 2153

*z(|80bs - 8calc|)/n-

Por (ltimo,

porcentaje de aminoacidos medidos cuyas diferencias entre desplazamiento calculado y

** Calculado para los 2153 aminoacidos considerados, de forma individual.

la Figura C2 muestra, en sucesivos intervalos de 0,1 pm, el

observado (|6caic — dobs|) Se encuentran en cada uno de esos intervalos.

256



APENDICE C

62'c-02'C
61°2-0T'C
60'2-00'C
66'T-06'T
68'T-08'T
6L'T-0LT
69'T-09'T
6S'T-0G'T
6v'T-0v'T
6€'T-0€'T
62'T-02'T
6T'T-0T'T
60'T-00'T
66°0-06'0
68'0-08'0
6.0-0L°0
69'0-09'0
65'0-0S'0
67'0-0%'0
6€'0-0€'0
62'0-02'0
6T°0-0T°0
60'0-00°0

Intervalo de |8¢qic - Sobs|

alejusoalod

‘l Porcentaje de aminoacidos B Acumulado ‘

Figura C2. Porcentaje de aminoacidos en cada intervalo de error cometido en el calculo.
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