Investigacion Quimica

iDisolvente fuera!: azlicares en fase gas
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Resumen: Presentamos diversas estrategias de la Quimica-Fisica para el estudio en fase gas de monosacaridos, glicanos y complejos modelo
glicano-proteina, basadas en el uso de espectroscopias de alta resolucion laser y microondas. Estos estudios espectroscopicos son posibles
gracias al desarrollo de las técnicas de vaporizacion laser, que evitan la descomposicion de muestras termolabiles. El potencial de estos
métodos experimentales se ilustra con diversos problemas relativos a conformacion, polimerizacion, solvatacion y agregacion intermolecular.
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Abstract: We present Physical Chemistry strategies for the gas-phase study of monosacharides, glycans and glycan-protein model complexes
based on high-resolution laser and microwave spectroscopies. Spectroscopy is supported by sugar vaporization using laser ablation, avoiding
sample decomposition. The potential of these experimental methods is illustrated with different problems concerning conformation, polyme-

rization, solvation and molecular aggregation.
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Introduccion

Los azucares son moléculas extremadamente versatiles
que pueden adoptar multiples funcionalidades biologicas
y que se encuentran ampliamente distribuidas en la natu-
raleza. Su importancia justifica la acuflacion del término
Glicobiologia,' un 4rea de las ciencias bioquimicas que pre-
tende unificar la Quimica tradicional de carbohidratos y el
estudio de su estructura, biosintesis y aplicaciones bioquimi-
cas y biotecnologicas. Dentro de este inmenso campo nuestro
interés se centra en los bloques mas sencillos que conforman
las estructuras macromoleculares de los seres vivos. Esta
escala reducida permite una descripcion molecular muy deta-
llada, pudiendo establecer las bases del funcionamiento de
sistemas mas complejos. Estos trabajos tienen cuatro puntos
destacados: el estudio de los problemas de conformacion,
reactividad, solvatacion y reconocimiento molecular. Todos
estos aspectos han sido abordados con técnicas muy diversas.
En este articulo pretendemos ilustrar la contribucion de los
métodos de la Quimica-Fisica a la resolucion de problemas
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estructurales en la Quimica de los azucares desde un punto
de vista molecular.

La palabra clave de la metodologia quimico-fisica es des-
agregacion. Al contrario de los estudios en disolucion o en el
medio cristalino, que examinan las propiedades de un sistema
en interaccion con una infinidad de moléculas vecinas (ya
sea el propio disolvente o ellas mismas), los estudios en fase
gaseosa permiten aislar una sola molécula, pudiendo analizar
sus propiedades individuales sin ninguna interferencia.>? Es
obvio que la fase gas esta muy alejada del medio fisiologico o
bioldgico donde las moléculas ejercen su funcion. Sin embar-
g0, ofrece varias ventajas unicas. En primer lugar, proporcio-
na una descripcion detallada de las propiedades estructurales
intrinsecas. Cada molécula puede presentar a su vez multiples
conformaciones, que representan una “fotografia instantanea”
de sus disposiciones espaciales preferentes (los puntos mas
estables de la superficie de energia potencial). Estructura y
conformacion ponen de manifiesto los factores internos que
gobiernan la estabilidad del sistema. De esta forma, pode-
mos detectar la presencia de efectos intramoleculares como
los enlaces de hidrogeno o las interacciones entre orbitales
(estereoelectronicas) como el efecto anomérico, normalmente
enmascarados en fases condensadas. Por otra parte, la fase
gas permite el estudio de interacciones intermoleculares a la
carta, seleccionando, bien la formacion controlada de agrega-
dos intermoleculares, o bien la interaccion a través de fuerzas
especificas que involucren a grupos funcionales de interés.
Asi, por ejemplo, podemos controlar la formacion de agrega-
dos microsolvatados con un cierto nimero de moléculas de
agua, o generar complejos entre dos moléculas cualesquiera.
La formacion de complejos intermoleculares generalmente
esta controlada por interacciones débiles no covalentes (que
no dan lugar a enlaces quimicos), como por ejemplo, enlaces
de hidrégeno o interacciones dispersivas.* Los complejos
intermoleculares constituyen asi modelos a escala reducida
que reproducen las interacciones locales que tienen lugar en
sistemas mucho mas grandes, como puede ser la union entre
un glicano y una proteina. Esta aproximacion reduccionista se
justifica también por la pequefia magnitud de las interaccio-
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nes no covalentes (< 20 kJ mol-") y por la propia complejidad
de muchos sistemas bioquimicos (donde visualizamos un
sumatorio de muchos factores quimicos), que resultarian ina-
bordables mediante técnicas de alta resolucion. Otro aspecto
de los estudios en fase gas es la posibilidad de comparar
directamente sus resultados con las predicciones tedricas.’
De esta comparacion se obtiene un doble beneficio, ya que
es posible calibrar los métodos tedricos con medidas expe-
rimentales y, por otra parte, permite establecer qué modelos
serian mas apropiados para la investigacion de otros sistemas
de tamafio semejante o con determinadas interacciones inter-
moleculares. La descripcion que proporcionan los estudios en
fase gas es una vision complementaria a los estudios en fases
condensadas (p.e. RMNC o difraccion de rayos X7), aportando
un punto de vista alternativo para comprender en su totalidad
las propiedades y funcionalidades bioldgicas.

En este articulo presentaremos técnicas experimentales
empleadas en el estudio de problemas moleculares de la
Quimica de azucares. Posteriormente sefalaremos algunos
ejemplos relevantes en orden de complejidad creciente,
comenzando con los bloques estructurales mas sencillos,
los monosacaridos, y progresando hacia especies de mayor
tamafio, como glicanos, sus hidratos y complejos intermo-
leculares representativos de las uniones azucares-proteinas.
Destacaremos en cada punto qué informacion quimica
puede obtenerse y qué problemas se plantean cara a futuros
estudios.

Caja de herramientas (... espectroscopicas)

Los medios experimentales desarrollados en nuestro
trabajo estan basados en técnicas espectroscopicas de alta
resolucion, que utilizan la interaccion entre la radiacion
electromagnética y la materia para desentrafiar las propie-
dades moleculares. Las técnicas espectroscopicas incluyen
multiples variantes atendiendo al tipo de radiacién y a los
procesos de absorcion/emision/dispersion observados. En
este articulo presentaremos dos tipos de métodos espec-
troscopicos ain poco empleados en Espaiia, incluyendo las
técnicas de espectroscopia laser electronico-vibracional® %10
y la espectroscopia de rotaciéon molecular en la region de
microondas.!’"'> Ambas técnicas tienen en comin la pre-
paracion de la muestra en forma de chorros supersonicos
frios, evitando la utilizacion de mezclas gaseosas estaticas a
temperaturas ordinarias.'? La generacion del chorro superso-
nico se produce a partir de la expansion cuasiadiabatica de
una mezcla gaseosa presurizada (2-10 bar) en el seno de una
cavidad de alto vacio (~ 10”7 mbar) y conlleva tres ventajas
principales. En primer lugar, se traduce en un fuerte enfria-
miento rovibracional, con temperaturas efectivas de rotacion
de so6lo 2-3 K (1-2 6rdenes de magnitud superior en el caso
de la vibracion). Por tanto se pueblan solamente los niveles de
rotacion-vibracion mas bajos, simplificando enormemente los
espectros. Por otra parte, el régimen de colisiones en el chorro
disminuye practicamente a cero al alejarse de la tobera. Por
tanto, todos aquellos complejos intermoleculares generados
en el momento de la expansion, sea cual sea su naturaleza
u origen (p.e. dimeros, trimeros, complejos con agua o con
otras especies) permanecen inalterados en el chorro pese a su
extrema fragilidad, permitiendo la observacion de especies
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inestables que de otra manera seria imposible abordar. Por
ultimo, la ausencia de colisiones entre las moléculas y las
paredes del recipiente contribuye a disminuir notablemente la
anchura de linea, mejorando muy notablemente la resolucion
de los experimentos. La utilizacion de chorros supersonicos
combina de forma natural con el uso de laseres o fuentes de
radiacion pulsadas, dado que los tiempos de operacion de un
laser (ns-ps-fs) son varios Ordenes de magnitud mas cortos
que la escala temporal de la expansion (#s-ms). En otras
palabras: las especies débilmente enlazadas creadas en la
expansion sobreviven el tiempo necesario para ser estudiadas
con las técnicas espectroscopicas de medida.

Los procesos implicados en las espectroscopias laser
y de microondas son variados. La espectroscopia laser
combina una o varias fuentes sintonizables en las regiones
ultravioleta-visible-infrarroja, con resoluciones capaces de
discriminar transiciones vibronicas y, en algunos casos,
rotacionales, en procesos de absorcion o emision de uno o
varios fotones. Un factor clave de estos experimentos es la
alta irradiancia de los laseres, que proporciona simultanea-
mente excitacion electronica y, posteriormente, ionizacion
molecular (A—A*—A": ionizacién multifotonica resonante,
REMPI). De esta forma es posible observar transiciones
vibronicas empleando detectores de iones, selectivos a la
masa de especies especificas y mucho mas sensibles que los
detectores de fotones. El empleo simultaneo de varios laseres
permite disefiar diferentes experimentos. Cabe destacar los
de doble resonancia (DR), que posibilitan selectividad para
conformaciones moleculares determinadas. Asi, por ejemplo,
la DR UV-UV, que emplea un laser de bombeo (pump) a
frecuencia fija sintonizado a una transicion electronica y un
laser sonda (probe) de barrido, permite registrar separada-
mente los espectros vibronicos de las diferentes conforma-
ciones moleculares (despoblacion conformacional o “hole
burning”). Alin mas, empleando DR IR-UV (despoblacion
ionica o “ion dip spectroscopy”) donde es posible obtener el
espectro de vibracion puro, con la ventaja de que pueden fil-
trarse las especies (selectividad en masa) y las conformacio-
nes deseadas (selectividad conformacional). La informacion
contenida en las vibraciones moleculares se interpreta con
ayuda de predicciones tedricas mecanocuanticas y permiten
evaluar por comparacion qué conformaciones o interaccio-
nes intra/intermoleculares actuan en la molécula aislada o
sus complejos. Otros experimentos laser mas elaborados se
revisan en la bibliografia.'4

Las técnicas de rotacion molecular son complementarias.
En este caso, el uso de fuentes coherentes a frecuencias de
microondas, escasamente energéticas y de mayor resolucion
(kHz), permite el analisis de transiciones de rotacion pura
(generalmente en el estado fundamental de vibracion). La
informacion inercial conduce directamente a la determinacion
de la estructura molecular sin necesidad de suposicion tedrica
alguna, lo que resulta especialmente valioso para validar las
predicciones estructurales de los modelos teoricos. La espec-
troscopia de microondas moderna (FT-MW) esta basada en
técnicas de excitacion pulsada, semejantes conceptualmente
a la FT-RMN aunque a escalas temporales mucho mas cortas
(18)."12 Un pulso de microondas genera una polarizacion
eléctrica de las especies de la muestra, lo que orienta los
dipolos eléctricos de forma coherente. Al cesar la excitacion
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la pérdida de coherencia se traduce en una emision molecular
transitoria, cuya transformacion de Fourier (FT) proporciona
el espectro en el dominio de frecuencias.

Ambas técnicas espectroscopicas pueden ayudarse de
otras herramientas experimentales. Un problema comin a
las técnicas de caracterizacion en fase gas es la dificultad de
vaporizacion de especies térmicamente labiles, lo que hace
dificil o imposible su observaciéon por métodos convencio-
nales de calentamiento. En la ultima década los autores han
contribuido al desarrollo de la espectroscopia con ablacion
laser,’> que permite la vaporizacién efectiva de muestras
inestables con una minima fragmentacion o descomposicion
usando laseres de ns y ps. Los trabajos que presentamos aqui
utilizan este tipo de herramientas de vaporizacion.

Con independencia de sus distintos mecanismos, una de
las diferencias significativas entre la espectroscopia laser y
la espectroscopia de microondas se encuentra en su rango de
aplicabilidad. El espectro de rotacion depende de las masas y
geometrias moleculares. Un aumento de la masa supone un
incremento en los momentos de inercia. Por este motivo en
los sistemas de mayor tamafo las transiciones se acumulan
y desplazan a frecuencias menores, haciendo mas dificil la
interpretacion de los espectros. Este hecho hace que, si bien
la espectroscopia de rotacion permite una mejor resolucion y
caracterizacion estructural, su aplicacion se limita a sistemas
de tamano reducido (<30-40 atomos). Por el contrario, la
espectroscopia laser, aunque tiene una resolucion vibracio-
nal menos detallada, permite examinar especies mucho mas
grandes (incluso virus), lo que hace posible el examen de
pequefios glicanos y complejos intermoleculares.?

Monosacaridos: especies poliestructurales y
policonformacionales

Azlcar es un nombre general para moléculas que combi-
nan un aldehido/cetona con grupos hidroxilo. Los azlcares
mas sencillos son los monosacaridos, que, pese a su simplici-
dad, se caracterizan por una enorme flexibilidad estructural.
Muchas aldosas o cetosas se ciclan intramolecularmente
por la formacion de grupos hemiacetal o hemicetal, por lo
que pueden alternar entre formas de cadena abierta o cicli-
cas, cada una con multiples posibilidades conformacionales
(incluso cientos de estructuras potenciales: Figura 1). Los
primeros trabajos espectroscopicos en fase gas sobre mono-
sacaridos fueron realizados por el grupo de John P. Simons'®
(Oxford) empleando técnicas laser. La idea era crear un
pequeno “alfabeto” a partir de las bandas de vibracion de los
grupos hidroxilo (extremadamente sensibles al entorno que
les rodea, en particular a los enlaces de hidrogeno) y extra-
polar este alfabeto a sistemas mas complejos. Estos estudios
iniciales analizaron los espectros de vibracion de diferentes
aldosas de seis (glucosa, galactosa, manosa...) y cinco atomos
de carbono (xilosa,...). Sin embargo, debido al uso de detec-
cion REMPI estas moléculas necesitan un grupo cromdforo
adicional (p.e. fenilo), lo que modifica parcialmente el siste-
ma. El primer trabajo con espectroscopia de microondas de un
azucar (sin cromoforo) fue publicado en 2012 y se dedico a la
ribosa,!” una pentosa que se encuentra en compuestos biolo-
gicos (ARN, ATP,...) en forma de /-furanosa (anillo de cinco
miembros). El espectro de rotacion detectd una gran varia-
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Figura 1. Polimorfismo estructural de una pentosa: D-ribosa.

bilidad conformacional, con seis estructuras muy proximas
en energia (ca. 4,6 kJ mol!, Figura 2). Ahora bien, en todos
los casos la ribosa adopta una forma tautémerica piranodsida
(anillo de seis miembros), que no tiene papel bioldgico. Los
conformeros observados se distribuyen entre S-piranosas
(mas estables) y a-piranosas, con conformaciones tipo silla
IC, 0 “C, proximas en energia. Es caracteristico que todas las
conformaciones estan estabilizadas por una red cooperativa de
enlaces de hidrogeno intramolecular O-H---O, que constituyen
el factor principal de estabilidad de los monosacaridos aislados.
Los efectos anoméricos contribuyen también notablemente a la
estabilizacion de estos pequenios “ladrillos de la vida”.

Este estudio ha sido seguido por el analisis de la 2-deoxi-
ribosa,'® fructosa!® (primera cetosa observada en fase gas),
xilosa® y eritrosa,?! a fin de comparar el efecto que produce
la eliminacion de un grupo hidroxilo, o la introduccion/elimi-
nacion de un atomo carbono en el aztcar. En todos los casos
se concluye que los pirandsidos son las formas preferidas en
fase gas, corroborando en este caso la preferencia general
observada en solucion y en el medio cristalino.?? Esta regu-
laridad no se extiende a la composicién conformacional. Las
preferencias por un epimero particular o por un tipo de anillo
vienen asociadas a la maximizacion del numero y fortaleza
de las fuerzas de estabilizacion intramoleculares, destacando
el enlace de hidrogeno. Asi, en la 2-deoxiribosa la falta de
un grupo OH da lugar también a la observacion de seis con-
formaciones, con ambas configuraciones anoméricas. Donde
una de las estructuras difiere de la mas estable de ribosa solo
en la orientacion de la red de enlaces de hidrogeno, que se
maximiza revertiendo su direccion. En el caso de la fructosa
la molécula se bloquea en torno a un conformero dominante
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Figura 2. Conformeros mas estables de D-ribosa y redes coopera-
tivas de enlaces de hidrégeno intramolecular.!” Los conférmeros se
denotan atendiendo al tipo de anillo ('C, o *C,), forma anomérica y
sentido de la red cooperativa de enlaces de hidrogeno.

f-pir 2C (equivalente a 'C, en aldosas) en el que se asocian
cooperativamente cinco enlaces de hidrogeno consecutivos.
Un aspecto muy interesante de la espectroscopia de
microondas es la posibilidad de observacion de especies iso-
topicas (p.e. una sustitucion con 3C). Debido a su extrema
resolucion, cada especie de masa diferente (e incluso cada
isotopo) genera un espectro independiente, y nos permite
acceder directamente a la estructura de forma muy precisa.
En los estudios de deoxiribosa y fructosa se observaron los
espectros de rotacion de las especies monosustituidas con
13C, 180 y 2D, algunos en abundancia natural (0,02%-1,1%).
De esta informacion resultan directamente las coordena-
das nucleares (estructura de sustitucién), o una estructura
efectiva (mejor ajuste de los parametros de rotacion). Estas
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Figura 3. Espectro de rotacion molecular en la region de microondas
y conférmero mas estable de la fructosa,'® mostrando la red de cinco
enlaces de hidrogeno cooperativos. Debajo se comparan la estructura
de sustitucion experimental para el esqueleto carbonado (esferas azu-
les) con la estructura tedrica ab initio (MP2).

estructuras pueden compararse con los modelos tedricos,
siendo el escaparate idoneo para examinar la validez de los
mismos (Figura 3). Otro punto interesante es confirmar en
qué medida la poblacion en fase gas se correlaciona con la
composicion del solido de partida, ya que la epimerizacion no
es probable en el jet. Estas preguntas se enfrentan todavia a la
falta de informacion sobre otras familias de compuestos que
permitan entender de forma integral sus equilibrios conforma-
cionales, la influencia del medio y su insercion en moléculas
biologicas como ADN o ARN.

Oligosacaridos y glicanos

La union de varias unidades de monosacaridos forma los
oligosacaridos, cuyo estudio se ha llevado a cabo hasta la
fecha empleando espectroscopia laser. La variedad en este
campo es enorme, y abarca desde los mas sencillos di- o
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Figura 4. Especies mas estables de los disacaridos de celobiosa (arriba)
y lactosa (centro), mostrando una configuracion cis glicosidica apoyada
por una red de enlaces de hidrogeno intra- (rojos) y extraanulares (azules).
Los grupos fenilo o bencilo se afladen como cromoforos para la deteccion
electronica via R2PI. Debajo se muestra el espectro de vibracion de doble
resonancia IR-UV por despoblacion ionica (ion-dip) de la lactosa junto
con la prediccion tedrica.2?

trisacaridos, a sistemas mas complejos como los glicanos,
que pueden presentar una diversidad casi infinita de uniones
y sustituyentes. El papel, no sélo estructural, sino de portador
de informacion y mediador celular de estas moléculas hace
que despierten un gran interés.

Emilio J. Cocinero, Alberto Lesarri

Tlustraremos estos estudios con varios ejemplos. El espec-
tro de vibracion IR-UV?*2¢ se registra normalmente en la
region correspondiente a las vibraciones de elongacion de los
grupos O-H y N-H, especialmente sensibles a las interaccio-
nes de enlaces de hidrogeno y, por ende, a la conformacion
molecular. La estructura molecular se obtiene al comparar
el espectro experimental con simulaciones obtenidas de
modelos teodricos. En la Figura 4 se muestran los casos de
la celobiosa y la lactosa. La celobiosa es la unidad basica de
la celulosa (molécula mas abundante de la biosfera) y esta
formada por dos unidades de glucosa (Glc) enlazadas por un
enlace O-glicosidico S(1—4), que denotamos Glc-S(1—4)-
Glc. La lactosa (conocido como el aziicar de la leche) es su
epimero C4' y esta formada por galactosa (Gal) y glucosa, o
Gal-f(1—4)-Glc. En la Figura 4 se observa que estos disaca-
ridos conservan el esqueleto silla de sus unidades elementa-
les, mientras que sus grupos hidroxilos se reorganizan para
maximizar la estabilidad molecular. Los puntos mas relevan-
tes son de nuevo las redes de enlaces de hidrogeno intra- e
interanulares, que pueden condicionar la orientacién de los
grupos hidroxilo del monosacarido. Notemos, p.e., como en
la lactosa el cambio de orientacion axial a ecuatorial del grupo
-OH en posicion 4 (azul en la Figura) alarga la red de enlaces
de hidrégeno a la par que reinvierte su direccion. Llama espe-
cialmente la atencion la disposicion cis-glicosidica observada
en fase gas, a diferencia de lo que ocurre en el medio fisiolo-
gico donde la celulosa o la lactosa adoptan una configuracion
trans. La observacion de las propiedades intrinsecas de la
celobiosa o la lactosa sugiere asi que la configuracion trans
observada en la naturaleza no resulta de la interaccion entre
residuos, sino que tiene que ser motivada por algin factor
externo, como la hidratacion o los mecanismos de biosintesis.

Los estudios sobre disacaridos pueden extenderse de
forma natural a cadenas mas extensas, si bien tanto la inter-
pretacion de los espectros como la busqueda conformacional
se hacen progresivamente mas complicadas. Ademas, estos
proyectos pueden requerir de un esfuerzo sintético labo-
rioso. La trimanosa de la Figura 5 es ilustrativa porque es
una subunidad clave que se encuentra en la mayoria de las
N-glicoproteinas (proteinas unidas a polisacaridos de forma

Figura 5. Evolucion de las estructuras del mono-, di- y trisacarido de manosa (Man-a(1—3)-Man-a(1—6)-Man).2* Se resalta la estructura
conservada en los tres sistemas y los enlaces de hidrégeno interanulares que establizan las estructuras del disacarido y trisacarido.
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covalente), y por tanto representa un motivo quimico recu-
rrente.?* Este trisacarido estd formado por una unidad de
manosa central ramificada con otras dos unidades de manosa
por medio de dos enlaces glicosidicos a(1—3) y a(1—6).
Cabe senalar que, en caso de oligosacaridos complejos, la
asignacion espectral puede no ser siempre univoca, pero ain
asi la espectroscopia electronica permite discernir a que fami-
lia estructural pertenece. En el caso de la trimanosa las dos
estructuras que mejor reproducen el espectro experimental se
encuentran estabilizadas caracteristicamente por dos enlaces
de hidrogeno interanulares fuertes. Por tanto, en ausencia de
disolvente el trisacarido adopta una forma compacta fuerte-
mente empaquetada favorecida por los enlaces de hidrogeno
entre las diferentes unidades de manosa. Sélo la rama a(1—3)
preserva la disposicion conformacional previamente obser-
vada en el disacarido, lo que recuerda la flexibilidad de los
enlaces de hidrogeno intramoleculares para adaptarse rapida-
mente a entornos quimicos cambiantes.

Podemos ampliar aun mds nuestra visiéon sobre oligosa-
caridos y la utilidad bioquimica de la espectroscopia laser
con el ejemplo del pentasacarido ramificado Man-Man-Man-
GleNAc-GleNAc, integrado por tres unidades de manosa
(Man) y dos de N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc).>> Esta
secuencia de cinco monosacaridos es una unidad estructural
que aparece en la mayoria de las N-glicoproteinas donde el
carbohidrato se une a la proteina a través del grupo amino
de la cadena lateral de la asparagina. La Figura 6 mues-
tra la union de una N-glicoproteina, destacando el motivo
comun, pentasacarido y los posibles residuos glicosilicos
(“antenas”™) en sus extremos. La dificultad de este proble-
ma hizo que se abordara secuencialmente. Se examiné en
primer lugar el disacarido de N-acetil-glucosamina o qui-
tobiosa GlcNAc-S(1—4)-GlcNAc [Figura 7(1)], punto de
anclaje del polisacarido con la proteina. Se observaron

Glucosa

N-Acetilglucosamina

Manosa

Galactosa
N-Acetilgalactosamina
Acido Sialico

Fucosa

véloeme

e
"5
Antena = <

? ®) L
8w e e

Figura 6. Esquema de una N-glicoproteina destacando el niicleo penta-
sacarido permanente, (Man),-(GlcNAc),. La union entre el polisacrido
y la proteina se hace a través de la cadena lateral de la asparagina. Se
muestran ejemplos de diferentes secuencias terminales de polisacaridos.
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Figura 7. Bloques estructurales (1, 2, 3, 4) en que se dividio el estu-
dio del pentasacarido y debajo sus estructuras observadas. Se desta-
can los enlaces de hidrogenos interanulares.

dos conformeros practicamente isoenergéticos adoptando
configuraciones frans y cis, ambas estabilizadas por enlaces
de hidrégeno moderados interanulares que incluyen uniones
con los grupos acetamido O-H:--O=C(NH) (forma trans)
y N-H---O-H (forma cis). Por el contrario, el disacarido
Man-f(1—4)-GIcNAc [Figura 7(2)] presenta un conféormero
dominante que adopta una estructura plegada cis. El anali-
sis del trisacarido Man-/3(1—4)-GlcNAc-S(1—4)-GlcNAc
[Figura 7(3)] reveld que todos los segmentos presentan una
configuracion cis, apoyada por dos enlaces de hidrogeno que
conectan el grupo hidroximetilo exociclico de la Man y las
unidades de GIcNAc. Ademas, esta estructura se ve favoreci-
da por una fuerte interaccion entre las dos unidades GlcNAc.
Por ultimo, la molécula del pentasacarido adopta una estruc-
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tura globular compacta con una conformacion cis alrededor
de la unién -GIcNAc-GlecNAc-, con la cabeza trimandsida
Man-Man-Man vuelta “hacia atras” y enlazada con los dos
residuos GlcNAc. Al igual que en otros casos, esta estructura
compacta en fase gas maximiza la fortaleza y nimero de
enlaces de hidrogeno. Las conformaciones trans (observadas
en el medio fisiologico) que dan lugar a configuraciones
extendidas, aparecen a energias mas altas y se ven favorecidas
entropicamente. El espectro del pentasacarido muestra sin
embargo las limitaciones de una molécula de este tamafio. En
principio se esperaba una espectro muy congestionado con
16 bandas vibracionales (catorce grupos OH mas dos NH).
Sin embargo, el espectro experimental muestra una absorcién
casi continua desde 3200-3600 cm™!, lo que hace pensar en un
mas que probable enfriamiento deficiente en nuestro chorro
para una molécula de este tamafio. No obstante, el conjunto
de resultados experimentales confirma el distinto papel de
los bloques constitutivos de la molécula: La union proximal
-GIcNAc-GIcNAc- actiia como un cilindro rigido, mientras
que el bloque central -Man-GIlcNAc- es mas flexible y modu-
la las ramificaciones distales de ambas unidades de manosa.

Microsolvatacion

Una de las ventajas de los estudios en fase gas mediante
espectroscopia laser es que permiten la seleccion de agrega-
dos de carbohidratos con un numero especifico de moléculas
de agua. Estos estudios permiten establecer, no solo las vias
de hidratacion o puntos de anclaje preferentes, sino, lo que
es mas importante, hasta qué punto el disolvente modifica
las preferencias conformacionales de la molécula aislada.
De esta forma es posible evaluar los inicios de la evolucion
estructural desde la forma aislada hasta la molécula insertada
en el medio fisiologico. En algunos casos se detectan moti-
vos estructurales recurrentes que requieren explicitamente la
intervencion de moléculas de hidratacion.

Los estudios sobre hidratacion se iniciaron con los an6-
meros @ y S de una serie de hexosas y pentosas (manosa,
glucosa, galactosa, xilosa y otros derivados de importancia
biologica). Estos primeros trabajos permitieron establecer
cuales son las reglas generales que controlan la regioselec-
tividad y las preferencias conformaciones en monosacéridos
con una, dos y tres moléculas de agua.?® La microsolvatacion
de estos monosacaridos resulta altamente selectiva, y mues-
tra un patron comun en el que, cuando existe, las moléculas
de agua se agrupan en torno al grupo flexible hidroximetilo
exociclico, generalmente insertandose entre las posiciones 4
y 6 del azucar. Otros factores que ejercen un control adicio-
nal son la configuracién anomérica y la disposicion relativa
(axial/ecuatorial) de los grupos hidroxilo, que hemos visto
anteriormente como condiciona la formacion de las redes de
enlaces de hidrogeno intramoleculares. La Figura 8 muestra
las especies mono y dihidratadas de glucosa. Percibimos de
nuevo la readaptacion del grupo hidroximetilo y de los grupos
hidroxilo para maximizar la estabilidad molecular (traducida
en una inversion de orientacion de los hidroxilos del mono-
sacarido aislado al hidrato), asi como la tendencia del agua
a buscar “huecos” atractivos sobre la topografia electronica
del azacar. Por el contrario, la hidratacion de azlcares con
grupos acetamido, como la GlcNAc, muestra una tendencia
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Figura 8. Cambios conformacionales en la molécula de glucosa des-
de la molécula aislada hasta el dihidrato. En los hidratos las molécu-
las de agua se unen en torno al grupo hidroxilometilo exociclico. En
el centro una comparacion entre el espectro de vibracion experimen-
tal y tedrico de la Glc-++(H,0),. Por Gltimo, se muestra las dos caras
hidrofila e hidrofoba de la Man--(H,0),, en la que las tres moléculas
de agua crean una corona sobre el azucar.

a la agrupacién sobre dicho grupo, incluso en el trihidrato.2¢
Estos estudios permiten observar ademas un cierto caracter
anfipatico de los azlicares. En la Figura 8 también se puede
observar como las tres moléculas de agua forman una corona
sobre una de las caras del azlicar creando una cara hidrofila
(htimeda), mientras que la parte inferior (cara hidr6foba) esta
completamente seca. Ambas caras van a permitir al azucar
enlazarse a la proteina a través de enlaces de hidrogeno
(cara hidrofila) o mediante enlaces de hidrogeno débiles tipo
C-H---7,* como ya se ha observado mediante RMN.?’ Una
estrategia interesante en estos estudios es el empleo de agua
pesada (D,0), facilitando que la sustitucion isotopica permita
discriminar entre las bandas originadas por el carbohidrato y
las de hidratacion.”® De esta manera las asignaciones espec-
trales son mucho més fiables.

La solvatacion de oligosacaridos es mucho mas especta-
cular, al revelar como un pequefio numero de moléculas de
agua puede modificar la estructura. De hecho puede obser-
varse en algunos casos como algunas moléculas de agua se
constituyen en moléculas “enlazadas” en el sentido de que
pasan a formar parte de la superestructura. En el trisacarido
de manosa Man-a(1,3)-Man-a(1,6)-Man?* de la Figura 5
la introduccion de una sola molécula de agua compacta la
estructura al actuar de puente entre la manosa central y uno
de los extremos (Figura 9). Esta estructura contrasta nota-
blemente con la configuracion abierta observada en solucion
acuosa mediante RMN y célculos de dindmica molecular.?’
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Figura 9. La introduccion de una tinica molécula de agua aumenta
de dos a cuatro el numero de enlaces de hidrogeno interanulares en
la trimanosa Man-a(1—3)-Man-a(1—6)-Man, compactando su es-
tructura.

Sin embargo, los célculos en fase gas predicen también
una forma alternativa abierta de solvatacion central, favoreci-
da entropicamente, muy semejante a la que se ha determinado
en fase acuosa. Esta forma abierta es también coincidente con
la estructura del N-glicano (Man),-(GIcNAc), que se observa
en la Figura 10 y que incorpora una molécula de agua clave
en la manosa central. Por tanto, la molécula de agua podria
tener un papel estructural clave en la formacion de esta gli-
coproteina. Desafortunadamente no existen todavia datos
experimentales que permitan comparar las formas aisladas e
hidratadas mas alla de los trisacaridos. Por tanto, el reto en
este campo es progresar hacia especies de mayor tamafio e
indice de hidratacion.

Complejos azucar-proteina

Los procesos de agregacion o complejacion de azucares son
muy importantes para aclarar las interacciones de tipo carbohi-
dratos-proteinas, como las asociadas a los procesos de reconoci-
miento molecular presentes en muchos procesos biologicos. Los
estudios cristalograficos y de RMN sugieren diferentes tipos de
interacciones de enlace de hidrogeno,® preferentemente entre los
carbohidratos y las cadenas laterales de los residuos de aminoa-
cidos del esqueleto proteinico. Sin embargo, también podrian

Figura 10. Forma abierta del trisacarido Man-a(1—3)-Man-a(1—6)-
Man (izqda.) y comparacion con la conformacion promedio en solucion
del N-glicano (Man),-(GIcNAc), (centro) y el segmento pentasacarido
(Man),~(GIcNAc), (dcha.), superponiendo el trisacarido (gris oscuro).*
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existir interacciones mas débiles entre las caras protonadas o
regiones apolares de los azucares y los residuos aromaticos de
tipo C-H---7. La competencia entre todas estas interacciones
intermoleculares, asi como los efectos que causa la comple-
jacion sobre las conformaciones peptidicas pueden monitori-
zarse con complejos modelo.

En este tipo de estudios se examina la union individual
entre un azucar seleccionado y cadenas aminoacidas trunca-
das (p.e. tolueno o fenol) o péptidos especificos. Los péptidos
examinados hasta el momento incluyen entre otros las meti-
lamidas de N-acetil-L-fenilalanina®®3! y N-acetil-L-tirosina,?
que se complejaron con a/f-metilglucosa (MeGlc), a/f-
metilgalactosa (MeGal) y @/f-metilfucosa (MeFuc) formando
heterodimeros. La Figura 11 muestra los complejos del pri-
mero con MeGal y MeGlc. Varios aspectos resaltan de estos
trabajos. El péptido puede adoptar dos configuraciones plega-
das y una extendida, que solo difieren en la posicion del anillo
bencénico del residuo de la fenilalanina y son reminiscentes
de estructuras secundarias encontradas en proteinas (ld&minas
B o torsiones 7). La adopcion de una u otra en el complejo
depende de manera delicada del tipo y niimero de uniones

MeGlc

MeGal

-anomeroq
Plegado

Figura 11. Complejos formados entre N-acetilfenilalanina metilami-
da (Ac-Phe-NHMe) y metilgalactosa (MeGal) y metil glucosa (Me-
Glc). Los espectros muestran que los andmeros @ forman complejos
con el péptido en su forma plegada y extendida, mientras que los
andmeros S so6lo forman complejos con la forma extendida del pép-
tido. La cadena lateral de fenilo se ha dibujado en trazos mas finos.
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intermoleculares. Cuando el péptido se encuentra extendido
sus uniones preferentes son a través de los grupos amino y
carbonilo de sus extremos, mientras que si se encuentra ple-
gado son sus grupos polares internos los que definen la union.
En todos los casos se observa una diversidad de uniones, que
tienen en comun la maximizacion de los efectos estabiliza-
dores del complejo, fundamentalmente de nuevo las redes de
enlaces de hidrogeno inter- e intramoleculares. De esta forma
cada caso representa un problema semejante a la union de dos
engranajes, en los que el numero y orientacion axial/ecuato-
rial de los grupos hidroxilo del azucar resulta determinante
para establecer la geometria de un complejo determinado. La
formacion de complejos permite explorar aspectos generales
asociados al enlace selectivo y al reconocimiento quiral,
generalmente asociados a factores de flexibilidad molecular y
cooperatividad.’? Estos datos pueden luego ser de utilidad en
la interpretacion de uniones mas voluminosas.

Ademas de las uniones de enlace de hidrogeno moderado
entre carbonilos y amidas y grupos hidroxilo, algunos de estos
complejos permiten observar otras interacciones de enlace
de hidrogeno débil, como aquellas en las que un enlace C-H
actia como donor protonico débil. En los complejos entre
N-acetil-L-tirosina y a/f-MeGal las geometrias mostraron
una disposicion apilada en la que juegan un papel relevante
las interacciones de tipo C-H---7, que no aparecen en los
mismos complejos con glucosa.

Dos tltimos aspectos pueden sefalarse como retos de cara
a la investigacion futura. En primer lugar la determinacion de
energias de enlace. Recientemente, se ha abierto la puerta con
la evaluacion de las energias de enlace de varios monosaca-
ridos microhidratados,** donde la espectroscopia laser puede
aportar una cuantificaciéon no disponible en otras técnicas.
Por otra parte, el estudio de especies protonadas, actualmente
incipiente, puede suponer un impulso al estudio de los pro-
blemas asociados a la reactividad y funcionalidad bioldgicas.

Esta perspectiva general, aunque rapida por motivos de
extension, ha pretendido ilustrar la utilidad de las técnicas
espectroscopicas de alta resolucion, en especial aquellas que
disponen de resolucion vibracional o rotacional. Los datos
resultantes, cuando se comparan con los que ofrecen otras
técnicas y los datos tedricos, pueden ayudar a establecer una
vision general de los factores que contribuyen a la estabilidad
molecular de los azlicares y otras biomoléculas.
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