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ABSTRACT: Regulation of cellular excitability and oscillatory
behavior of resting membrane potential in nerve cells are largely
mediated by the low-voltage activated T-type caldum channels, This
calcinm channel family is constituted by three isoforms, namely,
Cayd1, Cay3.2, and Cay3.3, that are largely distrbuted in the nervous
system and other parts of the body. Dysfunction of T-type calcium
channels is assodated with a wide range of pathophysiologies
incloding epilepsy, neuropathic pain, cardiac problems, and major
depressive disorders. Due to their pharmacological relevance, finding
molecular agents able to modulate the channel’s function may provide
therapeutic means to ameliorate their related disorders. Here we used
electrophysiological experiments to show that genistein, a canonical tyrosine kinase inhibitor, reduces the activity of the human
Cay33 channel in a concentration-dependent manner, The inhibitory effect of genistein is independent of tyrosine kinase
modulation and does not affect the voltage-dependent gating of the channel. Subsequently, we used computational methods to
identify plausible molecular poses for the interaction of genistein and the Cay3.3 channel. Starting from different molecular poses, we
carried out all-atom molecular dynamics (MD) simulations to identify the interacting detemminants for the Cay3.3/genistein
complex formation. Our extensive {microsecond-length) simulations suggest specific binding interactions that seem to stabilize the
protein /inhibitor complex. Furthermore, our results from the unbiased MD simulations are in good agreement with the recently
solved cryoelectron microscopy structure of the Cay3.1/7944 complex in terms of both the location of the ligand binding site and
the role of several equivalent amino acid residues, Proposed interacting complex loci were subsequently tested and corroborated by
electrophysiological experiments using another naturally ocaurring isoflavone dervative, daidzein. Thus, by using a combination of in
vitro and in silico technigues, we have identified interacting determinants relevant to the Cay3.3/genistein complex formation and
propose that genistein directly blocks the function of the human Ca3.3 channel as a result of such interaction, Spedfically, we
proposed that a combination of polar interactions involving the three hydroxyl groups of genistein and an aromatic interaction with
the fused rings are the main binding interactions in the complex formation, Our results pave the way for the rational development of
improved and novel low-voltage activated T-type calcium channel inhibitors.

KEYWORDS: T-type calcium channels, MD simulations, isoflavone denivative, channel blockers, LVA channels, channel inhibition
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Resumen

Los canales de calcio tipo T son proteinas transmembranales de importancia bioldgica por
su participacion en la excitabilidad de las neuronas. La sobreexcitacion de estas proteinas
puede manifestarse en enfermedades talamo-corticales, padecimientos de dolor
neuropatico o neurogeénico, depresion, enfermedades cardiacas y trastornos neuroldgicos
como la epilepsia. Dentro de las moléculas que modulan la funcion de estos canales
ionicos, las moléculas bloqueadoras son de importancia farmacoldgica para desarrollar
nuevos tratamientos o conocer el mecanismo de accion celular de otros bloqueadores
existentes. En este proyecto de tesis se realiza un analisis desde el enfoque de la quimica
tedrica para caracterizar a las moléculas bloqueadoras con actividad cannabinoide, asi
como un andlisis desde el enfoque del acoplamiento molecular (Molecular Docking) y
simulaciones de dindmica molecular para evaluar la interaccién de las moléculas
bloqueadoras con el canal de calcio tipo T en particular el subtipo Cay3.2. Adicionalmente
se evalua la interaccion de la molécula genisteina en interaccion con el subtipo Cay3.3. El
analisis cuantico involucra la caracterizacion espectroscopica IR y de NMR de H'y C*3, ya
sea para establecer el nivel de teoria adecuado o para establecer las estructuras
moleculares de estudio. Un analisis de las propiedades electronicas (orbitales moleculares
frontera, OMF, y potencial electrostatico molecular, MEP) y de reactividad quimica global
y local nos permite evaluar caracteristicas importantes de los ligantes usando métodos
DFT. El anélisis de acoplamiento molecular ayuda a establecer los posibles sitios de
interaccion de las moléculas blogueadoras con el canal de calcio tipo T y el estudio de
dindmica molecular permite evaluar la estabilidad de estos sitios de interaccién. Durante el
planteamiento del proyecto no se contaba con una estructura de rayos X para el canal de
calcio tipo T por ello se realizé un trabajo de modelado por homologia tomando como base
la estructura del canal de calcio tipo L. Una vez obtenido el modelo del canal de calcio tipo
T (Cav3.2 y Cav3.3) se comprueba la participacion del segmento 6 en diferentes dominios

del canal de calcio tipo T.
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Summary

T-type calcium channels are transmembrane proteins of biological importance due to their
participation in the neuron excitability. Overexcitation of these proteins may participate in
thalamic-cortical diseases, neuropathic or neurogenic pain disorders, depression, heart
disease, and neurological disorders such as epilepsy. Among the molecules that modulate
these ion channels, the blocking molecules are of pharmacological importance to develop
new treatments or to know the cellular action mechanism of the actual blockers. In this
thesis project, an analysis is carried out from the theoretical chemistry approach to
characterize the blocking molecules with cannabinoide activity, as well as an analysis from
the approach of molecular Docking and molecular dynamics simulation to evaluate the
interaction of the blocking molecules with the channel T-type calcium channels, Cay3.2
subunit in particular. Additionally, the interaction of the genistein molecule in complex
with the Ca,3.3 subtype is evaluated. Quantum analysis involves IR and NMR
spectroscopic characterization either to establish the appropriate level of theory or to
establish the molecular structures of study. An analysis of electronic structure (MEP,
OMF) and global and local reactivity (Fukui indices) allows us to evaluate important
characteristics of the ligand. DFT methods allow a good prediction of the characteristics of
the blocking molecules. The molecular docking analysis helps us to establish the possible
sites of interaction of the blocking molecules with the T-type calcium channel and the
study of molecular dynamics will allow us to evaluate the stability of these sites of
interaction. During the project planneation, there was no X-ray structure for the T-type
calcium channel, for that reason homology modeling work was carried out based on the L-
type calcium channel structure. Once the model of the T-type calcium channel is obtained
(Cay3.2 and Cay3.3), it is conformed the participation of segment 6 in different domains of

the T-type calcium channel.
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Capitulo I. Introduccion

Los canales de calcio tipo T son proteinas transmembranales de importancia bioldgica por
su participacion en la excitabilidad y la determinacion de las oscilaciones del potencial de
membrana en las células. La sobreexcitacion de estas proteinas puede participar en
enfermedades talamo-corticales, padecimientos de dolor neuropatico, depresion,
enfermedades cardiacas y trastornos neurolégicos como la epilepsia [1, 2]. En el contexto
de los padecimientos de dolor y comportamientos depresivos los canales de calcio tipo T
participan junto con los receptores cannabinoides (CB1/CB2). Para estos canales,
especificamente la subunidad Cay3.2, es la que se expresa en las neuronas del ganglio de la
raiz dorsal (GRD) para enviar las sefiales del dolor fisiolégico (nociceptivo) y del dolor
patoldgico (neuropético) al cerebro [3], y es en la habénula lateral donde recientemente se
ha visto su participacion en la depresion [4]. Por otro lado, los receptores cannabinoides,
junto con los ligantes y las enzimas de degradacion, son conocidos por participar en el
tratamiento del dolor [5]. Los receptores cannabinoides fueron las primeras proteinas
donde se conocieron las moléculas ligantes antes que los receptores. ElI metabolito
secundario derivado de la marihuana (A%-THC) puede unirse a estos receptores y se
encontrd que los ligantes naturales son la anandamida y 2-AG (2-Araquidonilglicerol) [6].
Ademas, se ha observado que el mal funcionamiento de estos receptores participa en la
regulacion en el cambio de humor, los desordenes de depresion mayor y los
comportamientos suicidas [7]. De esta manera, la accion de moléculas que puedan actuar
tanto en los canales de calcio tipo T como en los receptores cannabinoides, son importantes
en el tratamiento de padecimientos del dolor neuropético y de depresion. Se ha observado
que los compuestos derivados del carbazol NMP (Neuro-Molecular Production) [8-10], asi
como el endocannabinoide anandamida [11, 12] actian en ambas proteinas.

Los compuestos NMP son moléculas sintetizadas mientras que la anandamida es un
neurotransmisor derivado del &cido araquiddnico y substratos de etanolamida [13]. Una de
las diferencias mas notables entre los compuestos NMP y la anandamida es la flexibilidad
de su estructura, ya que los compuestos NMP tienen un grupo carbazol que limita su
movimiento, mientras que la anandamida posee 16 angulos de torsion generando un gran
numero de conférmeros. Sin embargo, al actuar sobre las mismas proteinas receptoras y
bajo la hipotesis de que puedan actuar en un mismo bolsillo de unidn, en este trabajo se
caracterizan ambos tipos de ligantes (compuestos NMP y anandamida) a través de sus



propiedades electrdnicas y de reactividad. Adicionalmente, en el contexto de enfermedades
neuronales, el suptipo Cav3.3 muestra una distribucion mas restringida, en comparacion
con los otros subtipos (Cav3.1 y Cay3.2), ubicandose principalmente en el sistema nervioso
central lo que hace que sea un blanco terapéutico importante para enfermedades como
epilepsia y esquizofrenia [14]. Se utiliza a genisteina, isoflavona derivada de la planta de
soya, como compuesto bloqueador del canal Cay3.3.

La caracterizacion abarca tres enfoques de estudio al problema ligante-receptor: el quimico
cuéntico, el de acoplamiento molecular y simulaciones de dindmica molecular. El sistema
de estudio consiste en el canal de calcio tipo T (receptor) en interaccion con moléculas
bloqueadoras de éste (ligantes), los compuestos NMP (NMP-4, NMP-7 y NMP-1810), la
anandamida y genisteina. Los compuestos NMP y anandamida se detallan mas adelante en
cuanto a su funcion bioldgica, su farmacologia y su estructura. Como primera parte del
proyecto se realiza una caracterizacion estructural y espectroscopica (RMN de H' y C*® e
IR) de los compuestos NMP y anandamida mediante calculos basados en la teoria del
funcional de la densidad (DFT). En un segundo paso se realizan los célculos de estructura
electronica, de orbitales frontera y orbitales NBO, asi como de reactividad global y local.
También, se incluyen calculos basados en la teoria de &tomos en moléculas (QTAIM) para
describir las propiedades de enlace de los ligantes en funcién de la densidad electronica.
En un tercer paso se aborda el estudio de acoplamiento molecular de las moléculas
bloqueadoras (compuestos NMP y anandamida) con los canales de calcio tipo T (Cav3.2) y
finalmente, en un cuarto paso, desde un enfoque de dinamica molecular se evalua la
estabilidad del complejo genisteina/Cay3.3. A continuacion, se explica el contenido de cada

capitulo en la tesis:

En este capitulo (Capitulo I), como ya se mencion0 anteriormente, se da una introduccion
al problema ligante-receptor que es el que se abordara a detalle en el proyecto de tesis,
siendo el canal de calcio tipo T el receptor y las distintas moléculas orgéanicas blogueadoras
del canal los ligantes. Ademas, se describen los antecedentes fisiol6gicos y teodricos tanto
del canal de calcio tipo T como de las moléculas bloqueadoras del canal. Se establece
también la hipdtesis del trabajo, asi como los objetivos generales y particulares.

En el Capitulo Il se exponen los fundamentos tedricos requeridos para realizar este trabajo
de tesis. En el Capitulo Il se establece la metodologia del trabajo, dando cuenta de las
herramientas computacionales que se utilizaran para resolver el problema ligante-receptor.
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En el Capitulo 1V se desarrolla la discusion de los resultados, donde se explica para cada
molécula bloqueadora con actividad cannabinoide los resultados de los calculos de
estructura electronica y de espectroscopia, asi como el analisis de las propiedades
electronicas, de reactividad quimica y sus propiedades de enlace. Posteriormente se
muestran los resultados para la obtencién de la estructura molecular del canal de calcio tipo
T tras el modelado por homologia y en consecuencia se aborda la interaccion ligante-
receptor con acoplamiento molecular y simulaciones de dinamica molecular. En el

Capitulo V se encuentran las conclusiones del proyecto.
Planteamiento del problema

Se conoce que los canales de calcio tipo T (o LVA) participan en diferentes canalopatias,
dentro de las que se encuentran los comportamientos depresivos, padecimientos de dolor
neuropético y enfermedades neuronales. Dentro de las moléculas organicas que regulan a
los canales de calcio tipo T se encuentran moléculas bloqueadoras con actividad
cannabinoide (compuestos NMP y anandamida), las cuales son de interés debido a que
modulan tanto a los canales de calcio tipo T (Cav3.2) como a los receptores cannabinoides,
ambos involucrados en el padecimiento del dolor y de la depresion. También es de interés
el estudio de bloqueadores (genisteina) que sean selectivos a subtipos de los canales de
calcio tipo T con una distribucion mas restringida al sistema nervioso central (Cay3.3)
involucardos en enfermedades neuronales como la epilepsia. EI mecanismo de accién de
los blogueadores es de gran importancia para explicar la funcion bioldgica de estos
compuestos. Para estudiar y elucidar dicho mecanismo se requiere conocer a gran detalle la
interaccion receptor-ligante. En este estudio se propone dar solucion al problema
abordandolo desde dos enfoques tedricos, el de la quimica cuantica enfocada en los
ligantes y el de la mecénica molecular para analizar la interaccion de éstos con la proteina
receptora. Los resultados obtenidos contribuiran a entender a nivel molecular los

mecanismos de accidn de los farmacos en las terapias implementadas.
Hipotesis

Mediante herramientas de la quimica computacional se identificaran los posibles puntos de
interaccién de las moléculas organicas bloqueadoras tipo LVA sobre los canales de calcio
tipo T. Los puntos de interaccion se localizaran posiblemente en las zonas que participan

en la fase de inactivacion del canal de calcio tipo T (S6/DIII).



Objetivos
Objetivo general

Estudiar la interaccion molecular que tienen los distintos bloqueadores sobre el canal de
calcio tipo T mediante métodos de la quimica computacional utilizando diferentes
metodologias para analizar las propiedades de los ligantes y obtener las energias de
interaccion con el canal de calcio tipo T. Ademas, se implementaran varios tipos de
simulaciones moleculares para tener una base cuantitativa del proceso de interaccion de los

blogueadores con el canal i6nico de interés.
Objetivos particulares

¢ Realizar célculos de estructura electrénica de las moléculas organicas bloqueadoras de
canales LVA para analizar sus propiedades electronicas y de reactividad quimica.

e Efectuar calculos de espectroscopia molecular (IR y RMN de H! y C*®) de las moléculas
organicas blogueadoras de los canales LVA.

e Realizar un analisis de Atomos en Moléculas (AIM) para evaluar las principales
interacciones no covalentes de las moléculas organicas bloqueadoras de los canales
LVA.

e Determinar la interaccion de los blogueadores de los canales LVA con el sitio de unién
mediante la técnica de acoplamiento molecular.

e Determinar la estabilidad de los sitios propuestos de interaccién de los bloqueadores de
los canales LVA con el sitio de unién mediante técnicas de simulacion de dindmica

molecular.



Capitulo I1. Antecedentes
2.1 Estructura, funcion y canalopatias de los Cav3

Los canales de calcio tipo T son proteinas transmembranales que permiten el influjo de
iones de calcio a la célula. Pertenecen a la superfamilia de canales idnicos junto con los
canales de sodio y potasio activados por voltaje. Los canales de calcio se dividen en dos
grupos de acuerdo a su umbral de activacion: a) los canales de calcio activados a bajos
voltajes LVA (por sus siglas en inglés Low Voltage Activated) y b) los canales de calcio
activados a altos voltajes HVA (por sus siglas en inglés High Voltage Activated). Los
canales de calcio tipo T se pueden nombrar también como Cav3, en esta nomenclatura se
coloca Ca por el ion calcio que permea, la “v” porque se activan por estimulacion de
voltaje y el numero tres porque es el grupo al que pertenecen [15]. En este trabajo
utilizaremos las distintas nomenclaturas de estos canales ionicos, esto es: canales de calcio

tipo T, LVA o Ca/3.

Estructuralmente los canales de calcio tipo T se dividen en 4 dominios, a su vez cada
dominio se compone de seis segmentos transmembranales. Los segmentos S5y S6 de cada
dominio se ubican en la parte central y son las unidades formadoras del poro. En medio de
cada segmento S5 y S6 se ubica el segmento P que contiene los aminoacidos EEDD (E
para &cido glutamico y D para acido aspartico) que forman el filtro de selectividad del
Cav3. En una parte méas externa, rodeando el poro central, se ubican los segmentos S1-S4.
El segmento S4 contiene aminoacidos con carga positiva, como Ry K (R para argininay K
para lisina), lo que le confiere sensibilidad a la polarizacion de la membrana plasmatica y
es denominado sensor de voltaje (Figura 1). ElI segmento S4 esta asociado al segmento S6
que participa en el mecanismo de compuerta de canal [15]. Las asas intracelulares tienen
sitios de unidn con segundos mensajeros o ligantes enddgenos como las proteinas cinasas,
el zinc y agentes oxidantes que modulan la cinética de los Cay3 [16]. Hasta la fecha no se
han descrito subunidades accesorias necesarias para el funcionamiento de los Cay3 por lo
que estos canales se forman sélo con la subunidad al [17]. Los Cav3 se dividen en tres
subtipos: Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3. Cada uno de ellos presenta caracteristicas particulares
de cinética de canal y de distribucion en el organismo [18]. Los Ca,<3 se ubican
principalmente en el sistema nervioso central, el sistema nervioso periférico, el sistema
enddcrino y el sistema cardiovascular [19]. Estos canales se abren a despolarizaciones
pequefias de membrana, producen una corriente de calcio pequefia a un voltaje cercano al
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potencial de membrana de reposo conocido como corriente de ventana y su cinética es

rapida con una conductancia pequefia comparada con la de los canales de calcio HVA.

+ 4+ +++++ 4+ ++ ++ + + + ++ A+ + o+

Ca?

Figura 1. Estructura de los canales de calcio tipo T. Se ilustra el influjo de iones de calcio por estos canales.

Se componen de 4 dominios (D1-D4) y cada uno de ellos contiene 6 segmentos transmembranales (S1-S6).

Las caracteristicas biofisicas de los Cay3 favorecen su papel como reguladores de la
excitabilidad celular y del comportamiento oscilatorio del potencial de membrana [20]. Por
ello es que entre las funciones en que estos canales participan estan la generacion de
potenciales de accion de bajo umbral LTS (por sus siglas en inglés Low Threshold Spikes)
este tipo de disparo de potenciales de accidén son importantes en la fase REM (por sus
siglas en inglés Rapid Eye Movement) del suefio y en otras regiones del cerebro como en el
nucleo del talamo. Los Cay3 tienen una funcion marcapasos en el corazon, asi como la de
promover la secrecion del péptido natriurético atrial ANP (por sus siglas en inglés Atrial
Natriuretic Peptide). Ademas, participa en la contraccion del masculo liso, la proliferacion

celular y la reaccion acrosémica en la reproduccion [1].

Las patofisiologias donde se ven involucrados son la epilepsia, el dolor neurogénico [1], en
problemas cardiacos [2] y también en la depresion [4]. Dentro de estas enfermedades, las
que tienen una mayor incidencia en la poblacion mundial son las enfermedades cardiacas y
los trastornos neurolégicos (Figura 2). De acuerdo con la OMS (Organizacion Mundial de
la Salud) en 2017 se registr6 un 31% de muertes en el mundo por enfermedades
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cardiovasculares [21]. En México los decesos por cardiopatias representan un 65% de la
poblacion [22, 23].

Por otro lado, los trastornos neuroldgicos, la epilepsia y la depresiéon afectan el 1%y 4.4%
respectivamente de la poblacién mundial [24, 25]. En México los pacientes con epilepsia
son alrededor de 1.2% de personas [22] mientras que la depresion afecta a un 4.1% [25].
En las canalopatias de mayor incidencia en la poblacion mundial antes mencionadas se
observa un aumento anormal en la actividad de los canales de calcio tipo T. Es por ello que
moléculas bloqueadoras son de interés para tratamientos que se utilicen para combatir

dichas enfermedades.

b)
a) Muertes (millones)
0 2 4 6 8 10
Enfermedad isquémica del corazon N
infarto | —

Enfermedad puimonar obstructiva.. I

Infeccion de tas vias respiratorias .. I

Enfermedad de Alzheimer y otras... N

Traques, bronquios, canceres de... N

Diabetes melitus I
Accidentes de trifico NN
Enfermedades diarreicas NN

Tuberculosis
Nodata 0 100 150 200 300 400 500 600 800

Figura 2. Estadistica de muertes por enfermedades cardiacas. En a), grafico de barras que muestra las
principales causas de muerte en 2016. Las barras azules, rojas y verdes indican las enfermedades no
transmisibles, las enfermedades transmisibles y las lesiones, respectivamente, modificada de (www.who.int).
En b), mapa del nimero anual de muertes debido a enfermedades cardiacas establecido por cada 100,000
habitantes en 2017. Tomada de IHME, GBD (Global Burden Disease) OurWorldInData.org/causesof-
death.CC.33

2.2 Estudios experimentales y tedricos de los Cay

El estudio experimental mas reciente es el realizado por Zhao y colaboradores, quienes
resolvieron la estructura del canal Cay3.1 por microscopia crioelectronica a una resolucion
de 3.1y 3.3 A en conjunto con el bloqueador Z944. Este bloqueador se ubica en el bolsillo
de union ubicado entre los dominios DIl y DIII [26]. Cabe mencionar que en un estudio
anterior se habia resuelto la estructura del Ca,<3.1 a 23 A de resoluciéon y se pudo
determinar que el Cay3.1 tiene un peso de ~320 kDa y una dimension de ~115 x 85 x 95 A.
El Cav3.1 se puede dividir en dos regiones denominadas M y C, la primera ubicada en la

parte apical y la segunda en la base, ademas de que la region del carboxilo terminal forma



una “cola” que se piensa puede tener la funcion de pescar proteinas regulatorias [27]. En la
Figura 3 se muestra la estructura del Ca,3.1 a dos resoluciones 23 Ay 3.1 A. Con la misma
técnica experimental de microscopia crio-electronica se resolvié la estructura del canal de
calcio tipo L (Cav1.1) a 3.9 A [28], que después se refind debido a que zonas del canal eran
imprecisas de acuerdo a una métrica construida a partir de la sumatoria del area de
contacto de aminoacidos pertenecientes al dominio sensor de voltaje, una region muy

conservada en los canales ionicos [29].

1.5 nm

Figura 3. Estructura de rayos X de los canales Ca,3. En a), el canal Ca,3.1 a una resolucion de 23 A, el canal
tiene una altura de 11.5 nm y se divide en dos regiones denominadas M y C, la flecha indica el carboxilo
terminal. En b), la estructura del canal Ca,3.1 a una resolucion de 3.3 A, en azul marino se observan los dos

iones de calcio dentro del poro y en magenta el bloqueador Z944.

Estudios de mutacion en los canales de calcio tipo L han descrito un bolsillo de unién para
los bloqueadores dihidropiridinas (DHD), fenilalquilaminas (PAA) y las benzodiacepinas
(BTZ). Este sitio de union contiene aminoacidos necesarios para unir a las moléculas
blogueadoras antes mencionadas en sitios localizados en el S5-DIlI, el S6-DIll y el S6-
DIV [30-32]. Otro estudio mutacional complementado con un estudio teérico de
acoplamiento molecular sugiere un conjunto de residuos ubicados en el segmento S6 de DI
importantes para la union de mibefradil al canal de sodio Navl1.5 [33]. Estudios de
acoplamiento molecular ayudaron a elucidar la interaccion de DHP con el canal de calcio
tipo T [34]. Ademas, se ha observado que el DIII de los Cav es un sitio preferente de unién

para la protoxina (ProTx-I1) [35].



2.3 Blogueadores de los Cav3

Las moléculas bloqueadoras de los canales de calcio tipo T pueden dividirse en tres
grupos: 1) iones inorgénicos, 2) moléculas organicas y 3) toxinas. El ion divalente
usualmente utilizado para disecar a la corriente de calcio tipo T ha sido el ion niquel (Ni%*).
Los tres subtipos tienen distintas afinidades siendo el Cay3.2 el méas susceptible a
bloguearse a una concentracion ICsp=13 uM comparado con un ICs=250 uM y 1C50,=216
UM para bloquear a Cav3.1 y Cav3.3, respectivamente [36]. Otros iones inorganicos como
zinc (Zn?*) [37], cadmio (Cd?"), itrio (Y3*), lantano (La®*"), cerio (Ce®"), neodimio (Nd*"),
gadolinio (Gd*"), holmio (Ho%"), erbio (Er®*) e iterbio (Yb®") bloquean también a los Ca,3.
Para los iones trivalentes la potencia de bloqueo ICso se presenta de acuerdo a la siguiente
secuencia: Ho®** (0.107 uM) < Y3* (0.117 pM) < Yb%* (0.124 uM) < Er®* (0.153 puM) <
Gd** (0.267 uM) < Nd** (0.429 uM) < Ce®** (0.728 uM) < La** (1.015 uM) [38].

Dentro de los bloqueadores correspondientes a moléculas orgéanicas, mibefradil fue el
primer bloqueador de los canales Cay3 sintetizado para el tratamiento de hipertension y
angina de pecho aprobado por la FDA en 1997 [39], sin embargo, debido a que presentaba
efectos secundarios cardiovasculares desfavorables salié del mercado. Se ha reportado
también que mibefradil es capaz de bloquear a canales de calcio HVA, a los canales de
sodio (Nav1.5) [33] y a canales de potasio (Kv) [40]. Se han sintetizado derivados de
mibefradil con el fin de evitar los efectos secundarios desfavorables, uno de estos
derivados es el blogueador NNC-550396. EI NNC-550396 inhibe ambos canales de calcio
HVA y LVA, pero tiene una mayor afinidad por estos ultimos con un ICso de ~7 uM. Se
atribuye el efecto de mibefradil para bloguear a los canales de calcio HVA por medio del
metabolito dm-mibefradil. EI NNC-550396 se construye reemplazando la cadena de

acetato de metoxi de mibefradil por el ciclopropano-carboxilato [41] (ver Figura 4).
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Figura 4. Estructura de (1) mibefradil (C2gH3sFN3O3), su metabolito (2) dm-mibefradil (C2sH33FN3O) y su
derivado (3) NNC 55-0396 (C30H40FN30).



Existen otros bloqueadores pequefios como etosuximida y amilorida, ambos bloqueadores
inespecificos presentan un valor de I1Cso ~ 2.5 mM y ICso= 62 uM para Cav3.1 y Cav3.2,
respectivamente [42, 43]. Recientemente se han sintetizado los bloqueadores TTA-A2
[44], TTA-P2 [45] y Z944 [46] que tienen una potencia de bloqueo en un rango nanomolar.
Se ha reportado que los bloqueadores aprobados para su uso clinico son etosuximida, acido
valproico, zonizamida, nimodipina, mientras que los bloqueadores que se encuentran en
fase Il son el Z944 y el ACT-709478 [17]. EI farmaco Z944 adicionalmente ha ayudado a

resolver la estructura del Cav3.1 experimentalmente [26] (Figura 5).

Figura 5. Estructura bidimensional de las moléculas organicas bloqueadoras de los Ca,3. Etosuximida (1),
acido valproico (2), amilorida (4), y zonizamida (6) son las estructuras mas pequefias. TTA-A2 (9), TTA-P2
(10) y 2944 (5) bloguean a los Cay3 en un rango nanomolar. El bloqueador Z944 y ACT-709478 (7) se
encuentran en fase Il para su uso clinico. Nimodipina (8) es un bloqueador inespecifico que también bloquea
a los canales de calcio HVA. NMP-7 (3) y anandamida (11) adicionalmente son agonistas de los receptores

CB1/CB2. Finalmente, genisteina (12) es una isoflavona con mayor afinidad al Ca,3.3.
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El bloqueador endégeno anandamida, ademés de bloquear a los canales de calcio tipo T
[47], es ligante natural de los receptores CB1/CB2 [48] y este efecto dual es importante
como terapia en el contexto de la fisiologia del dolor. EI endocannabonoide anandamida
tiene una mayor afinidad por el subtipo Cay3.2, como muestra su I1Cso de 4.15 pM para el
canal Cay3.1, 330 nM para el canal Ca,3.2 y 1.10 uM para el canal Ca,3.3. Con este
enfoque de efecto dual sobre los canales de calcio tipo T y sobre los receptores
cannabinoides (CB1/CB2) se han sintetizado los compuestos NMP (por sus siglas en inglés
Neuro Molecular Production) [9, 10]. De esta manera los compuestos NMP-7 y NMP-181
son agonistas del receptor CB2, mientras que NMP-4 es un agonista parcial del receptor
CB1 y un agonista inverso del receptor CB2. Ademas, los compuestos NMP-7, NMP-4 y
NMP-181 presentan un blogueo de canales LVA con un ICso de 1.84 uM, 2.47 uM y 4.5
UM, respectivamente [8-10].

Finalmente entre las moléculas bloqueadoras pertenecientes al grupo de las toxinas se ha
observado que la toxina denominada kurtoxina, proveniente del escorpion Parabuthus
transvaalicus, es capaz de bloquear a los Cay3 [49]. Una toxina muy similar proveniente
también del escorpién pero de la especie Parabuthus granulatus, llamadas toxinas tipo
kurtoxina | y 11, pueden inhibir a los Cay3 asi como los Cay1 [50]. La protoxina ProTx-11
aislada de la tarantula Thrixopelma pruriens bloquea tanto a los canales Cay3.1 como a los
Nav [35].

2.4 Estudios espectroscépicos experimentales y tedricos de los Cav3

Para el bloqueador etosuximida se ha realizado un estudio espectroscopico teorico-
experimental que incluye un analisis IR, UV, Raman, RMN (*H y C), asi como un
analisis de conférmeros, NBO y de interaccion de dimeros, todos ellos usando la
metodologia DFT [51]. Adicionalmente se ha encontrado que existe una correlacion del
pardmetro ECsp (concentracion efectiva méxima al 50%) con la energia del orbital LUMO
para etosuximida junto con otros farmacos antiepilépticos como fenitoina, fenbarbital y
carbamazepina [52]. Por otro lado, la molécula amilorida cuenta con estructura de rayos X
[53] y se ha realizado un analisis de solvatacién, conformeros y MEP con métodos DFT y
de simulacion de dindmica molecular [54, 55]. Para el endocannabinoide anandamida, al
contar con una estructura muy flexible se han realizado distintos trabajos explorando el
espacio conformacional de esta molécula, junto con estudios espectroscopicos para
modelar la estructura. Debido a que es una molécula que se considerard en estudios
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posteriores de caracterizacion en este trabajo de tesis se profundizara en los estudios que se
han realizado sobre ella. La anandamida presenta cuatro dobles enlaces en su cadena
alquilo los cuales podrian tomar la configuracion, todos-cis, cis-trans-cis-trans o todos-
trans. Se ha observado que la anandamida, en su forma natural, tiene la configuracién
todos-cis como lo indica su nombre IUPAC [5,8,11,14-eicosatetraenamide,(N-2-
hydroxyethyl)-(all-Z)] [56]. Estudios experimentales electrofisiologicos de la anandamida
demuestran que esta region de dobles enlaces cis, junto con el grupo hidroxilo son
importantes para la interaccion con los canales de calcio tipo T [57]. Se han realizados
estudios comparativos aplicando el método QSAR (por sus siglas en inglés Quantitative
Structure Activity Relationship) de la anandamida con el compuesto trans-A°-
tetrahidrocannabinol (A%-THC) y sus derivados [58, 59].

Otros estudios relacionados con la anandamida involucran la exploracion de sus
conformeros. Aplicando la metodologia de memorias conformacionales y de calentado
recocido CM/SA (por sus siglas en inglés Conformational Memory/ Simulated Annealing)
se demuestra que en un ambiente no polar el conférmero mas poblado es el extendido
seguido de la forma de U, mientras que en un ambiente polar es el hibrido de forma
extendida/forma de U el mas poblado seguido de la forma U simétrica [60, 61]. Ademas,
de acuerdo con célculos de dinamica molecular, la anandamida en un ambiente tipo
membrana lipidica, el conformero extendido seguido del conférmero de U son los més
poblados [62]. Un modelo adicional, utilizando la misma metodologia, muestra que existe
una transicion del conformero extendido al conférmero de horquilla cuando la anandamida
pasa de la membrana lipidica al receptor CB1 [63]. Existen otros trabajos que abordan este
mismo fin pero apoyados en evidencia espectroscopica experimental. Por ejemplo, el
trabajo de Chen et. al., quienes realizan primero un estudio de espectroscopia RMN de H!
y C bidimensional de alta resolucion para establecer restricciones en los célculos de
simulacion de dinamica molecular. Dando como resultados que el conférmero pseudo-
hélice seguido del conformero de U son los mas probables de interaccion con los
receptores CB1/CB2 [64]. Un estudio de espectroscopia RMN de H! y C'3 en combinacion
con simulaciones de Monte Carlo (MC), establecen que la anandamida prefiere la forma
extendida con sus enlaces dobles cis en la cadena alquilo formando un anillo de siete
atomos en el grupo etanolamida [65]. Usando la técnica NMR-REDOR (por sus siglas en

inglés Rotational Echo Double Resonance) para la anandamida en un ambiente tipo
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membrana DPPC (por sus siglas en inglés Dipalmitoyl-Phosphatidyl-Choline) se sugiere
que la anandamida extendida se orienta como los fosfolipidos interactuando con su parte
polar hacia el exterior y su parte no polar hacia los grupos alquilo [66]. Se ha observado a
través de simulaciones de dindmica molecular que la flexibilidad de la anandamida es
necesaria para el reconocimiento de ésta con la enzima FAAH, identificando tres grupos de
conférmeros de acuerdo a su linealidad en formas extendidas, formas de gancho y formas
curvadas [67]. Sobre la interaccion se sabe que el aminoacido F3.25 es importante en la
interaccion de la anandamida con el receptor CB1 [68]. Ademéas un estudio de
acoplamiento molecular sobre la estructura cristalina del receptor CB1 muestra el
conférmero de horquilla como una estructura importante en la interaccion [69]. La
estructura de rayos X del transportador de la anandamida FABP5 muestra una
conformacién en horquilla para la anandamida. Los dobles enlaces se muestran alternados
(cis-trans-cis-trans) para la proteina en raton y todos-trans en la proteina de humano [70].
Evaluando la actividad de la anandamida todo-trans y todos-cis se ha observado que
ambos son buenos sustratos en interaccion con FAAH [71]. Se ha observado que tanto la
proteina FAAH como la FABP5 pueden hidrolizar a la anandamida [72], o que podria
indicar que las formas alternadas y todos-trans podrian ser estructuras en proceso de
metabolizacion que difieren de la anandamida en su forma natural con sus dobles enlaces-
cis. Finalmente los compuestos NMP también cuentan con informacion de RMN de H! y
C1[9, 10]. La Tabla 1 muestra los trabajos espectroscopicos realizados experimentalmente

y teéricamente sobre las moléculas bloqueadoras antes mencionadas.

Tabla 1. Bloqueadores del canal de calcio tipo T con valores de afinidad e informacion espectroscopica

experimental o tedrica.

Bloqueadores  Estudios experimentales Estudios tedricos
o IR, UV, Raman, RMN (H! y C*¥) [51],
Etosuximida IR, UV, Raman, RMN (H!y C*®) [51]
NBO [73]
Amilorida Rayos-X [53], IR, RMN (C*¥*y N*) [74]  MEP, Solvatacion y Tautémeros [54]

Anandamida Rayos-X [70], RMN (H! y C®) [57, 65] Conférmeros [60, 62, 64, 65, 75]
NMP RMN (H!y C*3) [8-10]
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Capitulo I11. Fundamentos tedricos
3.1 Teoria del funcional de la densidad

Un sistema molecular de N electrones se puede modelar usando calculos de la quimica
cuéntica computacional. La energia y otras propiedades observables del sistema molecular
se obtienen al resolver la ecuacion de Schrodinger:

H‘PN =Eqpy (1)

La ecuacion (1) representa la ecuacion de Schrodinger en su forma general, donde H es el
operador hamiltoniano, ¢, es la funcién de onda para N electrones y E es la energia del
sistema. La funcidn de onda o funcion de estado ¢ esta en funcion de las coordenadas del
sistema y del tiempo. Sin embargo, es la funcion | (x, t)|?dx con significado fisico, esto
es, indica la densidad de probabilidad de encontrar a una particula en el tiempo t en la
posicion x. El hamiltoniano, a su vez se define como la suma del operador de energia
cinética T mas el operador de la energia potencial 7 como se muestra en la ecuacion (2):

-~ A~ ~ h2 02 62 62
H=T+V=—(—+a—yz+§)+V(x,y,Z) )

2m \0x?2

La forma analitica de los operadores de energia cinética y potencial corresponden a un
sistema tridimensional. En la ecuacion (2) m es la masa y h se define como h = h/2n
siendo h la constante de Planck. Las ecuaciones (3) y (4) indican la ecuacién de

Schrddinger dependiente del tiempo e independiente del tiempo, respectivamente, donde
i =+—1:

—in-2
Hop = ih P 3)

L o)+ {E-T00)) () =0 @)

2m dx

Los métodos de estructura electronica tratan a un sistema molecular con N electrones y los
efectos de éstos sobre los demas electrones del sistema. EI modelo de moléculas
polielectronicas considera los parametros de distancia de enlace, angulos de enlace y
angulos diedros para definir la conformacion molecular, en comparacion con las moléculas
diatomicas que solo se definen por su distancia internuclear. Por ello, en un sistema

polielectrénico los calculos requieren un mayor costo computacional.
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Las tres principales aproximaciones que se utilizan para calcular las propiedades de
estructura electronica son los métodos semi-empiricos, los métodos ab initio, y los
métodos basados en la teoria del funcional de la densidad, que se describen brevemente a

continuacion.

Los métodos semi-empiricos utilizan un hamiltoniano simple considerando parametros
obtenidos de datos experimentales para realizar los calculos. Los métodos ab initio (de
primeros principios) utilizan un hamiltoniano verdadero considerando las constantes fisicas
necesarias y fundamentales para los calculos. Finalmente, los métodos basados en la teoria
del funcional de la densidad no calculan la funcién de onda molecular sino la densidad de
probabilidad electrénica molecular para calcular la energia molecular y las propiedades del
sistema. Esta Ultima teoria se detalla a continuacion debido a que se utiliza en el proyecto
de tesis [76].

La teoria del funcional de la densidad DFT (por sus siglas en inglés Density Functional
Theory) fue desarrollado en 1964 por Hohenberg y Kohn [77]. Se desarrolla considerando
la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo (ecuacion 4) y la aproximacion de
Born-Oppenheimer. La aproximacion de Born-Oppenheimer considera a los nucleos como
particulas fijas que generan el potencial externo V en donde los electrones se mueven. La
teoria DFT proporciona soluciones aproximadas en términos de la densidad de

probabilidad electrénica basadas en la existencia del funcional de energia Eq(p(#)) con

valor minimo de energia en el estado fundamental E,(po(#)). La densidad de probabilidad
electronica del estado fundamental es una funcién que depende solamente de tres variables
po = (x,y,2). El método Kohn-Sham es la base para determinar p(7). Utiliza el principio
variacional para expresar ¢, como un determinante de Slater gy = [#1 @2 @3 ...¢y]
donde ¢; satisface la ecuacion de Schrodinger de una particula con potencial efectivo

(Vesr) asociado a N particulas no-interactuantes. La densidad se obtiene como:

p(P) = ZiLilgil? ()

Considerando la aproximacion de Born-Oppenheimer se establece que la funcién de onda
electronica del estado fundamental de una molécula de N electrones es una funcion propia

del hamiltoniano puramente electronico que se muestra en la ecuacion (6):

A= —3Tia Vi + T v0) + 3 Ty (6)
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V() = = To=

Tia

(")

en donde v(r;) se define como el potencial externo y es como su nombre lo dice la energia
potencial de la interaccion entre el electrén i y los ndcleos. EI hamiltoniano puramente
electrénico se define como la suma de la energia cinética electronica T, atracciones
electrén-nucleo Vy,. y repulsiones electron-electron V,,. Tomando el promedio del
hamiltoniano electronico en el estado fundamental y siendo cada uno de estos promedios

un funcional de p, se puede escribir la ecuacion (8) de la siguiente manera:

Eo = Eylpol = Tlpol + Velpol + Veelpol (8)

En la ecuacion (8), Vye[po] se conoce y se define como [ po(r)r(r)dr, mientras que los
términos T[p,] Y V..[po] NO se conocen de manera explicita, por lo que la ecuacion (8) se

puede reescribir como sigue:
Eo = Ey[pol = [ po@r(m)dr + Tlpol + Veelpol = [ po(r(m)dr + Flpe]  (9)

en donde el funcional F[py] = T[po] + V.e[po] €s independiente del potencial externo y no
permite de manera préactica calcular E, a partir de p, debido a que F[p,] es desconocido.
Para ello es necesario aplicar el teorema variacional de Hohenberg-Kohn y el método de
Kohn-Sham. EI teorema variacional de Hohenberg-Kohn dice que para toda funcion de
densidad de prueba p,,-(r) que satisface [ p,,(r) = ny p,,(r) = 0 para todo r, es valida

la siguiente desigualdad:

Tlppr| + Veelppr] + [ pprv(r) dr = E, [po] (10)

Lo que prueba que no cualquier densidad electronica de prueba puede dar una energia del

estado fundamental menor a la verdadera densidad electrénica del estado fundamental

Ev [ppr] = Ev [Po] .

El método Kohn-Sham proporciona un método practico para obtener p, y E, a partir de py,
sin embargo, como existe un funcional desconocido se obtienen resultados aproximados.
Considera un sistema de referencia ficticio (s) denominado sistema no-interactuante de N
electrones que experimentan la energia potencial v¢ = (r;), que hace que la densidad de

probabilidad electrénica del estado fundamental del sistema de referencia sea igual a la
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densidad electronica del estado fundamental exacta ps(r) = po(r). Los electrones no

interacttan entre si en el sistema de referencia y su hamiltoniano se define como:
1 ~
Ay =30, [-3V2 +v,()] = S, RS (11)

en donde hXS es el hamiltoniano de un electron de Kohn-Sham y se define como AXS =
—%Vf + v4(1;). Kohn y Sham reescriben la ecuacion (9) al definir AT[p,] como la

diferencia de la energia cinética electronica media del estado fundamental de la molécula y
el estado de referencia de electrones no interactuantes con densidad electronica igual a la
de la molécula como se observa en la ecuacion (12). EI promedio de la repulsién electron-
electron de la densidad electronica en estado fundamental V,,[p,] se define en la ecuacion

(13) y ambos parametros se consideran para obtener la ecuacion (14):

AT[po] = Tlpol — Tslpol (12)
AVzelpol = Veelpo] — 3 [ 2222 i drr (13)
E,lpol = [ p(ru(m)dr + Tylpo] +3 [f P22 drydr + AT[po] + AVe[po]  (14)
En la ecuacion (13) 1, es la distancia entre dos puntos, la cantidad

1 _ - ;- . -z .
Effp(rl)p(rz)rlzldrldrz es la expresion clasica de la energia de repulsion electrostatica

inter-electronica cuando los electrones estan dispersos en una distribuciéon continua de
carga con densidad electronica p. Los funcionales AT y AV, son desconocidos y la suma
de ellos se define como el funcional de la energia de correlacion de intercambio E.;[po]

como lo muestra la ecuacion (15):

Ecilpo]l = AT[po] + AVl po] (15)

Sustituyendo la ecuacion (15) en la ecuacion (14) se tiene:
Eo = Eylpo] = [ p(ru(r)dr + Tylpol +3 [ 2 drydr, + Ealpo]  (16)

El potencial de correlacion de intercambio se obtiene de la derivada de la energia de

correlacion e intercambio como se muestra en la ecuacion (17):

_ SEg[p(n)]
vei(r) = =0 (17)

17



Se utilizan diferentes aproximaciones para obtener el término de correlacion e intercambio
E;, dentro de las que se incluyen el método de aproximacion densidad local LDA (por sus
siglas en inglés Local Density Approximation), el método de aproximacion densidad de
spin local LSDA (por sus siglas en inglés Local Spin Density Approximation) y la
aproximacion de gradiente generalizado GGA (por sus siglas en inglés Generalized
Gradient Approximation). En este trabajo utilizamos los métodos DFT: BLYP, B3LYP,
MO06-2X, PBEO y BP86 y se describe abajo la aproximacion que utilizan para determinar el
término E; [76].

Los métodos BLYP y B3LYP son funcionales hibridos, desarrollados por Becke, Lee,
Yang y Parr. Para BLYP la energia de intercambio es una combinacién del funcional de
intercambio de Becke [78] con el funcional de correlacion por Lee, Yang y Parr [79].
Mientras que el funcional B3LYP combina la energia de intercambio con la energia exacta

de Hartree-Fock (HF) como se muestra en la ecuacion (18):
EB3LYP = (1 — qo)ELSPA + qoEHF + a, AEE®® + a .EXYP + (1 — a,)EY"N (18)

donde ELSP4, es el funcional de intercambio con la aproximacion LSDA (local spin density
approximation), Effes el funcional de intercambio HF, AEE8® es la correccion de
gradiente de Becke al funcional de intercambio, ELY* es el funcional de correlacion de Lee,
Yang y Parr, EY"N es la aproximacion de densidad local de VWN (Vosko, Wilk y Nusair)

al funcional de correlacién y las 3 constantes a, = 0.2, a, = 0.72y a, = 0.81 [80].

MO06-2X es un funcional de correlacion-intercambio meta-GGA hibrido, desarrollado en la
universidad de Minnesota, que depende de tres variables: densidad de spin (p,), gradiente
de densidad de spin reducido y, y la densidad de energia cinética de spin t,. Utiliza una
doble cantidad de intercambio no-localizado (2X) y esta parametrizado para moléculas que
no contienen metales. Se recomienda para estudios termoquimicos, de cinética y para

interacciones no-covalentes [81].

PBEO es un funcional de la densidad que no contiene parametros empiricos, adquiere su
nombre por sus autores Perdew, Burke y Ernzerhof. Este funcional combina la energia de

intercambio PBE con la energia de intercambio HF de acuerdo a la ecuacion (19):

1
Exc®® = Exe® + 5 (BT — EXPF) (19)
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El funcional PBEO aporta una buena exactitud para estructuras moleculares y propiedades
de las moléculas de toda la tabla periddica con una conexion directa con las propiedades
fisicas [82].

Finalmente, el funcional BP86 es de tipo GGA que incorpora la dependencia de la
densidad electrénica y su gradiente [83]. Se compone del funcional de intercambio de
Becke [78] y del funcional de correlacion de Perdew [84]. Este funcional da buenos
resultados en moléculas que presenten puentes de hidrogeno intramoleculares en su

estructura [85].
3.2 Funciones de base

Las funciones de base X, se utilizan para representar a los Orbitales Moleculares (OM) ¢;.
Cada OM ¢; se representa como una combinacién lineal ecuacion (20) de uno o méas
orbitales tipo Slater (STO), que tiene la forma como se muestra en la ecuacion (21) para

moléculas lineales y como en la ecuacion (22) para moléculas no lineales:

¢i = i CriXyi (20)
X (a0 00, a) = Nr;l—le—é’raym(ga’ ®a) (21)

X (e 8s ) = N1 =3ra & f“ 2 (04, b (22)

en donde Y;™ es un armonico esférico y N es la constante de normalizacion. Cada OM se

describe por una combinacion lineal de diferentes funciones de base .

La evaluacion de las funciones de base de moléculas poliatomicas causa dificultades en la
resolucion de las integrales necesarias, consumiendo mucho tiempo computacional. Para
acelerar dicha evaluacion se utilizan las funciones tipo gausiana GTF (por sus siglas en
inglés Gaussian Type Functions) como muestra la ecuacion (23), la cuales consideran una
constante de normalizacion gausiana cartesiana como muestra la ecuacion (24). Las
funciones gausianas se usan como una combinacion lineal normalizada de funciones

gausianas individuales como se muestra en la ecuacién (25):

Jijk = Nxzi;ygzzlfe_arg (23)

a 3/4 (Ba)l+]+kl|]|k| /2
(7) [(21)'(21)'(21()'] (24)
= Z durgu (25)
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En la ecuacion (23) i,j, k son enteros no negativos, a es un exponente orbital positivo y
Xp, Vb ¥ Z, SON coordenadas cartesianas con el origen en el nucleo b. En la ecuacion (24)
cuando i +j + k = 0 la GTF se denomina gausiana de tipo s; cuando i +j+ k=1 la
gausiana es de tipo p, que contiene el factor x;, y;, o z,. Cuando i + j + k = 2 la gausiana
es de tipo d, que contiene los factores x2, 2, zZ, X, Vi, X2 ¥ VpZp. EN la ecuacion (25) X,
se denomina funcién tipo gausiana contraida CGTF (por sus siglas en inglés Contract
Gaussian Type Functions), las g, (gausianas primitivas) son las gausianas cartesianas
normalizadas centradas en el mismo atomo y con los mismos valores i, j, k que las otras,
pero diferentes a a. Los coeficientes de contraccion d,,,- son constantes que se mantienen

fijas durante el calculo.

La forma en que las funciones de base pueden modificarse es incrementando el nimero de
funciones para representar un orbital atdmico, esto se conoce como conjuntos de base de
valencia desdoblada SV (por sus siglas en inglés Split Valence) [76]. Por ejemplo, el
conjunto de base doble zeta (Dunning) [86] utiliza combinaciones lineales de dos
diferentes tamafios para cada orbital molecular y en el caso del conjunto de base 6-311G
(Pople) [87], se utilizan 3 distintos tamafios de funciones contraidas para representar un

orbital.

Los conjuntos de base polarizados permiten modificar la forma del orbital, esto es que
ayudan a describir distorsiones de la nube electronica en un ambiente molecular. Afaden
STO a las funciones de base cuyos nimeros cuanticos son mayores que el [ maximo de la
capa de valencia del estado fundamental del atomo. Esto es “d” para los atomos de litio al
fltior, “f” para metales de transicion y funciones “p” para los atomos de hidrogeno. Un
ejemplo comun es una base doble zeta méas polarizacion denotada como DZ + P o DZP.
Las funciones difusas son necesarias para calculos que consideran aniones debido a que los
orbitales de estos sistemas tienen una tendencia a la expansion, se denotan con un signo de

mas (+) o “aug” para las bases de Pople y Dunning, respectivamente.

En este trabajo de tesis se utilizaron los siguientes conjuntos de funciones base: de Pople
(6-31+G(d,p), 6-311G(d,p), 6-311+G(d,p), 6-311++G(d,p)) [87], de Aldrich (TZV) [88] y
de Dunning (cc-pVDZ, aug-cc-pVDZ, cc-pVTZ, aug-cc-PVTZ, cc-pVQT) [86].
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3.3 Espectroscopia IRy RMN
Espectroscopia IR

La espectroscopia infrarroja (IR) es la técnica basada en el estudio de las vibraciones de los
atomos en una molécula que ocurre cuando la radiacion infrarroja interactia con la
molécula. La radiacion infrarroja cubre el intervalo de 12000cm™ a 10 cm™ y se divide en
IR lejano (200cm™*-10cm™), IR medio (4000cm™-200 cm™) e IR cercano (12000cm-
4000cm™). El espectro infrarrojo se construye con la fraccion de radiacion incidente
absorbida a una energia en particular de la muestra. Una molécula puede tener regiones
infrarrojas activas o inactivas de acuerdo a las reglas de seleccion. Para que una molécula
pueda mostrar absorciones en el infrarrojo debe poseer un momento dipolar eléctrico que
cambie durante las vibraciones. De esta forma una molécula diatomica heteronuclear es
activa al infrarrojo porque el momento dipolar de la molécula cambia cuando el enlace de
union se expande y se contrae, al contrario de una molécula diatomica homonuclear, cuyo

momento dipolar es cero durante la vibracién [89].

Los niveles de energia vibracional E, de una molécula diatobmica consideran la

aproximacion del oscilador arménico y esta determinado por la ecuacion (26):

Ey=hv (v+3) (26)

L L 1 (k\1/2 .
en donde la frecuencia vibracional clasica es v = E(E) y puede tomar los nimeros

cuanticos vibracionales v = 0,1,2,...n, también puede modificarse para que utilice

directamente los valores de los numeros de onda para las frecuencias vibracionales de

_ 1 (k\V/2 . . .
enlace como v = Z—M(;) donde c es la velocidad de la luz. Siendo u la masa reducida

definida como u = mym,/m, + m, y k la constante de fuerza. La constante de fuerza es
una medida de la fuerza del resorte en el modelo masa-resorte de la frecuencia vibracional.
La fuerza del resorte en un enlace representa el balance de las repulsiones nucleares, las

repulsiones electronicas y las atracciones electron-ndcleo [90].

Los tipos de vibracion que tiene una molécula se denominan modos vibracionales. Una
molécula diatdmica tiene 3 grados de libertad traslacionales, 2 grados de libertad

rotacionales y un modo vibracional que corresponde al estiramiento y compresion del
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enlace de union. Una molécula poliatémica lineal con N nimero de atomos tiene 3N — 5
modos vibracionales mientras que una molécula poliatdmica no-lineal tiene 3N — 6 modos
vibracionales o grados de libertad vibracionales. Las moléculas poliatomicas en total tienen
3N grados de libertad como lo muestra la Tabla 2. Los modos vibracionales son de:
estiramiento simétrico o asimétrico o stretching (v), flexiones en el plano simétricas o
asimétricas o bending (), flexiones tipo scissoring (o) o tijereteo y rocking (p) o
balanceo y flexiones simétricas y asimétricas fuera del plano conocidas como wagging (w)

0 aleteo y twisting (z) o torsion [89].

Tabla 2. Grados de libertad de moléculas poliatdmicas.

Grados de libertad Lineal No-lineal
Traslacional 3 3
Rotacional 2 3
Vibracional 3N -5 3N -6
Total 3N 3N

El momento de transicion entre dos estados de vibracion superior e inferior esta dado por

la ecuacion (27):

Mam = [ n pPmdr (27)

en donde y,, y ¥,,, son las funciones de onda de los estados de vibracion superior e inferior
respectivamente y u es el momento dipolar eléctrico. Cuando el movimiento rotacional es
puro, u es constante, para una molécula diatdbmica homonuclear u es igual a cero, para una
molécula diatdbmica heteronuclear u # 0 y varia en x. El momento dipolar u cambia por la
variacion de la longitud del enlace y se expresa como una serie de expansion de Taylor

como se representa en la ecuacion (28):
d 1 (d?
u() :'uo-l_(dl:)oq-i_z(drg)o q* + - (28)

donde p, es el momento del dipolo eléctrico permanente y q =r —r1, siendo 7, la
distancia en equilibrio. Si sustituimos la ecuacién (28) en la ecuacion (27) y consideramos

los primeros términos tenemos la ecuacion (29):

= [ W 1o+ (52)a|wmr =95 (3F) awmar (29)
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La regla de seleccion para un oscilador armonico simple es Av = +1. La relacion de

poblacion entre el nivel v, N, y la poblacion total N est& dada por la ecuacion (30):

Ny e—Ev/kT e—Ev/kT

~ (30)

VTSN T

en donde Z,,;;, es la funcién de particion de vibracion. Es importante sefialar que las reglas
de seleccidn indican solamente si una transicion puede ocurrir, pero no da informacion de
la intensidad de ésta [90, 91].

Espectroscopia RMN

Por otro lado, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica que
proporciona informacion de la estructura de una molécula. Histéricamente se utilizaba para
visualizar a los protones y por ello se asume que la resonancia magnética nuclear puede ser
sinénimo de resonancia magnética de proton a menos que se especifique el nacleo que se
esta estudiando. Un ndcleo con un nimero de masa o nimero atomico impar tiene un espin
nuclear y puede ser detectado por un espectrometro de RMN. Las propiedades basicas de
un protén son su masa, carga y espin o momento angular intrinseco. EI movimiento de
giro de un protdn genera un campo magnético parecido al de un iman de barra o de una
corriente circular [92]. EI campo magnético de una corriente circular es equivalente al de

un dipolo magnético de momento g, definido en la ecuacion (31):
t = g I+ 1) (31)

en donde gy es el factor g nuclear, M, es la masa del proton, e es la carga electronica y

I(I +1)h es la longitud o magnitud del vector momento angular de espin. El dipolo
magnético nuclear precesa alrededor del eje del campo cuando esta sometido el proton en
un campo magnético uniforme de fuerza H. Este movimiento de precesion es similar al del
movimiento de un trompo sometido a la fuerza de gravedad. La frecuencia de precesion
angular llamada frecuencia de Larmor estd dada por w y la relacion giromagnética esta

definida por y en las ecuaciones (32) y (33):

w =yH (32)
__ momento magnético (33)
" momento angular  \JII+Dh
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En ausencia del campo magnético externo, los momentos magnéticos de los protones se
orientan al azar. Sin embargo, en presencia de campo magnético externo cada momento
magnético de protdn se alinea con el campo magnético externo o en contra de éste. El
estado de menor energia es el que se alinea con el campo magnético externo. La energia E

debida a esta interaccion magnética viene dada por la ecuacion (34):
E = y;H cos 8 (34)

en donde 6 es el angulo entre el eje del dipolo y la direccién del campo, toma valores
. . ‘ , 1 4 -

cuantizados en el espacio. Para un proton de espin I = 5 solo hay dos valores posibles de

6. La proyeccién del vector del momento angular de espin sobre el eje de cuantizacion es

igual a %h y —%h , que puede escribirse también como M;h donde M; es el nimero

S - Zar 1 .
cuantico de espin magnético y toma valores de t-. Siendo uy el componente de y; en la

direccion del campo, definiendo las ecuaciones (35), ecuacion (36) y ecuacion (37):

cosf =H (35)
Ur
Uu = gnBNM,; (37)

En la ecuacion (37), By es el magneton nuclear y se define como By = (e/ZMpc)h. Si

sustituimos la ecuacion (37) en la ecuacion (36) se obtiene la ecuacion (38):

E = —gnBnHM, (38)

. 1 1 . . ;. - 1
Cuando el espin es de > M; = £y tiene un nivel de energia inferior de _EgNBNHa
correspondiente al alineamiento con el campo externo y un nivel de energia superior de
1 . . .
EgN,BNHa correspondiente al alineamiento en contra del campo externo.

Cuando la radiacion electromagnética de una frecuencia v satisface la condicion de
resonancia de la ecuacion (39) pueden ocurrir transiciones entre los niveles Zeeman. Para

un sistema compuesto por un conjunto de protones no interactuantes, la relacion de

poblacién de protones entre el estado M; = —% ,n_1 yelestado M; = % ,n1 esta dada por
2 2

la expresion de Boltzmann de la ecuacion (40):
AE == hV = gNﬁNH (39)
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N[ =

— e~ INBNH/KT (40)

S
+
N[

El espin nuclear I para cualquier nlcleo puede ser cero, un nUmero semientero o un entero.
Este nimero estd determinado por el nimero maésico A y el nimero atomico Z del ndcleo.
Las siguientes reglas se utilizan para determinar el valor de I: a) si A es impar y Z es par 0
impar, I es semientero, b) si Ay Z son pares, [ esceroy c) si A es pary Z es impar, I es
entero. En los sistemas bioldgicos se trabajan cominmente con el nicleo de H! y C*3
porqgue son los elementos mas comunes, sin embargo es posible realizar un estudio de

RMN de ntcleos con espin no nulo como el de N*°, F1° y P3!, entre otros elementos [91].
3.4 Orbitales moleculares (OM) y Mapa de potencial electrostatico (MEP)
Orbitales moleculares, OM

Los orbitales moleculares (OM/¢;) se expresan como combinaciones lineales de funciones
de base (yx,). Para representar de manera exacta un OM se debe tomar una serie completa
de funciones de base, lo que llevaria a contar con un nimero infinito de éstas, sin embargo,
en la préactica se utiliza un ndmero finito (b) de funciones de base. Haciendo una buena
eleccion de las funciones de base y considerando un numero suficientemente grande
podemos obtener un error despreciable. Ademas, los coeficientes asociados (cg;) se
obtienen mediante la resolucién de las ecuaciones de Roothaan propuesto en 1951 como se

muestra en la ecuacion (41):

i = Z?:l CsiXs (41)

Se piensa que la hibridacion se da solamente en presencia de algunas geometrias
moleculares, pero célculos de SCF (por sus siglas en inglés, Self-Consistent Field)
demuestran que todos los OM tienen hibridacion en alguna medida. De esta forma,
cualquier OM o6 de una molécula diatdomica es una combinacion lineal de orbitales
atomicos (OA) 1s,2s,2py, 3s,3p,,.. de los atomos separados. Para saber que OA
contribuye a un OM dado se considera que solo los OA tipo ¢ (s, po, do...) contribuyen a
los OM tipo o, solamente los OA tipo © (pm, dm, ...) contribuyen a los OM tipo & y asi
sucesivamente. Ademaés, de que solamente los OA de energia similar contribuyen

sustancialmente a un OM dado.
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Tanto los OM de moléculas diatdmicas homonucleares como los de moléculas diatomicas
heteronucleares se aproximan mediante combinaciones lineales de orbitales atdmicos. Sin
embargo, para los OM de moléculas diatomicas heteronucleares, en una aproximacion
simple, se toma cada OM de valencia como combinacion lineal de dos OA, ¢, Y ¢;, uno
sobre cada atomo, de manera que a partir de los dos OA se puedan formar dos OM como

se muestra en la ecuacion (42):

C1¢a + 2P ¥ C1Pa + 25 (42)

La falta de simetria de las moléculas diatomicas heteronucleares hace que se obtengan
coeficientes con valores diferentes. Los coeficientes c¢; y ¢, son positivos de manera que
aportan carga entre los nicleos en el OM enlazante heteronuclear. Mientras que los ¢; Y ¢;
tienen cargas opuestas causando una disminucion de la carga para el OM antienlazante
heteronuclear. Los coeficientes se obtienen al resolver una ecuacion que considera al
hamiltoniano efectivo monoelectronico. Como resultado se forma un OM enlazante y

antienlazante a partir de los OA para los casos homonuclear y heteronuclear.

En el caso de moléculas poliatdmicas se considera el hamiltoniano no relativista puramente

electronico definido de acuerdo a la ecuacion (43):
—~ 1 Zs 1
Hey = —EZiV%—ZiZ«a‘FZinir—U (43)

Si no se toman en consideracion las repulsiones electrén-electrén, la funcién de onda de
orden cero es el producto de funciones espaciales de un electron (orbitales moleculares).
Para moléculas poliatomicas, los OM pueden clasificarse con base en las especies de
simetria de los grupos puntuales moleculares. Dentro de las propiedades de un OM, se
pueden mencionar que: a) cada OM mantiene dos electrones de espin opuesto, b) cuando
los OM tienen la misma energia forman una capa y c) la especificacién del niamero de

electrones de cada capa forma la configuracion electronica molecular [76].

La teoria de los orbitales moleculares frontera FMO (por sus siglas en inglés Frontier
Molecular Orbital) predice la reactividad relativa basada en las propiedades de estructura
electronica de los sistemas. Se formula en términos de la teoria de perturbaciones de

segundo orden de acuerdo a la ecuacion (44):
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AE = — S5 (pa + pa)xalVIXs X xalxs) + ZHEmoS 2408 4

[Z?EAZ oczg%vir_l_zioezg oc gé\:lqvir] 2(ZgACiaCa::E)s(;a|V|Xaa>)2 (44)
El primer término de la ecuacion representa la repulsion entre orbitales moleculares
ocupados conocido como repulsion eléctrica; el segundo término representa las
interacciones atractivas o repulsivas entre regiones cargadas de las moléculas; y el tercer
término corresponde a una interaccion estabilizante (¢; — €, < 0) debida a la combinacién
de orbitales ocupados de una molécula con orbitales vacios de la otra. Los pardmetros A y
B representan los &tomos en cada una de las moléculas que interacttan; V es un operador
que contiene a su vez todos los operadores de energia potencial de las moléculas que
participan en la reaccion; (x4|VIxg) es la integral de resonancia entre dos orbitales
atémicos, uno de cada molécula; p, y pp representan la densidad electronica de los &tomos
A y B, respectivamente; Q4 Yy Qg es la carga neta del atomo A y el atomo B,
respectivamente; C;,/Caq Y €i/€4 COrresponden a los coeficientes y las energias de los OM
involucrados. Finalmente, la suma corresponde a todos los orbitales ocupados o no. Si las
moléculas involucradas son muy polares, la reaccion se considera controlada por la carga,
mientras que si dichas moléculas son no polares el tercer término domina y la reaccién se
considera controlada por los orbitales. Se observa en el tercer término que la mayor
contribucion a la doble suma sobre pares de orbitales se produce cuando el denominador
tiene un valor pequefio que corresponde al orbital molecular mas alto ocupado HOMO (por
sus siglas en inglés Highest Occupied Molecular Orbital) y al orbital molecular més bajo
desocupado LUMO (por sus siglas en inglés Lowest Unoccupie Molecular Orbital). Las
propiedades quimicas de una molécula son controladas por los orbitales de valencia. De
esta manera, los ataques nucleofilicos son controlados por el orbital HOMO vy los ataques
electrofilicos son controlados por el orbital LUMO. La reaccion de un nucledfilo implica la
adicion de electrones a un electrofilo. La reaccion se produce entre el orbital HOMO del
nucledfilo con el orbital LUMO del electréfilo. De manera similar, la reaccion de un
electrofilo implica la toma de electrones de un nucledfilo [93]. La diferencia de las
energias de los orbitales HOMO y LUMO define a la energia gap y se representa en la
ecuacion (45):

AE = (ELymo — Enomo) (45)
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Esta diferencia es un indicador de estabilidad cinética y termodinamica de un sistema
molecular, un gap grande HOMO-LUMO implica una estabilidad cinética alta y una baja

reactividad.
Potencial electrostatico molecular, MEP

El potencial eléctrico ¢ en un punto P del espacio, se define como el trabajo w necesario
para desplazar una carga de prueba infinitesimal Q, desde el infinito a P como se denota en
la ecuacion (46):

— WooP
bp =0 (46)

El potencial eléctrico del espacio alrededor de un punto de carga Q se obtiene de acuerdo a
la ecuacion (47) y si se consideran varias cargas puntuales cada una de ellas contribuyen en

¢ como se representa en la ecuacion (48):

_ @

Pp = rera (47)
_ Qi

b1 = Ligro (48)

en donde ¢, es la permitividad o constante eléctrica, d es la distancia entre el punto P y la
carga y ry; es la distancia entre el punto 1 y el punto i = 1,2,3 ...n. Un sistema molecular
se compone de un conjunto de cargas nucleares y electronicas puntuales. Sin embargo, es
posible modelar a los electrones como una nube de carga, de esta manera la probabilidad
de encontrar un electron en un volumen determinado esta dada por p, que se define como
la densidad de probabilidad electronica. La suma de las contribuciones de la carga

electronica molecular y de los nlcleos « establece el potencial eléctrico molecular como:

Zge

— e fff K222 g iy, dz, (49)

d(x1,¥1,71) = Xa pr— P
en donde 1y, es la distancia entre los puntos 1y 2 y la integracién se extiende por todo el
espacio. Se denomina a ¢p como potencial electrostatico molecular o MEP (por sus siglas
en inglés Molecular Electrostatic Potential) y se representa cominmente como un mapa de
contorno alrededor del sistema molecular. Tiene unidades Sl de voltios, sin embargo, al
multiplicarse por la carga del electron e se convierten en julios y considerando la constate

de Avogadro se transforma en julios por mol. EI MEP en un punto P es la energia de
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interaccion eléctrica molar entre la molécula y la carga de prueba de magnitud e situada en
el punto P si se considera que la molécula no estd polarizada por la carga de prueba. El
MEP en ¢(x, y, z) indica la energia de interaccion entre una carga de prueba no polarizada
ubicada en (x,y,z) y la distribucion en la molécula de las cargas nucleares y las cargas

electronicas [76].
3.5 Orbitales de enlace natural (NBO)

El concepto de orbitales de enlace natural fue descrito por Léwdin, quien denoté a un
conjunto Unico de funciones electrénicas ortonormales 6;(#) que son intrinsecas a las
funciones de onda de un sistema de N electrones ¥ (1,2, ..., N). Las 6; pueden considerarse
eigen-orbitales de i para describir la densidad electrénica p(#) de . Los orbitales
naturales, por la adaptacion de simetria, tienen un efecto de deslocalizacion que no tiene un
significado fisico, lo que limita su uso en describir orbitales para fines pedagdgicos. Para
eliminar los efectos asociados a la adaptacion de simetria, se formula un criterio de
localizacion para los orbitales que tienen el caracter de ocupacion maxima (natural) en
regiones localizadas de 1-centro (par solitario) o 2-centros (enlace). La ocupacion maxima,
de acuerdo al principio de exclusién de Pauli, es limitada a un par de electrones. De esta
forma las ocupaciones suficientemente cercanas a 2.00 pueden servir como orbitales
naturales “verdaderos” y pueden acoplarse al diagrama de estructura tipo Lewis. El andlisis
de orbitales de enlace natural se construye como una secuencia de conjunto de orbitales
localizados naturales que incluye a los orbitales atdbmicos naturales (NAO), orbitales
hibridos naturales (NHO), los conjuntos de orbitales moleculares semi-localizados
(NLMO), orbitales atdbmicos (AO) y los orbitales moleculares canénicos (MO). De acuerdo
con un orbital de enlace simple cada enlace NBO g, puede escribirse en términos de dos
orbitales hibridos de valencia (NHOs) hy,,hg sobre los aomos A y B con los

correspondientes coeficientes de polarizacion ¢, , cg como se muestra en la ecuacion (50):
Oap = Cghy — Cahp (50)

El cual puede variar desde un enlace covalente (c4 = cg) a un enlace ionico (¢, > cg).
Cada enlace de valencia NBO debe tener su correspondiente anti-enlace de valencia NBO
como lo muestra la ecuacion (51):

O-AB* = CAhA + CBh’B (51)
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El orbital NBO donador tipo “Lewis” se complementa por el orbital NBO aceptor tipo “no-
Lewis” el cual esta formalmente vacio dentro del esquema idealizado de las estructuras de
Lewis. La energia de estabilizacion debida a las interacciones donador—aceptor ¢ — ¢ se
puede estimar por la teoria de perturbacion de segundo orden. Para cada donador NBO (i)
y aceptor NBO (j), la energia de estabilizacion E® asociada con la deslocalizacion
electronica entre donador y aceptor se calcula de acuerdo con la ecuacion (52):

2
Fi;
E® =g, Tl (52)

Ej—Si

en donde q; es el orbital ocupado, ¢; e &; son los elementos de la diagonal y F;; son los
elementos fuera de la diagonal de la matriz de Fock. En general un estudio NBO nos
permite obtener ocupaciones, orden y tipo de enlace y cargas asociadas con cargas
atémicas [94].

3.6 Descriptores de reactividad global

Para determinar la reactividad de las moléculas bloqueadoras de canal se utilizan los
descriptores de reactividad global obtenidos con base en las definiciones de potencial de
ionizacion y afinidad electronica. Los indices que se consideran en este trabajo incluyen al
potencial quimico (i), la electronegatividad (x), la dureza (n), la blandura (S) y el indice
de electrofilicidad (w).

El potencial quimico (u) se define como los cambios de energia del sistema con respecto
al nimero de electrones N sujeto a un potencial externo fijo como lo describe la ecuacion
(53). Esta asociado con la facilidad que tiene un sistema en su estado fundamental para
intercambiar densidad electronica con el ambiente. En términos del potencial de ionizacién
I = —Eyomo Y la afinidad electronica A = —E ;0 €S posible denotar al potencial quimico

de acuerdo a la ecuacion (54) y la ecuacion (55):

0E
=(— 53
H (azv)v(r) ( )
~ -5 54
~ (EHomo+ELuMO) (55)

2
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La electronegatividad (y) se define como la resistencia que tiene un sistema en estado base
de perder densidad electronica, es el negativo del potencial quimico como se muestra en la

ecuacion (56):

I+A
X=—uz(+2) (56)

La dureza (n) se define como el cambio en el potencial quimico electronico u de un
sistema respecto a un nimero de electrones que se encuentran a un potencial externo fijo
como se Ve en la ecuacion (57). Denotando la dureza en términos de I y A se construyen la

ecuacion (58) y la ecuacion (59):

() (o
n= (aN)v(r) N (ONZ)V(T) (57)
_ u-4
~ & (59)
~ (ELumo—EHOMO) (59)

2

La blandura (S) se define como el inverso de la dureza y esta determinado por la ecuacién
(60):
1
S=- 60
- (60)
Finalmente, el indice de electrofilicidad (w) es una medida de la energia de estabilizacion
cuando un sistema en su estado fundamental adquiere una cantidad de densidad electrénica

del ambiente, como lo expresa la ecuacion (61) [95]:
w=5 (61)

3.7 Descriptores de reactividad local

En esta seccion se explican los fundamentos tedricos de dos descriptores de reactividad
local utilizados en este proyecto, que son las funciones de Fukui y las funciones de Parr. La
funcién de Fukui se define como la derivada del potencial quimico (u) con respecto al
potencial externo (v(r)), producido por el nucleo, a un nimero constante de electrones (N)

como se muestra en la ecuacion (62):

) = (50t5) (62)

31



Se obtiene el potencial quimico p- y p+, que corresponden a una pérdida o ganancia de
carga en la molécula, respectivamente. Las funciones de Fukui se definen de acuerdo con

las ecuaciones (63)—(66):

fr =qx(N)—qr(N—1) (63)
fif =q(N+1)—q,(N) (64)
£ =+ ) (65)
& =f-fe (66)

en donde g, es la poblacion electrénica del k-ésimo dtomo de la molécula con N-1, N y
N+1 electrones. De esta manera la ecuacion (63) corresponde a la capacidad de una
molécula a donar un electron mientras que la ecuacion (64) corresponde a la capacidad de

aceptar un electrén. En otras palabras f, corresponde a un ataque electrofilico, ;" a un

ataque nucleofilico y fk(o) es el promedio de las otras dos derivadas mostrando areas mas

susceptibles a ataques por un radical [96]. La ecuacion (66) corresponde al descriptor dual,
el cual esta definido como la diferencia entre las funciones de Fukui nucleofilica y
electrofilica, lo cual hace posible caracterizar ambos comportamientos [97]. Cabe
mencionar que la funcidn de Fukui se definié por Parr y Yang en 1984 y que los valores
mayores de f, Y fiF corresponde a una mayor reactividad en los sitios correspondientes
[98].

Por otro lado, las funciones de Parr son propuestas por Domingo en 2014 [99], las cuales
se definen mediante las ecuaciones (67) y (68) para ataque electrofilico y ataque

nucleofilico, respectivamente:
P=(r) = ps© () (67)
P*(r) = ps® (1) (68)

en donde el término pi€ (r) corresponde a la densidad de spin atdbmica o ASD (por sus
siglas en inglés Atomic Spin Density) del &tomo r del cation de una molécula en particular,
mientras que pi® (r) es el ASD del &tomo 7 del anion. Cada ASD localizado en diferentes
atomos de la especie cationica y de la especie anidnica de una molécula proporciona las
funciones de Parr nucleofilicas P y electrofilicas P; locales de la molécula neutra. Cabe

mencionar que las funciones de Parr se encuentran en el contexto del andlisis topoldgico de

32



las funciones de localizacion de electron ELF (por sus siglas en inglés Electron
Localization Function) que caracterizan el mecanismo molecular de reacciones organicas
que involucran la participacion de enlaces dobles C=C en un ambiente polar, no-polar e

ionico [95].
3.8 Teoria de atomos en moléculas (QTAIM)

La Teoria Cuéantica de Atomos en Moléculas QTAIM (por sus siglas en inglés Quantum
Theory of Atoms in Molecules) es una teoria interpretativa que explica la quimica de
manera alternativa utilizando una descripcion mecano-cuantica a traves de la densidad de
carga electrénica, denotada mateméticamente como p(r). Donde p(r) es la densidad de
probabilidad de encontrar cualquiera de los N electrones en un volumen diferencial y que
es lo mismo que densidad de carga (cantidad de carga por unidad de volumen). De esta

forma p se define como densidad de carga electrénica y es un observable fisico.

Para poder definir los conceptos de atomo, enlace y tipo de enlace se utilizan los conceptos
de gradiente y laplaciano de p. El origen de la densidad puede ser empirico o teorico y

define dos fundamentos en quimica: el &tomo y el enlace.

Dada una funcion escalar tridimensional f (x,y, z) se define el gradiente como un campo

vectorial obtenido como:

of -

of
Vf=£l+—f

ay] + 0z

Uy (69)
La densidad de carga electronica p es una entidad tridimensional sobre la cual se
identifican distintos puntos criticos que tienen un significado fisico. Un punto critico en la
densidad electrénica es un punto en el espacio en el cual la primera derivada de la densidad
es nula. La caracterizacion topoldgica de p se realiza identificando la naturaleza y
posicién de sus puntos criticos por medio de la condicién de punto critico:
_de jdeyde _ 5
Vp—ldx+]dykdz—0 (70)

En la ecuacion (70) el vector cero 0 significa que cada derivada individual en el operador
gradiente es igual a cero. Es posible identificar minimos locales, maximos locales o puntos

de silla al considerar las segundas derivadas de p(r), los cuales se colocan en la matriz
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hessiana. La ecuacién (71) contiene los valores propios del hessiano de p(r) en los puntos
criticos H(p):
aZp azp 62p

0xdx 0x0y 0x0z
9%p a%p d%p

H(p) = dydx 0ydy 0dyoz (1)
9%p a%p d%p
0z0x 0z0y 0z0z
El hessiano transformado en su forma diagonal se escribe en la ecuacion (72):
a%p
ax’Z a(;) 0 /11 O 0
A=]| 0 20 =(0 2, 0© (72)
ay
22 0 0 A
0 0 —

2 r_
oz r'=r¢

En la ecuacion (72) A4, 4, y A5 son las curvaturas de la densidad con respecto a los tres ejes
principales x',y’, z". El laplaciano de una funcion tridimensional, en este caso p es una

funcion escalar definida como la suma de los elementos diagonales del hessiano de p :

2 _ 9%p(r) |, 9*p(m) , 3*p(M)
72p(r) = TED 4 T 4 2 73)
El laplaciano de forma directa indica donde la funcién considerada estd localmente
concentrada o dispersa: a) si 7?p > 0 entonces la funcion p esta localmente dispersa y b)

si V2p < 0 entonces la funcién p esta localmente concentrada.

El nimero de valores propios distintos de cero es el rango del punto critico y su firma es la
suma de los signos de los valores propios -1 para negativo y +1 para uno positivo. De esta
manera cada punto critico se caracteriza por su (rango, firma). En la Tabla 3 se muestran

los distintos tipos de puntos criticos.

Tabla 3. Los puntos criticos de acuerdo al rango y la firma.

(3:-3) Tres valores propios negativos. Se tiene un maximo en p
(3,+3) Tres valores propios positivos. Se tiene un minimo en p
(3-1) Dos valores propios negativos. Se tiene un punto de sillaen p
(3,+1) Dos valores propios positivos. Se tiene un punto de sillaen p
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Los nlcleos se comportan como puntos criticos (3,-3). Se define una trayectoria 0 camino
gradiente como la trayectoria trazada por el vector Vp. Las propiedades de la trayectoria

que ayudan a definir un atomo son:

a) Por definicion, el gradiente en un punto es tangente a la trayectoria que pasa por ese
punto.

b) Por cualquier punto donde el gradiente distinto a cero (Vp=0) pasa s6lo una
trayectoria.

c) Por lo anterior, las trayectorias no se cruzan excepto donde el gradiente es igual a
cero (Vp=0).

d) Las trayectorias tienen un principio y un fin, para el gradiente (Vp) en sentido de
las trayectorias es infinito hacia los ndcleos, de modo que muchas trayectorias

acaban en los nucleos y se dice que son atractores nucleares.

En una molécula, los nucleos actian como puntos atractores inmersos en una nube de
carga negativa (p(r)). La densidad electrénica es un observable fisico y determina la
apariencia y forma de la materia. Sin embargo, no se considera la densidad en si misma
sino el campo que se obtiene al seguir las trayectorias trazadas por los vectores del

gradiente (ver Figura 6).

a)

Figura 6. Modelo del eteno de acuerdo a la teoria QTAIM. En a) la estructura tridimensional del eteno
obtenida en el programa GaussView; en b) el mapa del campo del vector gradiente de la densidad

electronica; en c) el mapa del campo del vector gradiente de la densidad electrénica con trayectorias; en d)
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mapa de relieve de la distribucion espacial de la densidad electrénica; en €) el mapa de contorno del eteno y

en f) el mapa de contorno del eteno con trayectorias.

Desde el punto de vista topoldgico, un atomo en una molécula se define como un atractor
nuclear y su cuenca. Esto es, la zona delimitada por superficies de flujo cero denominadas
superficies interatdbmicas (V p e n = 0). Entre cada par de atomos enlazados aparece un
punto critico de enlace BCP (por sus siglas en inglés Bond Critical Point), el cual se
encuentra contenido en la superficie de separacion interatomica (la de flujo cero) entre dos
atomos proximos. EI BCP define una linea a través del espacio en la cual la densidad
electronica es maxima (p,). El valor de p, esta relacionado con el concepto de orden de
enlace, valores mayores corresponden a enlaces mas fuertes. Las trayectorias que se
originan en BCP y terminan en los ndcleos enlazados definen las lineas de interaccion
atébmica AIL (por sus siglas en inglés Atomic Interaction Line), donde p es maxima
comparada con cualquier trayectoria vecina, de esta manera se definen los enlaces

quimicos [100].

Otros parametros topoldgicos incluyen los célculos de la energia cinética Lagrangiana G,
densidad de energia potencial V, la energia cinética hamiltoniana H y la energia de
interaccion Ep...y, estos dos Gltimos pardmetros se obtienen a partir de las ecuaciones (74) y
(75).

H(r)=G6(r)—-V({) (74)
Eyp.y = 3V(7) (75)

3.9 Modelado por homologia

Los fundamentos en los que se basan los estudios de modelado por homologia son los
siguientes: a) la estructura tridimensional de una proteina estd asociada con la funcion
fisioldgica que realiza en el organismo. Esto quiere decir que las proteinas que realizan la
misma funcion o pertenecen a una familia evolutiva similar tienen una estructura similar;
b) la conformacion estructural de una proteina se conserva en mayor medida que los
aminoacidos de su secuencia. Lo que implica que cambios pequefios 0 medianos en su
secuencia primaria resultara generalmente en cambios pequefios en la estructura
tridimensional; ¢) Los sitios funcionales mantienen un plegado estructural idéntico de

manera que seran similares en proteinas que comparten una funcion o una familia
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evolutiva. A falta de informacion experimental de la estructura tridimensional de una
proteina se realiza un modelo comparativo con estructuras moleculares conocidas. La
estructura que se predice se denomina “problema” y se construye a partir de una estructura

denominada “plantilla”.

En general, los pasos a seguir para realizar un modelado por homologia son: a) en primer
lugar se identifica la proteina que servird como plantilla la cual contara con una estructura
conocida; b) se realiza un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la secuencia
problema y la secuencia plantilla; c) se identifican regiones estructurales conservadas y se
predicen regiones variables estructurales, incluyendo las regiones pertenecientes al amino
y carboxilo terminal que no estén definidas; d) se construye el modelo estructural para la
proteina problema; €) se refina y optimiza la estructura que se predice y f) finalmente se
valida el modelo proteico.

Debido a que en este proyecto de tesis utilizamos el programa Modeller para realizar el
estudio de modelado por homologia detallamos el procedimiento que utiliza. El programa
Modeller realiza un modelado por satisfaccion de restricciones espaciales. Las
restricciones consideran las distancias y los angulos diedros de la secuencia “problema”
extraidos de la estructura “plantilla” homdéloga. A su vez considera las restricciones
estereoquimicas obtenidas de los campos de fuerza (CHARMM-22) con base en la
mecanica molecular. También considera preferencias estadisticas de los angulos diedros y
las distancias interatdbmicas de no-enlace obtenidas de un conjunto representativo de
proteinas conocidas. Finalmente considera restricciones definidas por el usuario que
pueden tomarse de estructuras espectroscépicas, informacion de espectroscopia RMN,
entre otras. Las restricciones espaciales se expresan en términos de funciones de densidad
de probabilidad pdfs (por sus siglas en inglés probability density functions) las cuales se
combinan dentro de una funcion objetivo para optimizarse por medio de una combinacion
del método de gradiente conjugado y de calculos de dindAmica molecular con simulado
recocido. Finalmente, el programa Modeller calcula automaticamente un modelo que

excluye solamente a los atomos de hidrogeno [101].
3.10 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (molecular docking) es una técnica computacional que ayuda a

predecir la interaccion no-covalente receptor (macromolécula)-ligante (molécula pequefia).
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Las predicciones son importantes para el desarrollo de nuevos farmacos. El acoplamiento
molecular utiliza un algoritmo de busqueda para generar un nimero de configuraciones
que el ligante puede tomar en el receptor. Algunos algoritmos conocidos que se usan
incluyen algoritmos de empalme y métodos estocasticos como el algoritmo genético y el
algoritmo de Monte Carlo. Adicionalmente, se establece una funcién de puntaje que
permite establecer las mejores poses durante la interaccion ligante-receptor. El
acoplamiento molecular puede realizarse considerando al receptor y/o el ligante rigidos o

flexibles. En general, el proceso del acoplamiento molecular incluye los siguientes pasos:

a) La preparacion de la proteina: se busca en bases de datos como PDB (por sus siglas
en inglés Protein Data Bank) la estructura de la proteina en estudio. Se eliminan las
moléculas de agua que no sean importantes para la interaccion, se agregan los
aminoacidos faltantes, se estabilizan las cargas, se agregan cadenas laterales de
residuos aminoacidicos, etc.

b) La preparacion del ligante: se busca la estructura tridimensional del ligante en bases
de datos cristalograficas, informacion de RMN, PubChem o ZINC, o se obtiene de
un célculo de estructura electronica.

c) La prediccion del sitio activo: se realiza el calculo de acoplamiento molecular para
obtener el sitio de interaccion ligante-receptor y las mejores poses del ligante

durante la interaccion [102].

En este trabajo de tesis se utilizd el programa Autodock Vinaque utiliza el algoritmo
genético como algoritmo de muestreo y el pardmetro de energia libre de Gibbs AG como

funcion de puntaje (ecuacién 76). El algoritmo genético contiene los siguientes pasos:
a) Los grados de libertad del ligante se codifican como cadenas binarias Ilamadas genes
b) Los genes forman cromosomas, los cuales representan al ligante

c) Los operadores genéticos que modifican a los cromosomas pueden ser: mutacion,

entrecruzamiento, seleccion y reemplazo.
d) Los cromosomas evolucionan con iteraciones llamadas generaciones

e) Se genera una poblacion inicial que contiene un conjunto de cromosomas con

diversidad estructural

38



f) El algoritmo genético se detiene cuando se alcanza la solucién 6ptima

La ecuacion (76) muestra la energia libre de union AG,,is, COMo la suma de la energia
libre del disolvente AG,,,,, la energia libre del conformero AG.,,y, la energia libre de
interaccion AGin:.r, la energia libre de rotacion AG,,;, la energia libre del complejo

AGcomyp Y la energia libre de vibracion AG,;p:

AGunién = AGsolv + AGconf + AGinter + AGrot + AGcomza + AGvib (76)

En particular, la funcion de puntaje contiene una forma funcional general de la parte

dependiente de la conformacién como se muestra en la ecuacion (77):
c= Zi<jftitj(rij) (77)

En la ecuacion (77) la suma es sobre todos los pares de &tomos que se mueven relativos
entre si y se incluyen de uno a cuatro interacciones. A cada dtomo i se le asigna un tipo de

atomo t; y un conjunto simétrico de funciones de interaccion dadas por ftitj de la distancia
interatdmica r;;. La sumatoria puede verse como la suma de las contribuciones

intermoleculares (cinter) € intramoleculares (Cintra): € = Cinter + Cintra- El algoritmo de
optimizacion descrito previamente intenta encontrar un minimo global para ¢ en términos

de los valores de energia libre obtenidas para cada una de las conformaciones [103].
3.11 Simulaciones de Dinamica Molecular

Las simulaciones de dinamica molecular MD (por sus siglas en inglés Molecular Dynamic
Simulations) utilizan los principios de la mecanica molecular para modelar un sistema
molecular. En un célculo de mecéanica molecular se establecen las coordenadas atdmicas
iniciales y los tipos de atomos. Los tipos de atomos se asignan dependiendo del numero
atbmico del a&omo y del entorno molecular, esto es, los atomos vecinos 0 grupos
funcionales a los que estd unido el atomo de estudio. Considera los parametros de
constante de fuerza de tension y de flexion de enlace, asi como las interacciones de los
atomos no enlazados, todos ellos contribuyen a la energia potencial del sistema como

muestra la ecuacion (78):

V="Ven+ Vflex + fop + Vior + Veruz + Voaw + Ve (78)
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en donde la energia potencial de la mecénica molecular llamada también energia estérica V
es la suma de la energia potencial del estiramiento del enlace V., la flexion del &ngulo de
enlace Vyyey, la flexion fuera del plano Vi, la rotacion interna o torsion en torno a los
enlaces V,,,, la interaccion de los movimientos previos que forman un término cruzado
V.2, 18s atracciones y repulsiones de van der Waals entre atomos no ligados V4, Y las
interacciones electrostaticas V,;. EI conjunto de parametros de la energia estérica con sus
expresiones explicitas define un campo de fuerza. A continuacion, se detallan las

expresiones explicitas de la ecuacion (78).

La energia potencial de tension V,,,, se define como la suma de las energias potenciales
para la tension de cada enlace de la molécula extendido a todos los pares de atomos

enlazados (1,2) entre si, como muestra la ecuacion (79):

Vien = 21,2 Vten,ij (79)

1 2
Vienij = ;ku(lij — 1) (80)

Se utiliza para Vien;; la aproximacion del oscilador arménico como se muestra en la
ecuacion (80), en donde /;; es la longitud de enlace, I,°, es la longitud de referencia, 1 y J
son los tipos de 4&tomos de los atomos i y j, respectivamente.

La energia potencial de flexion del enlace V., se define como la suma de las energias

potenciales para la flexién de cada angulo de enlace de la molécula, como en la ecuacion
(81):

Vflex =2 Vflex,ijk (81)

1 2
Vetexijk = ;kuk(eijk —05k) (82)

En la ecuacion (82) Vfjey,ijx S€ toma como una ecuacion cuadratica, en donde H,O,K es el
valor de referencia para el angulo de enlace IJK.

La energia del potencial de flexion fuera de plano Vs, se utiliza para forzar la planaridad
de grupos funcionales localizados dentro del plano y permite que las frecuencias
vibracionales se reproduzcan mejor. Se define de acuerdo a la ecuacion (83) en donde x
representa la media de los angulos fuera del plano para cada 4&tomo que participa en el

angulo estudiado.

40



1
Vifp =5 kepXfrp (83)

La energia potencial de torsion V;,, se define como la suma de todos los pares de atomos

1,4 de un angulo diedro determinado y se expresa como en la ecuacion (84):
1
Veorijie = 3 Vall + cos (ng — ¢o)] (84)

en donde ¢ es el angulo diedro D(ijkl), n da el nimero de minimos contenidos en 360°
del potencial de torsion y ¢, determina las posiciones de los minimos.

El potencial de los términos cruzados V.., contiene las interacciones entre los
movimientos de tension, flexion y torsion. Se construyen los términos tension-flexion y
tension-tension para dos enlaces al mismo atomo y los términos tensidn-torsion, flexion-
torsion y flexion-flexion para dos &ngulos con un dtomo central comun. La ecuacion (85)

muestra la forma de uno de los términos mas comunes tension-flexion:
1
Veruz = §k12(All + Al;)A6 (85)

en donde Aly,Al, y A8 son las desviaciones de las longitudes de enlace y el angulo de
enlace respecto a los valores de referencia.

El potencial de las atracciones y repulsiones de van der Waals entre &tomos no ligados
V,aw Se define como la suma de todas las interacciones posibles entre pares de atomos
como muestra la ecuacién (86). En mecanica molecular los atomos 1,2 son atomos ligados
entre si, los &tomos 1,3 estan separados por dos enlaces, los &tomos 1,4 estan separados por

tres enlaces y asi sucesivamente:

Voaw = 21,54 Voaw i (86)
x\ 12 %\ 6 12 6
— Ry WA 9y oy
Voaw.ij = €1y [(RU-) —Z(R—i,-)]—‘*eu [(RT) —(RT)] (87)

En la ecuacion (86) los pares de atomos i y j incluyen todas las interacciones posibles de

pares de atomos 1,4, 1,5 o mayor, cada término de van der Waals de un par Vygy ;; €s la
suma de una atraccion por las fuerzas de dispersion de London y un término de repulsion

por la repulsion de Pauli. En la ecuacion (87) R;; es la distancia de los atomos i y j, ;; es

el parametro de profundidad de pozo donde el valor de V,4y,;; Se encuentra en el minimo
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de la curva de interaccion, Ry, da el valor de R;; en el minimo de Vygy,;; ¥ oy €s la
distancia en donde V,qy;; = 0.

El potencial de interaccion electrostatica V,; se define como la suma de interacciones
electrostaticas de todos los pares de atomos excepto para los pares 1,2 y 1,3 como se

muestra en la ecuacion (88):

Ver = X154 Veij (88)
QiQj
Verij = TR; (89)

En la ecuacion (88) los atomos i y j incluyen todas las interacciones posibles de pares de
atomos 1,4, 1,5 o mayor. En la ecuacion (89) V,,;; se calcula asignando cargas atomicas

parciales Q; a cada 4&tomo usando la energia potencial coulombiana y €, es la constante

dieléctrica del disolvente [76].
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Capitulo IV. Metodologia

La metodologia general utilizada en la tesis se resume en el esquema de la Figura 7. En
donde se observa que por un lado se estudiaron las moléculas blogueadoras de canales
LVA con calculos de estructura electrénica y de espectroscopia molecular desde el enfoque
de la quimica cuantica. Por otro lado, se estableci¢ la estructura de la proteina receptora, el
canal de calcio tipo T, con un estudio de modelado por homologia. Finalmente, se abordd
el estudio de la interaccion usando las técnicas de acoplamiento molecular y simulaciones

de dindmica molecular.

METODOLOGIA GENERAL

! v

Bloqueadores Canal de calciotipo T
Estructura en bases de datos Estructura en bases de datos
(PubChem o Rayos X) (PDB)
Calculos de espectroscopia Alineamiento global
Calculos de estructura electronica Modelado por homologia

| |

Acoplamiento molecular (AutoDock Vina)
Simulaciones de Dindmica Molecular (NAMD/VMD)

Figura 7. Esquema de la metodologia general del proyecto. Se divide en dos secciones, los bloqueadores de
canales LVA vy el canal de calcio tipo T. Como primer paso en ambas secciones es la obtencion de las
estructuras en bases de datos, posteriormente se hacen los calculos necesarios que ayuden a describir la

interaccion.

Los célculos se realizaron con la infraestructura de hardware y software del Laboratorio de
Quimica Teorica (LabQT) de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP, el
Laboratorio Nacional del Sureste de México (LNS-BUAP) y de la Universidad Autdbnoma
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Metropolitana (UAM-Izt.) a través de una colaboracién con el LabQT. En las siguientes

secciones se detalla la metodologia utilizada en este proyecto de tesis.
4.1 Calculos de estructura molecular

Los bloqueadores de los canales de calcio tipo T que se utilizaron son los compuestos
NMP-4, NMP-7, NMP-181 y la anandamida. Las estructuras moleculares de los
bloqueadores antes mencionados se optimizaron utilizando el funcional BP86 [78] vy el
conjunto de base cc-pVTZ [86] en fase gas, cloroformo (disolvente no-polar) y agua
(disolvente polar) utilizando PCM como modelo de solvatacion [104]. Los disolventes se
eligieron para simular un ambiente no polar de la membrana celular y un ambiente polar
acuoso [60, 75]. Las estructuras iniciales de los compuestos NMP-7 (ID: 46871949) y
NMP-181 (ID: 56652052) se tomaron de la base de datos PubChem, mientras que el
compuesto NMP-4 se construyd a partir de NMP-7. Los compuestos NMP poseen una
estructura de minima energia sobre la superficie de energia potencial PES (por sus siglas

en inglés Potential Energy Surface).

Para el caso de la molécula de anandamida, la estructura de rayos X del conférmero de
horquilla e informacion experimental de RMN de H* y C*3 para el conférmero extendido se
encuentran reportados en la literatura [64, 65, 70, 105]. Se tomaron como estructuras
iniciales para la busqueda conformacional los conférmeros de horquilla de la anandamida
de la estructura de rayos X correspondiente a los codigos 4azp (cadena alquilo con enlaces
dobles alteranados cis-trans-cis-trans) y 4azr (cadena alquilo con enlaces dobles todos-
trans) [70]. Se utiliz6 el método de busqueda MM+ [106] con los parametros descritos en
la Tabla 4, usando el software HyperChem™ Professional [107]. De estos resultados se

considerd un conjunto de 18 conférmeros con energias relativas menores a 20 kcal mol™.

Por otro lado, debido a la flexibilidad conformacional de la anandamida es posible la
formacion del anillo de 7-4tomos del grupo etanolamida en algunos conférmeros. Por
tanto, se encuentran seis estructuras de minima energia para anandamida: el conférmero
extendido con anillo cerrado (Eciosed), €l confoérmero extendido con anillo abierto (Eopen), €l
conformero en forma de U con anillo cerrado (Uciosed), €l conformero en forma de U con
anillo abierto (Uopen), €l conformero en forma de horquilla con anillo cerrado (Hciosed) Y €l
conférmero en forma de horquilla con anillo abierto (Hopen). L0S conformeros de minima

energia se confirmaron llevando a cabo célculos de frecuencias vibracionales. También se
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realizaron célculos de scan de la energia potencial con el fin de investigar la formacion del
anillo de 7-4tomos en el grupo etanolamida estabilizado por puente de hidrégeno. De esta
manera se obtuvieron las barreras conformacionales de la formacion del anillo para los

conformeros extendido, en forma de U y de horquilla.

Tabla 4. Parametros utilizados para la bisqueda de conformeros de la anandamida.

Parametros Valores
Torsiones escogidas 23 Angulos
Anillos definidos 0 Anillos
Intervalos establecidos 1 a 20 NUmero de variaciones simultdneas
+0° a £180° Intervalo de variacion de torsion aciclica
Método de busqueda MM+
Opciones de prueba para la busqueda Energia duplicada de 0.05 kcal mol*
RMS error con 0.25 A
Opciones de optimizacion RMS Gradiente 0.02 kcal mol*

Ciclos Mé&ximos 2000
Periodo de actualizacién de pantalla 20
Limites para la busqueda Detener la busqueda después de: 200000 interacciones
0: 2000 optimizaciones
Namero méximo de conformaciones mantenidas: 2000

Para las conformaciones de anandamida, se obtuvieron las poblaciones conformacionales
usando la distribucion de probabilidad de Boltzman en equilibrio termodinamico, con la

ecuacion (90).
Ni/Neorar = € C/RT /3 M| e~ Ck/RT (90)

en donde N; es la probabilidad de encontrar el conférmero i del total de conférmeros
considerados N;,:q:, G; €S la energia libre del conférmero i, R es la constante universal de
los gases, T es la temperatura del sistema a 298.5 K, M es el nimero de todos los

conférmeros accesible y la sumatoria representa la funcién de particion canonica [108].
4.2 Calculos de espectroscopia IR y RMN

Los célculos de espectroscopia de RMN de H! y C*3 para las moléculas blogueadoras tipo
cannabinoide se realizaron para validar un solo nivel de teoria aplicado para todas las
estructuras consideradas. Se utilizd el método GIAO [109] a partir de las estructuras
optimizadas. Se utilizé el funcional BP86, el conjunto de base de Aldrich TZV [110] y el
conjunto de funciones de base de Dunning [86]: cc-pVXZ y aug-cc-PVXZ donde X=D
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(doble), T (triple) y Q (cuadruple), utilizando TMS (tetrametilsilano) como compuesto de

referencia.

El andlisis de los desplazamientos quimicos de RMN se realizd mediante la comparacion
de los datos teodricos con los experimentales utilizando el coeficiente de correlacion R2.
Este coeficiente indica el grado de ajuste de la recta de regresion al comparar los valores

tedricos con los experimentales. Se define de acuerdo a la ecuacion (91):

R2 — ( n(Cxy)-(ExLy) )2
VInZx2-Ex0)?][n Ty - y)?]

(91)

en donde x y y son dos variables aleatorias. El coeficiente R? es una cantidad
adimensional que s6lo toma valores en [0,1], cuando existe un ajuste bueno R? toma

valores cercanos a uno en caso contrario toma valores cercanos a cero.

Los datos experimentales se reprodujeron usando los conjuntos de base TZV, cc-pVDZ,
aug-cc-pVDZ y cc-pVTZ, con una R? de 0.920-0.9958 para RMN de H! y 0.9973-0.9992
para RMN de C*3. Los resultados de los calculos de espectroscopia RMN se ajustaron a los
reportados en la literatura [9, 10, 64, 65, 105]. Por ello se validd y se eligio el nivel de
teoria BP86/cc-pVTZ para realizar los calculos de estructura electronica y de
espectroscopia molecular de los compuestos NMP y la anandamida. Adicionalmente, fue
reportado en la literatura que el método BP86 es adecuado para describir de la geometria y
estabilidad de formacion del puente de hidrégeno intramolecular en el conférmero Eciosed

de la anandamida [85].

Para el analisis de los calculos de los espectros de IR se utilizo el programa VEDA [111],
para determinar los porcentajes de los modos vibracionales. Cada frecuencia se muestra en
términos de la distribucion de energia potencial 10% PED (por sus siglas en ingles
Potential Energy Distribution). El factor de escala que se utilizo es 1.014 [112]. Todos
calculos de estructura electronica y de espectroscopia molecular se realizaron con el
programa Gaussian09/ Gaussian16 [113, 114] y los resultados se visualizaron con el

programa Gaussian View [115].
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4.3 Orbitales Moleculares Frontera, Mapa de Potencial Electrostatico Molecular y
Orbitales de Enlace Natural

Los Orbitales Moleculares Frontera, los mapas de Potencial Electrostatico Molecular y el
analisis NBO se realizaron a partir de las estructuras moleculares optimizadas en el nivel
de teoria BP86/cc-pVTZ. El andlisis de Orbitales de Enlace Natural NBO (por sus siglas en
inglés Natural Bond Orbitals) incluye la obtencion de la energia estabilizante E@ en
términos de la ecuacion (52), ver Seccion 3.5. Se utilizo el programa GaussSum [116] para
calcular el porcentaje de la contribucion de los orbitales.

4.4 Andlisis de reactividad quimica

Los descriptores de reactividad global: potencial quimico (u), electronegatividad (y),
dureza (n), blandura (s) e indices de electrofilicidad (), se obtuvieron con base en la teoria
conceptual de DFT [95], usando las ecuaciones (54)—(61), ver Seccién 3.6. Los
descriptores de reactividad local los indices de Fukui f(r) para ataque electrofilico f~(r),
nucleofilico f*(r) y el descriptor dual f® (r) se obtuvieron a partir de las cargas de
Hirshfeld. El anélisis de las cargas de Hirshfeld se realizd con el programa Multiwfn [117].
Las funciones de Fukui se obtuvieron a partir de las ecuaciones de (63)—(66) [96]. Las
funciones de Parr para el ataque electrofilico P~(r) y nucleofilico P*(r) se obtuvieron

mediante las ecuaciones (67) y (68), ver Seccion 3.7.
4.5 Andlisis QTAIM

Se calcularon los pardmetros topoldgicos como la densidad electronica p(r), el gradiente
Vp(r), el Laplaciano V?p(r), la energia cinética Lagrangiana G, la energia cinética
Hamiltoniana H, la densidad de energia potencial V, la energia de interaccion Ex..y, la
distancia interatdbmica Dinter Y l0s indices de deslocalizacion DI, con el fin de caracterizar
los puentes de hidrogeno y otras interacciones intramoleculares en las moléculas de
estudio. En este sentido, el estudio se enfoco en la caracterizacion del puente de hidrégeno
intramolecular de la molécula anandamida localizado en el grupo etanolamida. Se aplica la
teoria QTAIM utilizando el programa AIMAII (Version 17.11.14) [118]. Estas propiedades

topoldgicas se calcularon usando las ecuaciones (74)—(75), ver Seccion 3.8.
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4.6 Modelado por homologia

Se construyo la estructura del subtipo Cay3.2 utilizando como plantilla al canal de calcio
tipo L (Cavl.1) [29]. Inicialmente se realiz6 un alineamiento global de las secuencias
primarias de estos canales, obtenidos de UNIPROT con los codigos 095180 y P07293 para
Cav3.2 y Cayl.1, respectivamente, con el programa Clustal-Omega [119]. Se considerd
principalmente la region de hélices transmembranales del F80 al A1874 de los canales
ionicos descartando la region del carboxilo terminal y asas intracelulares. Los calculos de
homologia estructural se realizaron con el programa Modeller (9v10) [120]. Finalmente se
realizé una validacion del modelo con estudios mutagénicos [121-123]. En la Figura 8 se
muestra el modelo obtenido para célculos posteriores de acoplamiento molecular y también

calculos de dindmica molecular.

a)

Dominiol Dominioll Dominiollll Dominio IV

(]

AW SWANE .
DUOEY A OO

N-terminal C-terminal
VSsSD PD

Figura 8. En a) diagrama de la estructura del canal Ca,3.2, donde se representa en codigo de color los cuatro
dominios transmembranales: el Dominio | (DI) en azul, el Dominio Il (DII) en verde, el Dominio 111 (DIII)
en beige, y el Dominio IV (DIV) en rojo. Cada dominio contiene seis segmentos transmembranales (S1-S6).
Los segmentos S1-S4 forman el Dominio sensor de voltaje (VSD) y los segmentos S5-S6 junto con el
segmento P (P1y P2) forman el dominio del poro (PD). En b) vista lateral del canal Cay3.2 humano generado
por modelado por homologia, donde se indica la porcién extracelular (EC), transmembranal (TM) e
intracelular (IC). En c) vista extracelular del canal Ca,3.2 humano. En d) diagrama de la vista extracelular de

la distribucion especial de los segmentos transmembranales del canal Ca,3.2 humano.
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4.7 Célculos de Acoplamiento Molecular

Se realizaron los calculos de Acoplamiento Molecular para el Cay3.2 y las moléculas
blogueadoras anandamida y los compuestos NMP. Se realizé un estudio de docking ciego
(Blind Docking) rigido con el programa AutoDockVina (version 1.1.2) [103].
AutoDockVina utiliza un algoritmico genético como método de busqueda y un pardmetro
de energia libre (-AG) como funcion de puntaje, ver ecuacion (76) en la Seccion 3.9. El
espacio de busqueda se delimité por una caja de 90 A x 110 A x 110 A que abarcé a toda
la proteina receptora. La busqueda considerd dos valores de exhaustividad 8 y 80, también
10 como el numero méximo de poses. Los conformeros de la anandamida Hciosed, Hopen,
Uclosed Y Uopen Y 10s compuestos NMP se consideraron como ligantes a partir de las
estructuras optimizadas con el método BP86/cc-pVTZ en cloroformo. Las cargas Gasteiger
y los &omos de hidrégeno para el ligante y el receptor se adicionaron con el programa
AutoDockTools [124] generando archivos PDBQT para realizar los calculos de
acoplamiento molecular. Las interacciones se visualizaron con el programa Pymol v2.0
[125].

4.8 Simulaciones de Dinamica Molecular

El modelo Cay3.2 se estudio en complejo con el ligante Genisteina en un ambiente de tipo
fisioldgico. La estructura inicial de esta molécula se tom6 de la base de datos PubChem
con codigo-ID: 5280961. La membrana celular se modeld considerando el lipido POPC (1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina) en donde se inserta el Cay3.2. El medio
intracelular y extracelular se model6 como una disolucion iénica que contiene NaCl a una
concentracion de 0.15 M. La protonacion del Cay3.2 se establecié a un pH=7.0. Para
realizar los célculos de simulacion de dinamica molecular se utiliz6 el programa
NAMD?2.12 [126] el cual utiliza un campo de fuerza CHARMMS36 [127].
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Capitulo V. Discusion de resultados
5.1 Estructura molecular y analisis de poblaciones
Compuestos NMP

En la Figura 9 se muestran las estructuras optimizadas de los compuestos NMP: NMP-4,
NMP-7 y NMP-181 calculadas en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo. Los
compuestos NMP comparten similitudes estructurales tales como el anillo carbazol, el
grupo pentilo y el grupo carbonilo. En los compuestos NMP-4 y NMP-7 un anillo de
piperidina esta unido al grupo carbonilo (C2=01), mientras que en el compuesto NMP-181
un grupo éster, con un grupo amino terminal, esta unido al grupo carbonilo (C2=01).
Ademaés, el compuesto NMP-4 tiene un grupo metoxi unido al anillo carbazol (en el C20),

tal como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Estructuras optimizadas de los compuestos NMP: a) NMP-4, b) NMP-7 y ¢) NMP-181 calculadas

en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

La Tabla 5 muestra las energias electronicas para los compuestos NMP en fase gas,
cloroformo y agua. Los tres compuestos NMP son energéticamente mas estables en agua
que en el disolvente cloroformo y en fase gas. Se observa una diferencia de energia de las
estructuras en agua de 2.91, 2.62 y 2.25 kcal mol™? respecto al disolvente cloroformo y de
8.97, 7.98 y 7.02 kcal mol? respecto a la fase gas para NMP-4, NMP-7 y NMP-181,
respectivamente. Se presentan los resultados en cloroformo debido a que simulan las
condiciones de un ambiente no polar como el que se encuentra en los bolsillos de union de

los receptores CB1/CB2 y los canales de calcio tipo T. La Tabla 6 muestra las distancias de
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enlace, angulos de valencia y angulos diedros de los compuestos NMP obtenidos en el
nivel de teoria B98/cc-pVTZ en cloroformo. La numeracion en todos los casos

corresponde a la Figura 9.

Tabla 5. Energias electronicas totales (u.a.) (arriba) y energias relativas (kcal mol?) (abajo) para los

compuestos NMP calculadas en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ.

Compuesto Gas CHCls Agua

NMP-4 -1193.004 -1193.013 -1193.018
8.979 2.917 0.000

NMP-7 -1078.438 -1078.446 -1078.450
7.986 2.626 0.000

NMP-181 -1115.557 -1115.565 -1115.568
7.023 2.254 0.000

Tabla 6. Distancias de enlace (A), angulos de valencia y angulos diedros (grados) seleccionados de los

compuestos NMP calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

Parametros NMP-4 NMP-7 NMP-181
01-C2 1.244 1.244 1.226
N3-C2 1.376 1.375 —
03-C2 — — 1.364
N3-C4 1.469 1.469 —
03-C4 — — 1.452

N17-C22 1.459 1.459 1.460
01-C2-N3 121.90 121.79 —
01-C2-03 — — 122.64
C2-N3-C4 119.20 119.18 —
C2-03-C4 — — 115.49
01-C2-C9 119.63 119.32 124.82
C2-C9-C10 117.87 117.42 117.55
C22-C23-C24 112.47 112.21 112.06
C28-027-C20 117.92 — —
C6-C7-C8 111.46 111.38 —
03-C4-C5 — — 106.69
01-C2-N3-C4 -159.80 -161.14 —
01-C2-03-C4 — — 0.05
C5-C4-N3-C2 -138.17 -135.70 —
C5-C4-03-C2 — — 174.13
C9-C2-N3-C4 22.16 20.78 —
C9-C2-03-C4 — — -179.78
C23-C24-C25-C26 179.58 179.74 -179.49
C19-C20-027-C28 0.13 — —
C6-C7-C8-N3 54.44 54.53 —
03-C4-C5-N6 — — 178.63
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Las distancias de enlace y los angulos de valencia no presentan cambios significativos en
los tres compuestos. Las diferencias mas significativas se encuentran en los angulos
diedros que involucran al grupo piperidina unido al grupo carbazol para NMP-4 y NMP-7,
y los angulos diedros de los grupos éster y del grupo amino en NMP-181. Para NMP-4 y
NMP-7 los angulos diedros que involucran a la piperidina como O1-C2—-N3-C4 tienen
valores de -159.8 y -161.14°; C5-C4-N3-C2 de -138.17 y -135.70°; y C9-C2-N3-C4 de
22.16 y 20.78°, respectivamente. En ambos compuestos se observa que se conserva la
posicion de la piperidina. Para NMP-181 los é&ngulos diedros: 0O1-C2-03-C4,
C5-C4-03-C2 y C9-C2-03-C4 tienen valores de 0.0, 174.1 y -179.8°, e indican la

posicién del grupo éster y del grupo amino terminal.

En general, se observa que los compuestos NMP semi-rigidos mantienen una
conformacién similar en los grupos funcionales que comparten (grupo carbazol, grupo
pentilo y grupo carbonilo); y los cambios en su estructura se deben a la piperidina en
NMP-4 y NMP-7, y los grupos éster y amino en NMP-181.

Anandamida

La molécula anandamida presenta un amplio espacio conformacional, el cual incluye 16
angulos de torsién. De acuerdo con la variedad de posibles estructuras, después de realizar
una busqueda conformacional usando el método MM+ [105] se consideraron 6
conférmeros de minima energia. En la Figura 10 se muestran las estructuras optimizadas
de los 6 conférmeros de minima energia de anandamida: conférmero extendido con el
anillo de etanolamida cerrado Eciosed Y abierto Eqpen (Figuras 10a) y 10b)), conférmero en
forma de U con el anillo cerrado Uciosed Y abierto Uepen (Figuras 10c) y 10d)), y
conformeros con forma de horquilla con el anillo cerrado Hciosed Y abierto Hopen (Figuras
10e) y 10f)) , asi como las estructuras de rayos-X con forma de horquilla con enlaces
dobles alternados Ha., (Figura 10g)) y enlaces dobles todos trans Has. (Figura 10h)), con
codigo PDB: 4azp y 4azr, respectivamente [70].

La Tabla 7 muestra las energias electronicas totales, las energias electronicas relativas, las
energias libres relativas y los porcentajes de poblacién de los conférmeros de anandamida
en las tres fases. En general, se observa que los 6 conférmeros de minima energia son mas
estables en disolucién acuosa que en cloroformo con una diferencia de energia de 2.01-

3.92 kcal mol? y 8.79-10.86 respecto a la fase gas. El conformero Eciosed €S
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energéticamente més estable y también es el conférmero mas poblado en las tres fases: gas,

cloroformo y agua. Se puede observar que los conformeros con anillo de etanolamida

cerrado son mas estables que sus estructuras correspondientes con anillo abierto. Para el

conformero extendido con anillo abierto, Eopen, €l valor de energia relativa es 2.15 kcal

mol™ respecto a Eciosed, para el conférmero de U con anillo abierto, Uopen, dicho valor es de

1.97 kcal mol™ respecto a Uciosed, Mientras que, para el conformero de horquilla con anillo

cerrado, Helosed, la energia relativa es 3.90 kcal mol™ respecto a Hopen €n cloroformo.
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Figura 10. Estructuras optimizadas de anandamida en el a) conférmero extendido con anillo cerrado, Eciosed,

b) conférmero extendido con anillo abierto, Egpen, €) conformero de U con anillo cerrado, Ucosed, d)

conférmero de U con anillo abierto, Ugpen, €) conférmero de horquilla con anillo cerrado, Heiosed Y )

conférmero de horquilla con anillo abierto, Hopen, calculadas en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en

cloroformo, y las estructuras de horquilla de rayos-X con enlaces dobles g) alternados, Haazp, y h) todos trans,

H4azr [70] .

53



Tabla 7. Energias electronicas totales, Eit (u.a.), energias electronicas relativas, AEr (kcal mol™?), energias

libres relativas, AGr (kcal mol?) y porcentajes de poblacion para las estructuras de minima energia

calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ.

Eclosed Eopen Uclosed Uopen Heclosed Hopen
Gas
Etot (u.a.) -1066.114 -1066.111 -1066.108 -1066.106 -1066.105 -1066.098
AEqi (kcal molt) 0.00 171 3.24 4.87 5.31 9.97
AGrei (kcal mol?) 0.00 0.45 3.84 6.04 8.78 11.06
Poblaciones (%) 68.03 31.86 0.10 2.56x10° 2.54x10% 5.40x107
CHCIs
Etot (u.a.) -1066.124 -1066.121 -1066.119 -1066.116 -1066.115 -1066.109
AEer (kcal molt) 0.00 2.15 3.54 5.51 5.91 9.81
AGrei (kcal mol?) 0.00 1.09 4.47 6.52 9.04 12.27
Poblaciones (%) 86.18 13.77 0.05 1.46x10°3 2.05x10° 8.83x10°8
Agua
Etot (u.a.) -1066.128 -1066.126 -1066.124 -1066.120 -1066.120 -1066.115
AEq (kcal molt) 0.00 1.22 2.05 473 451 7.90
AGrei (kcal mol?) 0.00 1.73 3.89 6.19 8.78 10.74
Poblaciones (%) 94.71 5.16 0.13 2.76x1073 3.52x10° 1.29x108

Para discutir la estructura de la molécula anandamida se dividié en cuatro regiones como

se muestra en la Figura 11: grupo etanolamida, grupo alquilo inicial (Alquilo-1), grupo
alquilo medio (Alquilo-M), y el grupo alquilo final (Alquilo-F). EI grupo Alquilo-I abarca
del C2 a C4; el grupo Alquilo-M incluye la region de enlaces dobles del C5 al C15 vy el

grupo Alquilo-F del C16 al C20 de acuerdo a la numeracién de la Figura 10.

I GrupoEA

Alquilo-l
B Alquilo-M
B Alquilo-F

Figura 11. Regiones de la estructura de anandamida con codigo de color rojo (Grupo EA), amarillo (Alquilo

1), azul (Alquilo-M) y verde (Alquilo-F).

La Tabla 8 muestra las distancias de enlace, los angulos de valencia y los angulos diedros

representativos para la estructura de anandamida en el disolvente cloroformo. La

numeracion corresponde a la Figura 10.

54



Tabla 8. Distancias de enlace (A), angulos de valencia y angulos diedros (grados) seleccionados para

anandamida calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

Parametros Eclosed Eopen Uclosed Uopen Heclosed Hopen H4azp Haazr
021---H58 1.758 — 1.756 — 1.757 — — —
021--H58-022 162.54 — 162.39 — 162.93 — — —
022-C2’-C1’ 113.41 107.38 113.44 107.34 113.39 108.94 105.91 110.49
C2’-C1°-N23 115.09 11151 115.17 111.29 114.97 113.03 106.72 110.71
C1°’-N23-C1 12476 123.71 124.92 123.80 124.69 123.69 123.23 124.19
C1’-C2’-022-H58 -39.05 -170.19 -39.63 -170.13  -36.73  -176.82 176.48  -180.00
022-C2’-C1°-N23 79.52 61.16 79.75 60.89 78.76 65.17 80.34 102.79
C2’-C1’-N23-C1 -65.70  127.05 -64.35 132.69 -66.33 -123.89  -11557 -102.33
C4-C3-C2 112,49 112.62 113.00 113.24 112.59 113.04 107.13 111.56
021-C1-N23-C1’ 7.55 2.16 6.22 -0.93 6.14 -4.10 2.70 1.20
C3-C2-C1-021 51.78 52.47 -53.15 -43.96 -57.26 -48.09 -60.61 161.02
C5-C4-C3-C2 176.73  176.79 -65.42 -66.00 -68.74 -67.74 -67.42 101.87
C6-C7-C8 111.43 11148 111.97 111.94 119.32 119.25 108.64 109.64
C9-C8-C7 12785 127.84 127.91 127.88 132.31 132.14 115.54 114.93
C7-C6-C5-C4 1.38 1.42 0.28 0.26 2.19 2.32 0.60 179.66
C8-C7-C6-C5 115.24 116.01 -128.08 -126.99 -127.82 -130.01 -167.84 -123.70
C9-C8-C7-C6 11499  115.33 129.76 129.67 12.07 15.00 -58.43 128.68
C10-C9-C8-C7 145 1.50 0.96 0.86 -1.13 -0.98 -179.23  179.48

C11-C10-C9-C8 117.05 116.71 113.01 112,26 -11457 -115.92  -127.25 84.21
C15-C14-C13-C12 115.61 116.29 -115.97 -117.79  122.17 121.09 28.62 -136.38

C18-C17-C16 113.23  113.28 115.67 115.66  115.63 115.58 111.68 112.55
C19-C18-C17 11355  113.53 115.70 115.72  115.72 115.61 110.14 107.90
C20-C19-C18 113.23  113.23 114.26 11423  114.16 114.19 110.69 112.08
C16-C15-C14-C13 1.42 1.57 -0.92 -1.00 -0.28 -0.86 179.36 179.29
C17-C16-C15-C14 11859  118.98 -112.68 -112.55 -115.80 -121.37  -69.92 -46.75
C18-C17-C16-C15 176.73  176.84 -61.09 -60.27 -60.33 -64.94 -92.41  -113.82
C19-C18-C17-C16 179.81  179.96 -61.72 -61.56 -61.96 -63.47 -81.35  -117.59
C20-C19-C18-C17 179.96  -179.95 -63.22 -62.96 -64.94 -64.29 -98.91 107.36

Se discuten a continuacién las principales caracteristicas de la estructura de la molécula

anandamida:;

Grupo etanolamida. El puente de hidrogeno 021--H58 formado en los conférmeros con
anillo cerrado Eciosed, Uclosed Y Helosed €5 de 1.76 A. El angulo de valencia 021 H58-022
estd en el intervalo de 162.4-162.9° correspondiente a los conférmeros de anillo cerrado.
Este puente de hidrégeno intramolecular forma el anillo de 7-4&tomos de los conférmeros
con anillo cerrado de anandamida. Comparando con los valores tipicos de un puente de
hidrégeno fuerte de tipo O—H0O de 2.4-2.55 A [128] y 4ngulo de valencia cercano a 180°,
preferentemente por encima de 110° [129], se puede concluir que se trata de un puente de

hidrogeno fuerte. El puente de hidrogeno O21-H58-022 estabiliza las estructuras de los
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conformeros Eclosed, Uclosed Y Heclosed CON la formacién del anillo de 7-atomos con una
energia de =~ 2—4 kcal mol? (ver Tabla 7). La formacion de este anillo en diferentes
conférmeros de anandamida se ha reportado previamente en la literatura [64, 65]. De
acuerdo a estudios de acoplamiento molecular, la formacion del anillo de 7-4&tomos en el
grupo etanolamida del conformero de horquilla (que se corresponde al conformero Hciosed
en este trabajo) permite al grupo hidroxilo, que es hidrofilico, permanecer en un bolsillo de
unién hidrofobico del receptor CB1, formando puentes de hidrégeno con otros residuos del
bolsillo [68]. Esto puede aplicarse para el receptor CB2 y el canal de calcio tipo T cuyos

bolsillos de union podrian localizarse en las hélices transmembranales de ambas proteinas.

La Figura 12 muestra las curvas de energia potencial para los conférmeros Eciosed, Uclosed Y
Hciosea durante la formacion del anillo de 7 atomos, el cual ocurre en dos pasos. En el
primer paso se forma el anillo por rotacién del &ngulo diedro C2"—~C1"-N23-C1. El grupo
etanolamida en el conférmero extendido presenta tres estructuras de minima energia en 60,
180 y 280° con energias relativas de 16.18, 0.0 y 26.19 kcal mol™, respectivamente, en
cloroformo (Figura 12a)). El conformero Eopen Se encuentra en el valor de 180° mientras
que el conférmero Eciosed S€ localiza en 280° en el primer paso de la formacion del anillo.
En la Figura 12b), el conférmero en forma de U tiene dos estructuras de minima energia:
Uopen €N 127° y Udosed €N 287° con energias relativas de 0.0 y 89.64 kcal mol?,
respectivamente. Para el conférmero Hqpen Se encuentran dos conformaciones minimas:
Hopen €N 236° Yy Hciosed €N 6° con energias relativas de 0.0 y 41.50 kcal mol?,

respectivamente, como se muestra en la Figura 12c).

El segundo paso consiste en la torsibn del H58 a través del angulo diedro
C1"-C2'-022—-H58 para formar el puente de hidrégeno en los conformeros Eciosed, Uclosed Y
Heciosed, COMO se muestra en las Figuras 12d)—12f). Las estructuras de minima energia en la

curva de energia potencial se localizan en 17, 5y 273°, respectivamente.

Finalmente, los angulos diedros de las estructuras optimizadas son C2"—C1"-N23—C1 en -
64.4 — -66.33°y C1'—C2-022-H58 en -36.7 — -39.6° para los conformeros Eciosed, Uclosed,
Y Hciosed, Ver Tabla 8. Estos valores indican una mejor posicion del H58 para la formacion
del anillo de 7 atomos por medio del puente de hidrégeno en comparacion con los

conformeros con anillo abierto. Distintos conformeros de minima energia de anandamida
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han sido reportados, entre ellos los conférmeros de forma extendida, en formade Uy en
forma de horquilla con el anillo abierto [60—62] o cerrado [64, 65].
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Figura 12. Curvas de energia potencial de los conférmeros extendidos, en forma de U y de horquila durante
la formacidn del anillo de 7 4&tomos en el grupo etanolamida, calculadas en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ
en cloroformo. Los puntos negros sobre la curva indican la conformacién con el anillo cerrado y los puntos
grises las conformaciones con el anillo abierto. Los puntos azules indican los tres minimos sobre la curva de
energia potencial para las conformaciones de anillo abierto de los conférmeros Eopen, Uopen ¥ Hopen. LOS
puntos verdes indican los tres minimos sobre la curva de energia potencial de las conformaciones con anillo
cerrado, Eciosed, Ucloseds Y Helosed. La formacién del anillo en el grupo etanolamida ocurre en dos pasos: (1)

formacién del anillo (a)—c)) y (2) formacién del puente de hidrégeno (d)—e)).

Grupo alquilo inicial (Alquilo-I). Esta region se define porque no contiene dobles enlaces,

es pequefa y no es flexible como el resto de la cadena alquilo. El angulo de valencia C4-
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C3-C2 no presenta cambios significativos en los diferentes conférmeros. Los angulos
diedros C3-C2-C1-021 y C5-C4-C3-C2 cambian significativamente para los
conformeros extendidos (Eciosed Y Eopen) respecto al conférmero en forma de U y horquilla

(Uclosed, Uopen, Hclosed Yy Hopen), como se muestra en la Tabla 8.

Grupo alquilo medio (Alquilo-M). Esta es la regidn de los enlaces dobles. Existen cuatro
enlaces dobles ubicados en los atomos C5=C6, C8=C9, C11=C12 y C14=C15. Los angulos
de valencia C6—-C7—C8 y C9-C8—C7 con valores de 111 y 127.9° para los conférmeros
extendidos y en forma de U (Eciosed, Eopen, Uclosed Y Uopen) Cambian sus valores a 119.3 y
132° para los conformeros de horquilla (Hciosed Y Hopen). LOS angulos diedros localizados en
esta region de enlaces dobles muestran cambios significativos, debido a la flexibilidad
conformacional, principalmente en los angulos diedros que contienen un carbon alilico
como C8-C7-C6-C5, C9-C8-C7-C6, C11-C10-C9-C8 y C15-C14-C13-C12. Estos
pardmetros dan una mayor curvatura en el conformero en forma de U respecto al

conférmero de H, lo que diferencia a ambos conférmeros.

Grupo alquilo final (Alquilo-F). En la region final del grupo alquilo los &ngulos de
valencia mantienen sus valores. Los cambios mas significativos se observan en los angulos
diedros C17-C16-C15-C14, C18-C17-C16-C15, C19-C18-C17-C16 y C20-C19-C18-C17
los cuales varian del conférmero extendido (Eciosed Y Eopen) respecto a los conférmeros en
forma de U y de horquilla (Uclosed, Uopen, Hclosed Y Hopen), Ver Tabla 8. La comparacion entre
las estructuras de horquilla calculadas (Hciosed Y Hopen) Y 1as de rayos X (Haazp ¥ Haazr)
indican algunas diferencias en los angulos diedros en el grupo etanolamida y el grupo
alquilo final. Estas diferencias se deben a que ambas estructuras de rayos X, Haazp Y Haazr,
tienen el grupo etanolamida con el anillo abierto y la region de enlaces dobles en una
forma alternada cis-trans-cis-trans y todos- trans, respectivamente, mientras que las
estructuras calculadas en este trabajo tienen una configuracion de enlaces dobles todos- cis.
Sin embargo, las distancias de enlace y los angulos de valencia concuerdan entre las

estructuras calculadas y los datos de rayos X.

El andlisis de poblacion de los conformeros de anandamida da como resultado que el
porcentaje de poblacion mas alto es para el conférmero Eciosed CON 86.18%, seguido por
Eopen cOn 13.77%, mientras que el conformero Uciosed tiene un valor de 0.05%, en

cloroformo. Los otros conférmeros tienen valores insignificantes de poblacion. Los valores
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de energia libre relativa, AGrel (kcal mol™) y los porcentajes de poblacion se muestran en la

Tabla 7 para las tres fases.

Algunos resultados acerca de poblaciones de conférmeros de anandamida, aplicando el
método de memorias conformacionales (CM), muestran que el conférmero extendido esta
poblado un 28% seguido del conférmero en forma de U con un 23% en cloroformo. En
agua, un conférmero hibrido -extendido/forma de U es el mas poblado con un 73% vy el
conformero en forma de U simétrico con 17% [60]. En otro estudio, basado en CM se
indicé que el conférmero en forma de U fue el més poblado con 49% seguido del
conférmero extendido con 29% en cloroformo [61]. A partir de simulaciones de dinamica
molecular se encuentra que el conférmero extendido esta poblado en 43.4% vy el
conformero en forma de U en 20.7% en un ambiente que simula la bicapa lipidica [62].
Cabe mencionar que en todos estos trabajos el grupo etanolamida de la anandamida tiene el
anillo de siete &tomos abierto.

En un estudio basado en RMN-2D de alta resolucién y simulaciones de dindmica
molecular se encuentra que una conformacion extendida de pseudo-hélice esta poblada en
36% mientras que el conférmero de U en 17% calculado en un ambiente tipo membrana
[64]. En un estudio similar basado en un analisis experimental RMN y simulaciones de
Monte Carlo se encuentra que el conférmero extendido es predominante y el conférmero
de U se encuentra en un 20% en un sistema en condiciones de vacio [65]. Estos trabajos
basados en RMN experimental muestran que el grupo etanolamida puede permanecer de
manera estable con el anillo cerrado en disolucion. Se puede concluir de estos trabajos que
los conférmeros extendido y en forma de U presentan porcentajes significativos dentro de

la gran diversidad de conférmeros que tiene la estructura de anandamida.

En la mayor parte de los estudios se observa que el conférmero que domina las
poblaciones es el conférmero extendido, dicho resultado esta de acuerdo con nuestro
analisis conformacional que dice que el conformero Eciosed €S €l mas estable (minima
energia) y el mas poblado. De acuerdo con los valores de AErl Y AGrel Se encuentra la
siguiente tendencia de acuerdo con la estabilidad energética y los porcentajes de poblacion:
Eclosed >Eopen >Uclosed >Uopen > Hclosed > Hopen. ES importante mencionar, que en los trabajos
reportados no se especifican coordenadas estructurales especificas sino un promedio de las

formas de los conférmeros que se clasifican en familias conformacionales llamadas
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“clusters” debido a la variabilidad que existe en la estructura de anandamida y su amplio

espacio conformacional [60-62, 64].

A pesar del hecho que los conférmeros en forma de U y de horquilla en nuestros estudios
no son los conférmeros de minima energia ni los mas poblados, ambos son relevantes
bioldgicamente al parecerse a la estructura de rayos X [70] y a la estructura en forma de U
de Z944 en el bolsillo de union del canal de calcio tipo T [26], respectivamente. Por otro
lado, el anillo de 7 a&omos en el grupo etanolamida en su forma cerrada es mas probable
que permita la interaccién de la anandamida en un ambiente hidrofébico de acuerdo a
estudios previos de acoplamiento molecular con el receptor CB1 [68]. Ademas, de que la
evidencia experimental usando espectroscopia RMN confirma que el puente de hidrégeno
intramolecular en el grupo etanolamida es estable en disolucion [65]. Por otro lado,
basados en la hipotesis de que la anandamida tiene un bolsillo de unién en las hélices
transmembranales, donde existe un ambiente no-polar, se resaltan los resultados en
cloroformo porgue es el que simula dicho ambiente. Por esta razén, los conformeros Eciosed,
Uclosed Y Helosed S€ eligieron para el analisis de las propiedades electronicas, de reactividad y

para realizar los célculos de acoplamiento molecular en el disolvente cloroformo.

5.2 Espectroscopia de RMN de 'Hy 13C

Se calcularon los desplazamientos quimicos (5) de RMN de *H y 13C para los compuestos
NMP vy el conformero extendido de anandamida con el anillo de etanolamida cerrado
(Eclosed), para comparar con los valores experimentales reportados en la literatura [9, 10, 64,
65] y para validar el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ que se utilizd en este trabajo. Los
calculos de RMN de H y *3C se realizaron con el funcional BP86 y con una serie de
conjuntos de base: TZV, cc-pVDZ, cc-pVTZ, aug-cc-pVDZ, aug-cc-pVTZ y cc-pVQZ.
Los & calculados reproducen los & experimentales con una R? de 0.9736-0.9951 para H y
de 0.9957-0.9983 para *C en los compuestos NMP en cloroformo. Para el conférmero
Eclosed de anandamida se obtiene una R? de 0.9357-0.9440 para *H y 0.9978-0.9992 para
13C con el disolvente DMSO. De los niveles de teoria calculados, se eligio el nivel de
teoria BP86/cc-pVTZ de acuerdo con los resultados obtenidos y tomando en cuenta la
relacién entre la obtencion de resultados precisos y los recursos computacionales
utilizados. Los resultados de los célculos de RMN considerando todos los conjuntos de
base antes mencionadas se pueden consultar en las tablas del Anexo A1-A2 para los

compuestos NMP y en las tablas A3-A4 para la anandamida (conformero Eciosed).
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Compuestos NMP

La Tabla 9 y Tabla 10 muestran los valores & de RMN de H y 3C, respectivamente,
obtenidos para los compuestos NMP en cloroformo comparados con los valores
experimentales reportados. Para el RMN de H, se observan valores similares de § para los
hidrégenos Hring del grupo carbazol de NMP-7 y NMP-181 de 7.51-9.00 ppm, mientras
que para NMP-4 los valores disminuyen en 6.98—8.18 ppm debido a la presencia del grupo
metoxi. Los valores & para Hr-cHz-n, Helz Y Hcns del grupo pentilo son de 4.24-4.43,
1.40-1.87 y 0.93-1.22 ppm, respectivamente, para los tres compuestos NMP. El grupo
metoxi en NMP-4 muestra un 6 en Hcrso de 3.89—4.11 ppm y los grupos amino y éster en
NMP-181 para HcHa-Nn Y Hche-o tienen valores de 6 de 1.73-2.83 y 4.15-4.71 ppm,

respectivamente, ver Tabla 9.

Para el RMN de 13C, los valores de & para Cring del grupo carbazol en los compuestos NMP
son de 121.0-131.1 ppm. En el grupo pentilo, los valores de 6 para Ccrz-N, CcHz-c Y CcHa-c
son de 47.4-62.8, 29.4-35.3 y 16.5-16.6 ppm, respectivamente. Los valores 6 para Cc-
ocHz del grupo metoxi en NMP-4 es 164.4 ppm. Los valores 6 para Cchs-n Y CcHz-o de los
grupos amino y éster en NMP-181 son 47.0-51.7 y 69.0 ppm, ver Tabla 10. Todos los
valores & calculados estan en concordancia con los valores experimentales reportados, la
principal diferencia de los datos calculados para RMN de *H y 3C es de 1.49 y 14.73 ppm,
respectivamente, en cloroformo [9, 10]. Algunas de las principales diferencias de los
desplazamientos calculados respecto a los datos experimentales [9, 10] fueron los H o C
gue se encuentran cerca de atomos con mayor electronegatividad (N u O) y por ello se

encuentran mas desapantallados y suceptibles a interaccion con el disolvente.

Diversos factores pueden estar involucrados ademas de la electronegatividad, como la
geometria molecular, el efecto inductivo, la deslocalizacién electronica, etc. [76]. Por
ejemplo, en los compuestos NMP-4 y NMP-7 los protones unidos al carbono C8 cercano al
oxigeno carbonilo tiene una diferencia de 1.32 ppm, mientras en NMP-181 el proton unido
en C10 y C8 tiene una diferencia de 0.63 ppm. También, los carbonos C20, C9, C4 tienen
una diferencia de 4.97, 4.01 y 10.88 ppm para NMP-4, NMP-7 y NMP-181,
respectivamente, en cloroformo (ver la Figura 9 para la numeracion). La Figura 13
presenta los graficos de correlacion de los valores 6 calculados con el nivel de teoria

BP86/cc-pVTZ respecto a los valores & experimentales para los compuestos NMP. La
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Figura 13a) y 13b) muestra los valores de R? de 0.9740-0.9928 y R? de 0.9732-0.9977

para el RMN de *H y 13C, respectivamente, en cloroformo.

Tabla 9. Valores 5 (ppm) de RMN deH experimentales y calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en

cloroformo para los compuestos NMP.

Grupos Exp. [9, 10] CHCl3
Hring 6.86-8.07 6.98-8.18
Hchso 3.93 3.89-4.11
HRr-cHz-N 4.22 4.24-4.37
Hr-cHz-N* 3.71 2.55-4.97
NMP-4 Hr.cho-r = 1.62-1.69 1.50-1.99
Hch2 1.35-1.85 1.40-1.76
Hchs 0.88 0.94-1.21
R? 0.9740
Hring 7.23-8.19 7.51-8.33
Hr-cHa2-N 4.25 4.42-4.43
Hr-cH2-N * 3.73 2.60-5.05
NMP-7 HRr-cH2-R' 1.61-1.67 1.60-2.07
Hche 1.32-1.83 1.40-1.83
Hchs 0.85 0.94-1.22
R? 0.9769
Hring 7.23-8.81 7.56-9.00
Hchz0 4.48 4.15-4.71
HRr-cH2-N 4.21 4.42-4.43
Hchan 2.76 2.52-3.17
NMP-181 Heran 2.36 1.73-2.83
Hch2 1.26-1.81 1.44-1.87
Hcrs 0.84 0.93-1.21
R? 0.9928

*cicloalcano; ** ciclico

Tabla 10. Valores & (ppm) de RMN de *C experimentales y calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ

en cloroformo para los compuestos NMP.

Grupos  Exp.[10,11] CHCIs
Cc=0 171.7 174.2
Cc-ocHs 159.5 164.4
Ce=nr 141.3-142.4  143.8-144.8
Ciring 119-127 121.0-131.0
CcHzring 93.6-121.4 96.9-128.3
NMP-4 CcHzo 58.5
Ccrac™ 24.9-28.6 29.4-31.1
Coron®  43.3-55.8 47.3-54.7
CcHan 47.4
CcHac 22.6-29.5 29.4-34.9
Cchs-c 14.11 16.5
R? 0.9977
Cc-o 171.5 173.2
Ce=nR 140.9-141.0  143.0-143.5
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Cring 125.1-126.7 124.1-131.1
Chizring 108.4-122.4 110.0-130.4
NMP-7 Cchac * 29.4 30.0-31.0
Ccro-n= 47.4-54.0
CcHan 43.2 48.1
Ccro-c 22.5-28.7 29.5-35.1
Cchac 14.0 16.6
R2 0.9799
Cc-0 167.5 171.3
Ce=NR 141.0-143.1 143.8-145.0
Cring 120.7-122.6 123.6-126.5
ChH2ring 108.2-127.4 109.7-130.2
NMP-181 Cche-0 58.1 69.0
Cchs-N 46.04 47.0-51.7
CcroN 43.3-62.9 48.5-62.8
Ccto-c 22.5-29.4 29.5-35.3
Cchsc 14.0 16.6
R2 0.9732
*cicloalcano
a) H NMR b) "°C NMR
10 - 200
8 - 160
é 3 120 -
% 4] 80 1
e 1 NMP-4
2 ] 40 - ® NMP-7
j ] @ NMP-181

dtep (PPM)

40 80

120 160 200

dteo (PPM)

Figura 13. Gréficos de correlacion de los valores & (ppm) calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ con

respecto los valores & experimentales para el RMN de a) *H y b) ¥C para los compuestos NMP en

cloroformo.

Anandamida

Las Tablas 11 y 12 muestran los valores & de RMN de H y *C, respectivamente, para el

conformero Eciosea de anandamida en cloroformo y DMSO. Experimentalmente las

asignaciones de los & para RMN de *H y *3C fueron realizadas mediante técnicas basadas

en correlaciones & 2D *H-'H homonucleares y *H-13C heteronucleares [64]. Los autores
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analizaron el conférmero Eciosed de anandamida e indicaron que el protdn hidroxilo no se
identifico debido al uso de CDCIs produciendo un intercambio proton/deuterio que no
permitia la formacion del puente de hidrégeno intramolecular. Sin embargo, indicaron que
la posicion de los atomos de oxigeno en el grupo etanolamida se localizan en el mismo
lado de la molécula sugiriendo la formacion del puente de hidrégeno. En otro estudio, se
reportaron los datos de § para RMN de H y 13C para el conférmero Ecioses de anandamida
en el disolvente DMSO [65].

En este trabajo se calculan los § para RMN de *H y 13C para la estructura del conformero
Eciosed para validar nuestra metodologia computacional en CHCIlz y DMSO. La Tabla 11
muestra el 5 de RMN de *H de Hon, Herz-0, Herz-n Y Hw para el grupo etanolamida con
valores de 6.20, 3.77-3.88, 3.10-3.67 y 6.13 ppm, respectivamente, en cloroformo.
También el & de Hch, Henz2 y Hens para la cadena alquilo fueron calculados con valores de
5.42-5.90, 1.17-3.29 y 0.83-1.15 ppm, respectivamente. Usando DMSO como disolvente
se observa una mejor aproximacion al valor experimental de 6 de Hon obteniendo un valor
de 5.70 ppm. De esta manera, los desplazamientos quimicos calculados y experimentales
del proton del grupo hidroxilo (How) difieren en 1.50 y 1 ppm en cloroformo y DMSO,
respectivamente. Para el proton de la amida (HnH) se puede observar una diferencia de
1.67 y 1.57 ppm en los disolventes cloroformo y DMSO, respectivamente, estos valores
representan la mayor diferencia entre los datos calculados y los valores experimentales
reportados en la literatura. El resto de los valores de & se mantienen muy similares en
ambos disolventes, sin embargo, mejora el valor de R?> en DMSO pasando de 0.9320 a
0.9440, ver Tabla 11.

Tabla 11. Valores & (ppm) de RMN de 'H experimentales y calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ

en cloroformo y DMSO para el conférmero Ecjosed de anandamida.

Grupos Exp. [64] Exp. [65] CHCls DMSO
Hon 470 6.20 5.70
Hchz-o 3.72 3.45 3.77-3.88 3.82-3.89
Hchan 3.42 3.10-3.40 3.10-3.67 3.24-3.54
Hnw 5.95 7.80 6.13 6.23
Hcw 5.35-5.4 5.35 5.42-5.90 5.42-5.91
Hchz 1.28-2.84 1.25-2.80 1.17-3.29 1.14-3.30
Hchs 0.89 0.85 0.83-1.15 0.82-1.14
R? 0.9320 0.9440
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Para la RMN de *C en cloroformo los & de Cc-on, Cchz-n Y Ce=o0 en el grupo etanolamida
toman valores de 71.77, 52.21 y 178.22 ppm, respectivamente, como se muestra en la
Tabla 12. Los 6 de Cch-c, Ccrzc Y Ccrsc para la cadena alquilo tiene valores de
132.25-136.34, 29.81-41.80 y 16.57 ppm, respectivamente. La mayor diferencia entre los
datos calculados y los experimentales es en Cc-on Y CcHz-n con una diferencia de 10.95 y
9.96 ppm en cloroformo, y de 10.80 y 10.77 ppm en DMSO, respectivamente, ver Tabla
12. La Figura 14a) muestra los graficos de correlacion entre los & calculados y
experimentales con valores de R? de 0.9320-0.9440 para el conférmero Eciosed de
anandamida para el RMN de 'H y en la Figura 14b) con valores de R? de 0.9987-0.9988

para el RMN de 3C, en los disolventes cloroformo y DMSO.

Tabla 12. Valores & (ppm) de RMN de 3C experimentales y calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ

en cloroformo y DMSO para el conférmero Ecjosed de anandamida.

Grupos Exp. [64] Exp. [65] CHCls DMSO
Cc-oH 62.5 60.81 7177 71.61
Ceriz-n 42.4 42.25 52.21 53.03
Cc-0 174.2 172.00 178.22 178.02

Cehc 127.5-130.5 128.0-130.0 132.25-136.34 132.31-136.80
Ccha-c 22.5-35.9 22.85-35.66 29.81-41.80 29.84-41.62

Cchac 14.1 14.79 16.57 16.53
R? 0.9988 0.9987
a) "H NMR b) *C NMR
10 - 200
8 1 160
€ 6 120
e
[oX )
| 05 41 80
' ® Exp[64]-Ecosed
2 40 1 ® Exp[65]-E¢iosed
2 4 6 8 10 40 80 120 160 200
dteo (PPM) Steo (PPM)

Figura 14. Gréficos de correlacion de & (ppm) calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ con los &
experimentales para el RMN de a) *H y b) *C para el conférmero Ecioses de anandamida en cloroformo y
DMSO.
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En general, el efecto del disolvente se observa en un desplazamiento hacia campos bajos
no mayor a 0.8 and 5 ppm para RMN de H y 13C, respectivamente para los compuestos
NMP y el conformero Eciosed de la anandamida a medida que la polaridad del disolvente
incrementa. En ambos casos, para los compuestos NMP y anandamida, los resultados se
obtienen de manera satisfactoria validando el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ, el cual se usé
para calcular la espectroscopia IR y analizar las propiedades electrénicas y de reactividad

quimica de los compuestos NMP vy los diferentes conférmeros de anandamida.

5.3 Espectroscopia de IR

La caracterizacion IR se llevo a cabo con el mismo nivel de teoria, BP86/cc-pVTZ, para
los compuestos NMP y el conformero Eciosed de anandamida. Las Tablas 13 y 14 muestran
las frecuencias representativas, intensidades y frecuencias escaladas con un factor de

1.014, asi como el Potencial de Distribucion Energética (PED > 10 %).
Compuestos NMP

La Tabla 13 muestra las bandas caracteristicas IR de los compuestos NMP en cloroformo.
La vibracion mas intensa se asigna al stretching del grupo C=0, esta localizada en 1623.2,
1619.5 y 1692.1 cm™ para NMP-4, NMP-7 y NMP-181, respectivamente. Este ltimo
valor se modifica por el grupo éster en NMP-181 causando que la banda de absorcion se
incremente a una frecuencia mayor. El valor reportado para el stretching C=0 del grupo
amida es en el intervalo de 1680-1630 cm™ [130] y para la vibracion stretching C=0 del
grupo éster es de 1730-1715 cm™ [131].

La vibracion stretching simétrica y asimétrica C-H en el grupo pentilo se localiza en
3054.3 y 2980.5 cm™, 3055.7 y 2980.9 cm™, 3055.6 y 2981 cm™ para NMP-4, NMP-7 y
NMP-181, respectivamente. Estos valores son similares a los valores 2926 y 2853 cm™
reportados para las frecuencias asimétricas y simétricas del grupo metileno,
respectivamente [132]. La vibracién simétrica stretching C-H del grupo metilo se localiza
en 2992 cm™ para NMP-7 que se asemeja al valor 2872 cm™ reportado para este grupo
[132]. Los stretching C-H asimétrico y simétrico en el grupo piperidina son de 3039.3 y
2991.0 cm™* para NMP-4 y de 3039.3 y 2989.0 cm™ para NMP-7. El valor reportado en la
literatura para el stretching C-H asimétrico es de 3000-2800 cm™ y para el stretching C-H
simétrico es de 2870-2850 cm™ [131]. Adicionalmente, el stretching N-C en el grupo

amida es de 1416.5 cm™y para el nitrégeno pirrol en el grupo carbazol es de 1349.9 cm
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para NMP-7. El valor reportado para estos grupos son de 1400 cm™y 1342-1266 cm™,
respectivamente [132].

El stretching C=C en el grupo carbazol se localiza en 1635.0, 1629.5 y 1629.4 cm™ para
NMP-4, NMP-7 y NMP-181, respectivamente. Estos valores concuerdan con el valor de
1625 cm para anillos aromaticos. En NMP-4 la banda se desplaza a frecuencias mayores
por la presencia del grupo metoxi [131]. El stretching C-H en el grupo carbazol se localiza
en 3162.3 y 3163.6 cm™ en NMP-7 y NMP-181, respectivamente. El valor reportado para
la vibracion stretching C-H de los alquenos esta usualmente por encima de 3000 cm™, en el
intervalo de 3050-3000 cm™ [131]. Para NMP-4, la presencia del grupo metoxi, observado
en las bandas 3106.0 y 2976.5 cm™ corresponde al stretching asimétrico y simétrico del
grupo CHs, respectivamente, y es cercano a la banda reportada en 2830-2815 cm™ [131]. El
stretching C-O-C se localiza en 1239.0 cm™, el intervalo reportado para el grupo éter es de
1300-1000 cm® [130]. También, la vibracion en 585 cm™ del bending O-C-C esta dentro

del intervalo 580-505 cm™ para los compuestos aromaticos con grupo metoxi [131].

Para el compuesto NMP-181 la vibracion stretching C-H asimétrico y simétrico del grupo
amino se encuentra en la banda localizada en 3079.3 cm™ y 2876.6 cm™, respectivamente,
que corresponde al valor reportado en la literatura para el grupo —N(CHs)2 en 2820 y 2770
cm? [131]. También, la vibracion stretching C-N del grupo amino de 1263.7 cm™ es
cercano al valor de 1270 cm™ reportado para la amina dimetil terciaria [131]. La vibracion
stretching C-O-C del grupo éster aparece en 1207.1 y 1088.5 cm™ y con el intervalo
reportado de 1210-1173 cm™ [132]. Las Tablas A5-A7 muestran la caracterizacion IR

completa de los compuestos NMP en cloroformo.

Tabla 13. Frecuencias tedricas IR (en cm™), intensidad (Int, en km mol™), frecuencia escalada (Freq esc, en
cm?) y PED (>10%) en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ para los compuestos NMP usando el factor de
escala de 1.014 en cloroformo. Se representa el modo vibracional stretching (v), el modo vibracional bending

en el plano (B) y el modo vibracional torsional ().

Freq Int Freq esc PED (= 10%)
3063.1 6.07 3106.0 vCH(91)
3012.2 22.23 3054.3 vCH(86)
2997.4 22.19 3039.3 vCH(91)
2949.7 9.33 2991.0 vCH(90)
NMP-4 2939.3 9.79 2980.5 vCH(86)
2935.4 24.78 2976.5 vCH(91)
1612.4 55.73 1635.0 vCC(50)
1600.8 88.20 1623.2 vOC(77)
1221.9 29.54 1239.0 vOC(13)
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577.0 12.69 585.0 BOCC(13)
3118.7 7.41 3162.3 vCH(93)
3013.5 25.38 3055.7 vCH(93)
2997.3 23.28 3039.3 vCH(83)
29515 10.61 2992.8 vCH(90)
NMP-7 2947.7 10.72 2989.0 VvCH(88)
2939.8 10.99 2980.9 vCH(86)
1607.0 17.17 1629.5 vCC(33)
1597.2 100.00 1619.5 vOC(75)

1396.9 98.81 14165 VNC(29)+BHCN(32)

13313 37.90 1349.9 VNC(26)
3119.9 4.91 3163.6 vCH(93)
3036.8 6.81 3079.3 VCH(94)
3013.4 12.14 3055.6 VvCH(75)
2939.9 7.52 2981.0 VvCH(87)
2836.9 49,51 2876.6 VCH(98)
NMP-181 1668.8 100.00 1692.1 vOC(85)
1606.9 14.75 1629.4 vCC(39)

1246.3 4.43 1263.7 VNC(15) + tTHCNC(31)

11905 80.04 1207.1 vOC(11)+vCC(12)+pC
CC(12)
10735 47.18 1088.5 vOC(24)

Las Figuras 15-17 muestran los espectros IR tedricos con la asignacién de las bandas méas

caracteristicas para los compuestos NMP en cloroformo.

100 A

IR activity

200 4

250 4

Figura 15. Espectro tedrico de IR de NMP-4 calculado en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.
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Figura 16. Espectro tedrico de IR de NMP-7 calculado en el nivel de teoria BP86/cc-pVVTZ en cloroformo.
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Figura 17. Espectro tedrico de IR de NMP-181 calculado en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

Anandamida

La Tabla 14 muestra las bandas IR caracteristicas para el conformero Eciosed de anandamida

en cloroformo. Los resultados muestran una vibracion stretching pura N-H en el grupo
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etanolamida en 3585.3 cm™, mientras que los valores reportados estan en el intervalo de
3500-3400 cm [132]. Otra vibracion stretching O-H pura aparece en 3345.2 cm?, el
grupo hidroxilo que forma un puente de hidrogeno muestra una banda en el intervalo de
3550-3200 cm™ [132]. La vibracion bending O-H se localiza en 1484.0 cm™ similar al
intervalo reportado de 1420-1330 cm™ [132]. También, la vibracion stretching del grupo
hidroxilo C-O es en 1082.3 cm™ se encuentra dentro del intervalo de 1090-1000 cm™. La
vibracion de torsion O-H se localiza en 685.7 cm™ y esta dentro del intervalo reportado de
769-650 cm™ [132]. La vibracion stretching C=0 se localiza en 1647.9 cm™ y se ubica
dentro del intervalo reportado para la banda stretching del grupo amida de 1680-1630 cm
[130]. La vibracion de stretching N-C del grupo amida se localiza en 1517.3 cm™ de

acuerdo al valor reportado de 1400 cm™ [132].

La vibracion de stretching C-H asimétrico y simétrico presentes en la region Alquilo-1 (ver
Figura 11) esta localizado a 3053.5 y 2990.4 cm, con valores similares a los reportados en
2926 y 2853 cm™ para el grupo metileno asimétrico y simétrico, respectivamente [132]. La
vibracion stretching C-H para el grupo Alquilo-M se localiza en el intervalo de 3105.4-
3072.2 cmL, similar al intervalo de 3050-3000 cm™ reportado [131]. También, la vibracion
stretching C=C en la regién Alquilo-M (ver Figura 11) estd localizado 1686.9 cm™,
similar al valor de los alcanos no-ciclicos en 1670-1640 cm™ [130]. La vibracion
asimétrica y simétrica stretching C-H para los carbonos alilicos en la region de Alquilo-M
se localizan en 3024.0 y 2992.2 cm™.

Las vibraciones de stretching asimétrico y simétrico C-H del grupo metilo y metileno en la
region Alquilo-F (ver Figura 11) se localizan en 3015.4 y 2978.9 cm™, y 3059.3 y 2989.9
cm, respectivamente. Los valores reportados para la vibracion de stretching asimétrico y
simétrico C-H en el grupo metileno son de 3000-2800 cm™ y 2870-2850 cm™ [131] y para
el grupo metilo es de 2962 y 2872 cm™ [132]. La Tabla A10 muestra la caracterizacion IR

completa de anandamida en cloroformo.
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Tabla 14. Frecuencias tedricas IR (en cm™), intensidad (Int, en km mol?), frecuencia escalada (Freq esc, en
cm™) y PED (>10%) en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ para el conformero Eclosed de anandamida usando
el factor de escala de 1.014 en cloroformo. Se asignan los modos vibracionales de stretching (v), bending en

el plano (B) y torsion (7).

Freq Int F esc PED (= 10%0)
3535.8 5.20 3585.3 VvNH(100)
3299.1 100.00 3345.2 vOH(99)
3062.5 4,97 31054 vCH(87)
3029.8 2.70 3072.2 vCH(97)
3017.0 7.27 3059.3 vCH(99)
3011.4 7.40 3053.5 vCH(82)
2982.3 3.73 3024.0 vCH(73)
2973.7 6.90 3015.4 vCH(89)
2950.9 0.91 2992.2 vCH(100)
2949.1 0.39 2990.4 vCH(99)
2948.6 7.29 2989.9 vCH(94)
2937.8 15.27 2978.9 vCH(94)
1663.7 0.01 1686.9 vCC(71)
1625.1 36.01 1647.9 vOC(73)
1496.3 34.10 1517.3 VNC(27)+BHNC(48)
1463.5 18.02 1484.0 BHOC(81)+ BHCO(10)
1067.4 291 1082.3 vOC(26)
676.2 11.51 685.7 THOCC(84)

En la Figura 18 se muestra el espectro tedrico IR de anandamida en cloroformo para el

conformero Eciosed, donde se asignan las bandas representativas descritas anteriormente.
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Figura 18. Espectro tedrico de IR de anandamida Ecioseq calculado en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en

cloroformo.
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5.4 Andlisis de orbitales moleculares frontera (FMO) y mapas de potencial
electrostatico molecular (MEP)

Orbitales Moleculares Frontera (FMO)

Los Orbitales Moleculares Frontera (FMO) son relevantes para predecir la reactividad
relativa basada en las propiedades de estructura electronica de un sistema molecular. Las
propiedades quimicas de una molécula estan controladas por los orbitales de valencia. De
esta manera, los ataques nucleofilicos estan relacionados con los orbitales HOMO vy los
ataques electrofilicos con los orbitales LUMO. La diferencia de energia HOMO-LUMO
(AEgap) es considerada como una medida de la estabilidad de la estructura molecular [93].
La Tabla 15 contiene las energias de HOMO y LUMO, Exomo Y ELumo, Y las energias gap,
AEgsp, para los compuestos NMP y los conférmeros de la anandamida, Eciosed, Uclosed Y

Hclosed €n cloroformo.
Compuestos NMP

La AEgp para los compuestos NMP es ~3.0 eV en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ. El
compuesto NMP-4 tiene un valor de energia gap ligeramente mayor que NMP-7 y NMP-
181.

Tabla 15. Energias HOMO y LUMO, Ewomo Y ELumo, Y energia gap, AEgsp (eV), para los compuestos NMP

obtenidas en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

Compuestos Enomo  Erumo AEgap
NMP-4 -5.024  -1.855 3.169
NMP-7 -5.137  -1.996 3.142

NMP-181 -5.125  -2.122 3.002

La Tabla 16 muestra el porcentaje de la contribucién del grupo funcional de los orbitales
moleculares LUMO+3 a HOMO-3 para los compuestos NMP en cloroformo. El grupo
carbazol de los compuestos NMP-4, NMP-7 y NMP-181 contribuye casi completamente
con valores del 95, 97 y 76% al orbital LUMO, respectivamente. Las diferencias
observadas son del 2% para NMP-4 y de 21% para NMP-181 respecto a NMP-7, debido al
grupo metoxi unido al compuesto NMP-4 y al grupo éster del compuesto NMP-181. El
grupo carbazol también contribuye considerablemente al orbital HOMO con 80 y 86% para
los compuestos NMP-4 y NMP-7, respectivamente, mientras que en NMP-181 el grupo

amino tiene la mayor contribucién con 97%. El grupo carbonilo contribuye en un 8 'y 7%
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en el orbital HOMO para el compuesto NMP-4 y NMP-7, respectivamente, mientras que
en el orbital LUMO su participacion es sélo del 1% para ambos compuestos. En el
compuesto NMP-181 se observa una participacion del grupo éster sobre el orbital LUMO
de 23% y sobre el orbital HOMO del 2%. El grupo pentilo tiene porcentajes de

contribucion muy bajos en los orbitales analizados, ver Tabla 16.

Tabla 16. Porcentaje de contribucion de orbitales moleculares de los compuestos NMP calculados en el nivel
de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

MO eV Carbazol Pentilo  Carbonilo  Piperidina  Metoxi
106 L+3 -0.16 82 4 7 4 3
105 L+2 -0.79 85 2 9 3 1
104 L+1 -1.49 70 0 22 8 0
103 LUMO -1.85 95 1 1 1 3
NMP-4 102 HOMO -5.02 80 3 8 1 9
101 H-1 -5.19 89 3 0 0 8
100 H-2 -5.57 6 0 46 47 1
99 H-3 -5.86 18 0 50 30 2
MO eV Carbazol Pentilo  Carbonilo  Piperidina
98 L+3 -0.37 92 2 3 2
97 L+2 -0.82 88 2 7 3
96 L+1 -1.55 70 1 22 8
95 LUMO -2.00 97 1 1 1
NMP-7 94 HOMO -5.14 86 5 7 2
93 H-1 -5.5 65 0 27 8
92 H-2 -5.64 26 0 23 51
91 H-3 -5.94 30 0 50 19
MO eV Carbazol  Pentilo Ester Amino
99 L+3 -0.43 95 3 2 0
98 L+2 -0.92 94 2 4 0
97 L+1 -1.99 83 1 16 0
9% LUMO -2.12 76 0 23 0
NMP-181 95 HOMO -5.12 0 0 2 97
94 H-1 -5.29 90 6 4 0
93 H-2 -5.69 98 0 1 0
92 H-3 -6.43 9 0 90 1

La Figura 19 muestra las isosuperficies de los FMO en cloroformo usando un isovalor de
0.02 a.u. Se observa una importante contribucion del orbital LUMO para los d&tomos de C
del grupo carbazol y una menor contribucion de los atomos de O en el grupo carbonilos de
NMP-4 y NMP-7 y en el grupo éster de NMP-181. En los compuestos NMP-4 y NMP-7,
las principales contribuciones del orbital HOMO se localizan en los &tomos C y N del

grupo carbazol y contribuciones menores en los atomos C22 y C23 del grupo pentilo,
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mientras que para el compuesto NMP-181 la mayor contribucion del orbital HOMO se

localiza en los &tomos del grupo amino de piperidina.

AE,,=3.169

AE,,,=3.002

gap

Figura 19. Orbitales moleculares frontera (HOMO y LUMO) y valores AEg, (en eV) para los compuestos a)
NMP-4, b) NMP-7, y ¢) NMP-181 calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

Anandamida

El valor de AEgp de anandamida es de ~ 4-5 eV para los tres conférmeros de anillo
cerrado. Para los conformeros de ananadamida el valor AEgsp incrementa ligeramente
conforme la cadena alquilo se va cerrando para formar el conférmero en forma de horquilla

(Eclosed < Uclosed < Hclosed)-

Tabla 17. Energias HOMO y LUMO, Enomo Y ELumo, Y energia gap, AEgp (eV), para los conférmeros de

anandamida Eclosed, Uclosed Y Heclosed obtenidos en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

Compuestos Enxomo  ELumo AEgap

Eclosed -5.752 -1.322 4,430
Uclosed -5.874 -1.241 4,633
Heclosed -5.846 -1.087 4,760

Para determinar el porcentaje de contribucién de los orbitales moleculares en las
estructuras de anandamida se usaron las regiones de la Figura 11: grupo etanolamida (EA),
Alquilo-I, Alquilo-M y Alquilo-F. La Tabla 18 muestra los porcentajes de contribucion de
estas regiones de los orbitales LUMO+3 a HOMO-3 para los conférmeros Eciosed, Uclosed Y

Hciosed de anandamida en cloroformo. El orbital LUMO se distribuye principalmente ~90%
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en la region Alquilo-M de los conformeros Eciosed Y Uclosed, Mientras que para Hciosed €l
orbital LUMO se localiza en un 65% en la region Alquilo-M y 28% en el grupo
etanolamida. El orbital HOMO, se localiza en un 94% en la region Alquilo-M de Eciosed.
Para Uciosed 1as mayores contribuciones del orbital HOMO son aportadas por el grupo
etanolamida con 67% y 30% de la region Alquilo-M, mientras que para Hciosed €l orbital
HOMO se encuentra en un 97% sobre la region Alquilo-M.

Tabla 18. Porcentajes de contribucion de orbitales moleculares de los conférmeros Eciosed, Uclosed Y Helosed de
anandamida calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo para las regiones de anandamida
mostradas en la Figura 11.

MO eV Etanolamida  Alquilo-1  Alquilo-M  Alquilo-F
100 L+3 -0.23 3 2 92 3
99 L+2 -0.72 22 3 73 3
98 L+1 -1 58 10 31 1
Ecoseda 97 LUMO -1.32 5 3 91 1
96 HOMO -5.75 0 2 94 4
95 H-1 -5.89 99 1 0 0
94 H-2 -6.01 2 5 88 6
93 H-3 -6.21 58 6 35 2
MO eV Etanolamida  Alquilo-l  Alquilo-M  Alquilo-F
100 L+3 -0.42 9 6 82 3
99 L+2 -0.76 24 4 68 4
98 L+1 -1.01 53 10 35 1
97 LUMO -1.24 2 1 94 2
Uclosed 96 HOMO  -5.87 67 1 30 2
95 H-1 -5.88 30 0 66 4
94 H-2 -6.03 1 1 93 5
98  H3 607 7 10 83 0
MO eV Etanolamida  Alquilo-1  Alquilo-M  Alquilo-F
100 L+3  -053 1 1 88 9
99 L+2 -0.67 27 8 65 0
98 L+1 -1.02 32 6 61 2
97 LUMO -1.09 28 7 65 1
Hclosed 96 HOMO -5.85 0 0 97 2
95 H-1 -5.9 24 6 69 1
94 H-2 -5.93 3 0 87 9
93 H-3 -5.96 72 1 26 2

La Figura 20 muestra las isosuperficies con un isovalor de 0.02 a.u. de los FMO en
cloroformo. Se observan las contribuciones maés significativas del orbital LUMO en los
atomos de la region Alquilo-M para los conférmeros Eclosed, Uclosed, Y Helosed, Y €n menor

contribucion del grupo etanolamida para Eciosed Y Uclosed COMparado con Heiosed. Por otro
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lado, los atomos ubicados en la region Alquilo-M contribuyen principalmente al orbital
HOMO, y algunas contribuciones menores estan localizadas sobre las regiones Alquilo-1'y
Alquilo-F para Eciosed, Uclosed, Y Hclosed. Una contribucion considerable se observa en el

grupo etanolamida en el conformero Uciosed.
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Figura 20. Orbitales moleculares frontera (HOMO y LUMO) y valores de AEgs, para los conférmeros a)

Eciosed, B) Uclosed, ¥ €) Heiosed de anandamida calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

Las propiedades electronicas, como las energias FOM pueden estar relacionadas con
medidas experimentales que determinan la actividad biologica. Por ejemplo, para
etosuximida, otro tipo de blogueador de los canales de calcio tipo T, los valores de su
energia ELumo esta correlacionada con medidas de actividad anticonvulsiva determinada
por el parametro logED50 (50% dosis efectiva). Este estudio ha reportado una correlacion
con una R?=0.975 obtenida en el nivel de teoria HF/6-311+G(d,p) en cloroformo [73].

Para los compuestos NMP y los conformeros Eciosed, Uclosed Y Hclosed de anandamida, se

obtiene la correlacion entre ELumo en cloroformo (ver Tabla 9) con respecto a los valores
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de ICso (concentracion inhibitoria maxima al 50%) de la actividad bloqueadora de los
canales de calcio tipo T reportada para los compuestos NMP [9, 10] y la estructura de
anandamida [47]. Debido a que los valores ICso experimentales de anandamida no
especifican el conférmero de estudio, para el analisis se consideran a los conférmeros

Eclosed, Uclosed Y Helosed.

La Figura 21 resume los resultados de la correlacion entre la energia LUMO con el
parametro loglCso obteniendo una R? de 0.994 usando ELumo para Eciosed, una R? de 0.992
usando ELumo para Udesed Y Una R? de 0.986 usando Eiumo para Heiosed. LOS resultados
muestran que la correlacién que involucra el conférmero Eciosed da los mejores resultados,
como se ve en la Figura 21a). La energia ELumo con respecto al loglCso sigue una
tendencia de: Eciosed (-1.322) > NMP-7 (-1.855) > NMP-4 (-1.996) > NMP-181 (-2.122), el
cual corresponde a los valores de ICso: 0.330 uM < 1.84 uM < 2.47 uM < 4.5 pM,

respectivamente.

a) b) C)
1.0 10 -1.0
129 -1.2 1.2 4 R2=0.986
-1.4 4 -14 1.4
1.6 4 -1.6 -1.8
-1.8 4 -1.8 -1.8 A
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ELUMO (eV)

Anandamida
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MMP-181

loglCgq
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Figura 21. Correlacion entre ELumo (V) y el pardmetro loglCso (ICso valores estan en puM.) para los
compuestos NMP y los conformeros de anandamida considerando en a) Eciosed, bB) Uciosed Y €) Helosed

calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

En conclusion, una contribucién de los orbitales LUMO esté localizado en un ~90% sobre
el grupo carbazol de los compuestos NMP y un 65% sobre los conférmeros de anandamida
(Eclosed, Uclosed Y Hclosed) €n la region del Alquilo-M. Debido a una mayor contribucion de
los orbitales LUMO en estas regiones (con presencia de orbitales ), se puede concluir que
estas regiones moleculares possen una mayor participacion durante la interaccion ligante-
receptor tanto para los receptores CB1/CB2 como para los canales de calcio tipo T. Los
estudios de acoplamiento molecular para el complejo receptor CB1/anandamida muestran

que el enlace tipo C-H--m es un tipo importante de interaccion no covalente [68, 69].
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Mapa de Potencial Electrostatico (MEP)

Por otro lado, el Mapa de Potencial Electrostatico (MEP) es dtil para determinar las

diferentes regiones nucleofilicas y electrofilicas en un sistema molecular.
Compuestos NMP

La Figura 22 muestra los mapas MEP en un intervalo de -3.0 x 102y 3.0 x 102 e u.a.”
para los compuestos NMP obtenidos en el nivel de teoria de BP86/cc-pVTZ en cloroformo,
usando un isovalor de 0.004 a.u. La mayor densidad de carga electronica (region roja) se
localiza alrededor del O1 en el grupo carbonil que se expande hacia el grupo carbazol en
los tres compuestos NMP, adicionalmente en el N6 de la amina de NMP-181 se concentra
una regién de mayor carga de densidad electrénica, ver Figura 9 para la numeracion. La
region deficiente de densidad de carga eletronica (region azul) se localiza en la regién
donde el grupo pentilo se une al N17 del grupo carbazol en los tres compuestos NMP.
También en el compuesto NMP-4 la regién deficiente de densidad de carga electronica se
observa alrededor de los &tomos de H sobre el grupo metoxi. Adicionalmente, una region
de mayor densidad electronica en el compuesto NMP-4 se extiende longitudinalmente casi
10.14 A alcanzando el oxigeno del grupo metoxi. En el caso del compuesto NMP-7, esta
region mide 8.77 A en la ausencia del grupo metoxi, y de 8.94 A para NMP-181, similar al
compuesto NMP-7. Sin embargo, una region se localiza sobre el atomo N6 del grupo
amino a una distancia de 5.05 A (medida desde el atomo O1 del grupo carbonil al N6 del

grupo amino).

-3.0x10%eu.a’ - s 30x10%eu.a’

Figura 22. Mapa de potencial electrostatico para los compuestos a) NMP-4, b) NMP-7 y c) NMP-181

calculado en el nivel de teoria BP86/cc-pVVTZ en cloroformo.
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Anandamida

En la Figura 23 el mapa MEP para los conférmeros de anandamida Eciosed, Uclosed Y Heclosed
se representan en un intervalo de -3.0 x 102y 3.0 x 102 e u.a.” con isovalor de 0.004 a.u.
La region de mayor densidad de carga electronica (region roja) se localiza sobre los &tomos
021y 022 del grupo etanolamida para los tres conférmeros. Adicionalmente, en Hciosed S€
observa densidad de carga electronica en la region del Alquilo-M principalmente en
C11=C12 y C14=C15, ver Figura 10 para la numeracion. En esta region también se
observan valores intermedios de densidad de carga electronica (zonas en amarillo) para
C5=C6 y C8=C9, para Eciosed ¥ Uciosed. La region con deficiencia de densidad de carga

electronica (region azul) se localiza sobre el N23-H en el grupo etanolamida EA.

-3.0x102 e u.a.”® == s 3.0x102 e u.a.”®

Figura 23. Mapa de potencial electrostético para los conformeros de anandamida &) Eciosed, B) Uclosed Y €)

Heiosea Calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVVTZ en cloroformo.

Una distribucién similar de densidad de carga electronica se observa para los conférmeros
Eopen, Uopen ¥ Hopen, Sin embargo, se observa claramente una deficiencia de densidad de
carga electronica en la region de O22-H en la ausencia de la formacion de puente de
hidrogeno sobre el grupo etanolamida, ver Figura 10. La region Alquilo-M con valores
intermedios de densidad de carga electrénica (region amarilla) para Eciosed Y Uclosed, Y
regiones de densidad de carga electronica intermedia y alta para Hciosed (region roja y
amarilla) se extiende a 10.98, 10.52 y 7.92 A (medida desde los 4tomos C5 a C15), estos
valores en promedio son similares a los obtenidos para los compuestos NMP. Se puede

proponer una similitud funcional del reconocimiento electrostatico ligante-receptor y el
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acoplamiento del bolsillo de union para los compuestos NMP y la anandamida con los
receptores CB1/CB2 y el canal de calcio tipo T [133].

5.5 Analisis de orbitales de enlace natural (NBO)

El andlisis NBO es un método que permite estudiar enlaces intra e intermoleculares asi
como la transferencia de carga de interacciones intermoleculares entre los orbitales del
sistema molecular [134]. Establece bases para estudiar la estabilidad molecular por
deslocalizacion de densidad electronica, sistemas conjugados, hiperconjugacion, etc [94].
Los calculos de los orbitales de enlace natural (NBO) para los compuestos NMP vy las
estructuras de anandamida con anillo cerrado, también se realizaron para definir una
medida de estabilidad a través de la energia de estabilizacion, el parametro E(2). Entre
mayor es el valor E(2) es mas intensa la interaccion entre donadores de electrones y
aceptores de electrones. La deslocalizacion de densidad electronica entre orbitales NBO
tipo Lewis ocupados (donador) y orbitales NBO no-Lewis desocupados (aceptor)

corresponde a una interaccion donador-aceptor estabilizadora [135].
Compuestos NMP

El compuesto NMP-7 tiene tres aceptores de puentes de hidrégeno (O1, N3 y N17)
mientras que los compuestos NMP-4 (O1, N3, N17 y 027) y NMP-181 (01, 03, N17 y
N6) tienen cuatro de ellos. Debido a la ausencia de donadores de puentes de hidrdgeno, en
todos los compuestos NMP, la estabilidad de la estructura molecular no puede ser
establecida por la formacion de puentes de hidrégeno intramoleculares. En este caso, el
analisis NBO es util para determinar interacciones relevantes entre los orbitales NBO tipo
Lewis (donador) y orbitales NBO no-Lewis (aceptor), y también para definir la
deslocalizacion de densidad electronica. La Tabla 19 enlista las energias de estabilizacion
E(2) mayores representativas de los donadores y aceptores de los compuestos NMP
calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo. Los orbitales de enlace
(donador) y antienlace (aceptor), 1 — w*, se establecen en los compuestos NMP en los
carbonos del anillo carbazol en un intervalo de ~11-24 kcal mol™. Se observa que los
orbitales de enlace (donador) y antienlace (aceptor), ©(C9-C13) — n*(01-C2), tienen una
mayor energia de estabilizacion en el grupo éster del compuesto NMP-181 que en los
grupos amida de los compuestos NMP-4 y NMP-7.
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Los atomos electronegativos O y N interacttan, a través de sus pares libres (LP), con los
orbitales de antienlace = de los atomos de carbono vecinos, LP— =*, con valores de
energia de estabilizacion de ~16-40 kcal mol? y con el orbital de antienlace o del
compuesto NMP-181, LP(N6) — o*(C8-H53), con energia E(2) de 7 kcal mol™.
Finalmente, la energia de interaccion antienlace/antienlace, n* — =*, corresponde al
intervalo de valores de E(2) de ~23-84 kcal mol?! en cloroformo. La deslocalizacion
electronica se observa sobre los enlaces conjugados del anillo de carbazol, y se extiende
hacia la regién de los pares libres de electrones (LP) de los orbitales p de los atomos
vecinos electronegativos hacia el grupo carbazol. Especificamente, en NMP-4 y NMP-7, la
deslocalizacion electronica se extiende al grupo amida (atomos O1 y N3) y al grupo
carbazol (N17); adicionalmente, sobre el grupo metoxi (atomo 027) en NMP-4. En NMP-
181, la deslocalizacion electronica se observa en el grupo éster (O1 y O3) y el grupo
carbazol (N17). En este caso, en NMP-181, la amina terciaria (N6) contribuye en menor
medida a la deslocalizacién, y se observa una interaccion de hiperconjugacion. Los
resultados presentandos indican que la estabilidad de estructuras de minima energia para
los compuestos NMP se establece principalmente por el efecto de deslocalizacion
electrénica, en donde los valores mayores de E(2) se localizan sobre los &tomos

electronegativos y el grupo carbazol.

Tabla 19. Analisis NBO (donador—aceptor) para los compuestos NMP calculados en el nivel de teoria

BP86/cc-pVTZ en cloroformo. La numeracion de los &tomos corresponde a la Figura 9.

Donador NBO (i) Aceptor NBO (j) E(2)? (kcal molY)  E()-E@)° (a.u)  F(i, )" (a.u.)
7 (Co-C1s) * (01-Cy) 11.10 0.29 0.051
T (Cg-C13) ¥ (Clo-Cll) 15.70 0.23 0.054
7 (C10-C11) 7* (Co-Ci3) 13.00 0.23 0.050
LP (Oy) 7* (C2-N3) 20.28 0.59 0.099
NMP-4 LP (Oy) % (Co-Co) 16.61 0.55 0.087
LP (Ns) * (01-Ca) 25.75 0.28 0.077
LP (N17) ¥ (C16-C21) 38.69 0.22 0.084
LP (027) * (Czo-clg) 27.36 0.26 0.081
* (Cg-Clg) * (Ol-Cz) 23.28 0.06 0.056
7* (01-C2) 7* (01-Cy) 23.91 0.36 0.190
7 (Co-Ci3) * (01-Cy) 11.61 0.29 0.052
7 (Co-C13) 7* (C10-C11) 15.81 0.23 0.054
7 (C10-C11) 7* (Co-Ci3) 12.73 0.23 0.050
7 (C15-Cis) 7* (C16-C21) 16.02 0.22 0.054
NMP-7 LP (O1) ¥ (C2-Ny) 20.24 0.59 0.099
LP (Oy) ¥ (C2-Co) 16.59 0.55 0.087
LP (Na) * (01-Ca) 26.51 0.28 0.078
Tl',* (01-C2) Tl',* (Ol-Cz) 24.22 0.36 0.190
¥ (Clz-N17) ¥ (Clo-Cll) 83.57 0.05 0.077
Tl',>X< (Cg-C13) Tl',* (Ol-Cz) 23.42 0.06 0.058
T (Cg-C13) Tl',* (Ol-Cz) 23.59 0.2 0.061
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7 (Co-Cra) 7 (C10-Ca1) 16.61 0.23 0.055

7 (C10-Ca1) 7% (Co-Ci3) 11.98 0.23 0.048

7 (C14-C12) 7* (C15-Cae) 16.23 0.22 0.054

NMP-181 LP (0y) * (C2-O3) 28.07 0.51 0.108
LP (0y) 7% (Co-Co) 16.45 0.58 0.089

LP (03) 7% (01-Cy) 40.21 0.25 0.091

LP (N17) ¥ (C14-C12) 33.81 0.22 0.079

LP (No) o* (Ca-Hsa) 6.99 0.55 0.056

7* (01-C)) 7% (Co-Cia) 62.65 0.03 0.065

2 E(2) es la energia estabilizadora de las interacciones de enlace
b E(j)-E(i) es la diferencia de energia entre los orbitales NBO donador (i) y aceptor (j)
¢ F(i,j) son los elementos de la matriz de Fock entre los orbitales NBO donador (i) y aceptor (j)

Anandamida

Los conformeros de anandamida Eciosed, Uclosed Y Hclosed tienen un aceptor de puente de
hidrogeno (0O21) y dos donadores de puente de hidrégeno (022 y N23). La estabilidad del
anillo de siete atomos en el grupo etanolamida surge de la formacion de un puente de
hidrégeno intramolecular 021---H58-022. La Tabla 20 enlista las energias mayores E(2)
de los conférmeros de anandamida Eciosed, Uclosed Y Heclosed €N el nivel de teoria BP86/cc-
pVTZ en cloroformo. La regién de los orbitales de enlace (donadores) y orbitales
antienlace (aceptores), c — o™, se localiza en la region de Alquilo-M (ver Figura 11) con
una energia de estabilizacion E(2) de 7.3-8.2 kcal mol™. Se observa también, en el grupo
etanolamida, que el par de electrones libres y el orbital de antienlace, LP(O21) — o*, se
deslocaliza por hiperconjugacion sobre los enlaces C1-C2, C1-N23 y 022-H58, con
valores de energia de estabilizacion E(2) en el intervalo de 11.8-18.1 kcal mol™?. La
interaccion entre el par de electrones libres y el orbital de antienlace, correspondiente a
LP(O2) — o* y LP(N23) — o*, se deslocaliza por hiperconjugacion sobre los enlaces C2”-
H54 y C1°-H56, con un intervalo de energia E(2) de 8.6-8.8 kcal mol™ y 4.9-5 kcal mol?,
respectivamente. Finalmente, los valores mayores de E(2) corresponden a la interaccion de
LP(N23) — n*(C1-O21), en el grupo amida en el grupo etanolamida, con valores de 33.9,

59.6 y 56.3 kcal mol™ para Eciosed, Uclosed Y Helosed, respectivamente.

Tabla 20. Anélisis NBO (donador—aceptor) para los conférmeros de anandamida Eciosed, Uclosed Y Helosed
calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo. La numeracion corresponde a los d&tomos de la

Figura 10.

Donador NBO (i)  Aceptor NBO (j)  E(2)* (kcal molY)  E(j)-E(i)*a.u.  F(i,j)° a.u.

6 (Cs-Hsp) o* (Ce-C7) 7.40 0.78 0.068
6 (Cs-Hag) o* (C4-Cs) 7.33 0.79 0.069
6 (Co-Hae) o* (C7-Cg) 7.37 0.78 0.068
0 (C1s-He2) o* (C15-Cip) 7.27 0.80 0.068
Eclosed LP (021) o* (Cl-Cz) 18.06 0.52 0.090
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LP (O21) o* (C1-N23) 15.97 0.63 0.092
LP (O21) 6* (O22-Hsg) 11.86 0.62 0.078
LP (O2) o* (Cy-Hsa) 8.56 0.53 0.061
LP (N2s) 7 * (C1-021) 33.89 0.29 0.089
LP (N2s) c* (Cy-Hse) 4.90 0.55 0.051
6 (Cs-Hap) o* (Ce-C7) 7.48 0.78 0.068
6 (Cs-Hag) o* (C4-Cs) 7.44 0.79 0.069
6 (Co-Has) o* (C7-Cs) 7.42 0.78 0.068
o (C1a-He2) o* (C15-Cig) 7.34 0.79 0.068
Uclosed LP (O2) o* (C1-Cy) 17.94 0.54 0.090
LP (O2) o* (C1-Nas) 15.92 0.63 0.091
LP (O21) o* (O2-Hss) 11.98 0.62 0.079
LP (O2) o* (Cy-Hsa) 8.63 0.53 0.061
LP (N2s) 7 * (C1-021) 59.61 0.21 0.099
LP (N23) o* (Cy-Hse) 5.01 0.55 0.051
6 (Cs-Hap) o* (Ce-C7) 7.61 0.79 0.069
6 (Cs-Hag) o* (C4-Cs) 7.36 0.79 0.068
6 (Cg-Heo) 6* (Co-Cio) 8.18 0.78 0.071
6 (Co-Hae) o* (C7-Cg) 8.17 0.78 0.071
Helosed 6 (Cus-Heo) 0* (C15-C1e) 7.40 0.80 0.069
LP (O21) o* (C1-Cy) 17.84 0.54 0.090
LP (O2) o* (C1-Na3) 15.98 0.63 0.092
LP (O2) o* (Ogz2-Hss) 11.76 0.62 0.078
LP (Oz) o* (Cy-Hsa) 8.82 0.53 0.061
LP (Na23) 7 * (C1-O21) 56.34 0.21 0.098

2 E(2) es la energia estabilizadora de las interacciones de enlace
b E(j)-E(i) es la diferencia de energia entre los orbitales NBO donador (i) y aceptor (j)
¢ F(i,j) son los elementos de la matriz de Fock entre los orbitales NBO donador (i) y aceptor (j)

5.6 Descriptores de reactividad global

Se evaltan los descriptores de reactividad global de los compuestos NMP y los
conformeros de anandamida Eciosed, Uclosed Y Hclosed: potencial quimico (p),
electronegatividad (), dureza (n), blandura (s), indice de electrofilicidad (w) de acuerdo a
la teoria DFT conceptual [95]. La Tablas 21 y 22 resume los descriptores de reactividad
global de los compuestos NMP y de los conférmeros de anandamida Eciosed, Uclosed Y Helosed.
Los valores de las energias HOMO y LUMO se reportan en la Tablas 15 y 17,

respectivamente.
Compuestos NMP

En la Tabla 21 se observa que los valores de los descriptores de reactividad global en los
compuestos NMP son similares y no existen cambios significativos. El grupo metoxi del
compuesto NMP-4 disminuye ligeramente la electronegatividad e incrementa el potencial
quimico un 3.7% mientras que el grupo amino y el grupo ester de NMP-181 tiene un
cambio inverso sobre estos parametros en un 1.57% respecto al compuesto NMP-7. El
valor de dureza es mayor para NMP-4, seguido de NMP-7 y de NMP-181 con valores de
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3.17 > 3.14 > 3.00 eV, respectivamente, por lo que se observa que NMP-181 disminuye la
dureza un 4.6%, mientras que el compuesto NMP-4 incrementa un 0.86%, ambos respecto
al compuesto NMP-7. La blandura, es similar en los tres compuestos NMP con valores de
0.3 eV. El compuesto NMP-181 tiene un mayor comportamiento como electréfilo seguido
de NMP-7 y de NMP-4. Se observa que la presencia del grupo metoxi del compuesto
NMP-4 disminuye el indice de electrofilicidad, mientras que el grupo amino y el grupo
éster de NMP-181 lo incrementa en un ~ 8%, ambos con respecto NMP-7, el cual no

contiene estos grupos funcionales, ver Figura 9.

Tabla 21. Descriptores de reactividad global (eV) para los compuestos NMP calculados en el nivel de teoria

BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

NMP-4 NMP-7 NMP-181
M -3.44 -3.57 -3.62
x 3.44 3.57 3.62
n 3.17 3.14 3.00
S 0.32 0.32 0.33
® 1.87 2.02 2.19

Anandamida

Por otro lado, en la Tabla 22 para los conférmeros de anandamida Eciosed, Uclosed Y Hclosed S€
observa que no hay cambios significativos cuando anandamida cambia su conformacién,
esto es la curvatura de su cadena alquilo (Alquilo-1 y Alquilo-M de la Figura 11). Algunas
pequefias diferencias se observan en la dureza, blandura y el indice de electrofilicidad. La
dureza incrementa un 4.5y 7.4 % para los conformeros Uciosed Y Hclosed respectivamente,
respecto al confdrmero Eciosed. La blandura es de 0.2 eV para los tres conférmeros.
Finalmente, el conformero mas electrofilico es Eciosed Seguido de Uciosed Y de Hclosed CON
valores de 1.41 > 1.37 > 1.26 eV, respectivamente. Se observa un decremento en el indice
de electrofilicidad de 3.3 y 10.6 % para los conformeros Uciosed Y Hclosed, respectivamente,

respecto al conformero de anandamida Eciosed.

Tabla 22. Descriptores de reactividad global (eV) para los conférmeros de anandamida E ciosed, Uciosed Y Helosed

calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

Eclosed Uclosed Hclosed
U -3.54 -3.56 -3.47
% 3.54 3.56 3.47
n 4.43 4.63 4,76
S 0.23 0.22 0.21
® 141 1.37 1.26
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Los descriptores de reactividad global que cambian mas cuando se compara anandamida y
los compuestos NMP (como referencia se usan los compuestos NMP-7 y Hciosed) €S la
dureza sobre un 51% de 4.76 en Hciosed Y 3.14 en NMP-7 en cloroformo. Anandamida tiene
una mayor resistencia a cambiar su distribucién electrénica comparada con los compuestos
NMP. Cabe mencionar que se han observado cambios significativos en el indice de dureza
cuando se modela un proceso de interaccion ligante-receptor [136]. El indice de
electrofilicidad es otro descriptor desigual; de hecho, un valor mayor corresponde con los
compuestos NMP con respecto a la anandamida, con una diferencia de 37.6%. El indice de
electrofilicidad esta correlacionado con propiedades de afinidad de receptor y actividad
bioldgica [137].

5.7 Descriptores de reactividad local

Las Tablas 23 y 24 muestran las funciones de Fukui condensadas f*(r) y f~(r), el

descriptor dual, £ @ (r) y las funciones de Parr, P~ (r) y P*(r), para los compuestos NMP

y los conférmeros de anandamida Eciosed, Uclosed Y Helosed, respectivamente.
Compuestos NMP

La Tabla 23 muestra los valores de la funcién de Fukui para los compuestos NMP en los
intervalos de f *= 0.025-0.072 y f = 0.011-0.070 para NMP-4, f *=0.031-0.072y f =
0.012-0.074 para NMP-7, y f *= 0.014-0.086 y f "= 0.002-0.10 para NMP-181, en
cloroformo. Los valores de las funciones de Fukui para los grupos funcionales relevantes
en los compuestos NMP son de f *= 0.048 en el grupo metoxi 027 (NMP-4) y f *= 0.086
en el grupo amino N6 (NMP-181). Los valores maximos indican la zona méas probable de
ataque nucleofilico y electrofilico. Los sitios mas probables de sufrir un ataque nucleofilico
son el C21, N17 y N6 para los compuestos NMP-4, NMP-7 y NMP-181, respectivamente,
mientras que los &tomos mas propensos para sufrir un ataque electrofilico son C20 para
NMP-7 y C13 para NMP-4 y NMP-181. Las funciones de Parr coinciden con los indices de
Fukui para los sitios mas probables para ataques nucleofilicos en los compuestos NMP. Sin
embargo, para los ataques electrofilicos indican que el C13 es el sitio mas probable para

los tres compuestos NMP considerados.
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Tabla 23. Funciones de Fukui, f*(r) y f~(r), descriptor dual, f ® (1), y funciones de Parr, P~(r) y P*(r),

para los compuestos NMP calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

0 R0 D) P P
o1 0.063 0.023 0.040 0.104 0.003
9 0.049 0.029 0.020 0.107 0.017
c10 0.041 0.063 -0.022 0.034 0.097
ci1 0.037 0.064 -0.026 0.033 0.089
c13 0.025 0.070 -0.045 -0.006 0.157
NMP-4 14 0.043 0.044 -0.002 0.084 0.088
N17 0.050 0.011 0.038 0.129 0.001
C20 0.040 0.053 0,013 0.055 0.095
c21 0.072 0.052 0.020 0.146 0.055
027 0.048 0.027 0.021 0.079 0.022
01 0.060 0.025 0.035 0.089 0.006
9 0.054 0.031 0.022 0.117 0.020
C10 0.031 0.061 -0.030 -0.007 0.092
ci1 0.049 0.064 -0.015 0.074 0.088
c13 0.035 0.073 -0.037 0.029 0.167
NMP-7 N17 0.072 0.012 0.060 0.205 0.003
cis 0.046 0.067 -0.022 0.045 0.121
C19 0.062 0.041 0.021 0.093 0.009
C20 0.036 0.074 -0.038 -0.002 0.122
co1 0.055 0.059 -0.004 0.095 0.072
o1 0.028 0.061 20.033 0.018 0.059
c2 0.014 0.048 -0.034 0.006 0.077
NG 0.086 0.002 0.085 0.204 0.000
ci11 0.039 0.057 -0.018 0.066 0.061
ci13 0.024 0.100 -0.076 0.015 0.248
NMP-181 17 0.054 0.014 0.041 0.157 0.003
ci8 0.033 0.051 -0.018 0.028 0.078
C19 0.050 0.036 0.014 0.084 0.008
C20 0.027 0.064 -0.037 -0.004 0.097
c21 0.042 0.044 -0.002 0.074 0.040

La Figura 24 presenta las isosuperficies de las funciones de Fukui con el mejor valor para
f +y f — para los compuestos NMP, usando un isovalor de 0.002 u.a. En esta figura se
observa que la posicion de la isosuperficie para f +se localiza principalmente en el
nitrégeno del carbazol en los compuestos NMP, en el oxigeno del carbonilo para NMP-4 y
NMP-7, en el grupo metoxi en NMP-4 y en el nitrogeno de la amida en NMP-181. Para f
— la distribucion se localiza sobre los carbonos del carbazol en los compuestos NMP vy el

oxigeno del carbonilo en NMP-181.
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Figura 24. Funciones de Fukui f * y f ~ para los compuestos NMP: a) NMP-4, b) NMP-7 y ¢) NMP-181

calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.
Anandamida

Para los conformeros de anandamida Eciosed, Uctosed Y Hclosed 10s valores en cloroformo de
las funciones de Fukui se encuentran en los intervalos f *=0.007-0.071 y f "= 0.007-0.053
para Eciosed, f "= 0.012-0.080 y f = 0.008-0.057 para Uciosed, ¥ f "= 0.005-0.081 y f =
0.009-0.052 para Hciosed, COMo se muestra en la Tabla 24. Los valores mas relevantes son
el atomo 022 para ataques nucleofilicos y para ataques electrofilicos C12 para todos los
conformeros y adicionalmente C8 para Eciosed Y C1 para Hciosed. LOS valores mayores de las
funciones de Parr indican que de igual forma el 022 es el sitio mas probable para un
ataque nucleofilico y que el C1 para el conformero Eciosed Y Hclosed Y €l C11 para Uclosed SON

los sitios méas probables para un ataque electrofilico.
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Tabla 24. Funciones de Fukui, f*(r) y f~(r), descriptor dual, f® (1), y las funciones de Parr, P~(r) y
P*(r), para los conférmeros de anandamida Eciosed, Uciosed Y Helosed Calculados en el nivel de teoria BP86/cc-

pVTZ en cloroformo.

f*(r) () A P*(r) P~(r)

C1 0.007 0.041 -0.034 0.002 0.088
C5 0.046 0.047 0.000 0.075 0.071
C6 0.038 0.042 -0.004 0.063 0.070
C8 0.046 0.053 -0.007 0.074 0.084
Eclosed C9 0.043 0.052 -0.008 0.069 0.084
Cl1 0.045 0.048 -0.003 0.072 0.080
C12 0.047 0.053 -0.006 0.074 0.083
C14 0.048 0.029 0.018 0.084 0.049
C15 0.056 0.039 0.017 0.091 0.060
022 0.071 0.007 0.064 0.117 0.001
C1 0.012 0.039 -0.027 0.007 0.084
C5 0.038 0.039 -0.001 0.061 0.057
C6 0.039 0.037 0.002 0.070 0.068
C8 0.034 0.048 -0.014 0.052 0.077
Uclosed C9 0.030 0.044 -0.015 0.048 0.068
Cl1 0.050 0.055 -0.005 0.082 0.092
C12 0.049 0.057 -0.008 0.081 0.089
Cl4 0.047 0.036 0.011 0.087 0.063
C15 0.053 0.044 0.009 0.084 0.067
022 0.080 0.008 0.072 0.127 0.001
C1 0.013 0.052 -0.039 0.006 0.114
C5 0.048 0.034 0.014 0.059 0.040
C6 0.044 0.034 0.010 0.058 0.077
C8 0.039 0.049 -0.010 0.083 0.076
Heclosed C9 0.028 0.043 -0.015 0.082 0.071
Cl1 0.063 0.047 0.017 0.046 0.077
C12 0.075 0.052 0.023 0.044 0.082
Cl4 0.005 0.027 -0.022 0.101 0.043
C15 0.013 0.035 -0.022 0.089 0.053
022 0.081 0.009 0.072 0.114 0.001

La Figura 25 presenta las isosuperficies para las funciones de Fukui con valores mayores
de f "y f~ para los conférmeros de Eciosed, Uclosed Y Helosed, Usando un isovalor de 0.002 u.a.
En esta figura se observa para todos los conférmeros que la distribucion f ™ se localiza en
el oxigeno del grupo hidroxilo y en los carbonos vinilicos sobre la region Alquilo-M (ver
Figura 11), mientras que la distribucion f ~ esta localizada sobre el carbon carbonilo y
también en los carbonos vinilicos en el grupo Alquilo-M. Este hallazgo estd en
concordancia con los valores experimentales, los cuales muestran que la existencia de la
region de enlaces dobles de anandamida es un factor esencial para el mecanismo de

bloqueo de los canales de calcio tipo T [138].
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Figura 25. Funciones de Fukui f * y f ~ para los conférmeros de anandamida: a) Eciosed, B) Uclosed Y €) Helosed

calculados en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

En resumen, el grupo carbazol es una region importante de acumulacién de densidad
electrénica para los compuestos NMP, en la misma forma que la region Alquilo-M lo es
para anandamida. Las distancias calculadas a lo largo de estas regiones son de 6.6 A en
C9-C20 para NMP-7 y 7.9 A en C5-C15 para el conférmero Heosed de anandamida. Se
puede proponer una similitud funcional de reconocimiento electrostatico y acoplamiento
del bolsillo de unién para los compuestos NMP y anandamida con los receptores CB1/CB2

y el canal de calcio tipo T [133].
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5.8 Analisis de la teoria cuantica de atomos en moléculas (QTAIM)

El anélisis QTAIM se enfoca en caracterizar el puente de hidrégeno intramolecular de los
conférmeros de anillo cerrado de anandamida Eciosed, Uclosed Y Helosed. ESta interaccion de
puente de hidrogeno genera una estructura de anillo de siete atomos en el grupo
etanolamina. La estabilidad de las estructuras de anillo cerrado de anandamida por el
efecto de la formacién del puente de hidrégeno y el anillo en el grupo etanolamida se
analizan mediante la energia de interaccion en cada conformacion de anandamida de anillo
cerrado a partir de la densidad electronica obtenida en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en

cloroformo.

La Tabla 25 muestra los valores de la densidad electronica p(r), el gradiente Vp(r), el
Laplaciano V2p(r), la energia cinética Lagrangiana G, la energia cinética Hamiltoniana H,
la densidad de energia potencial V, la energia de interaccion Ex.. v, la distancia interatdmica
Dinter ¥ l0s indices de deslocalizacion DI de los principales puntos criticos de enlace (BPC)
de los conformeros Eciosed, Uclosed Y Helosed de @anandamida. La numeracion corresponde a la

Figura 26.

De los resultados se observa una interaccion no covalente correspondiente al puente de
hidrégeno en el grupo etanolamina 021---H58-022 con p(r) = 0.043 y V?p(r) = ~ 0.096 u.a.
para los conformeros Eciosed, Uclosed Y Helosed. EStOS pardmetros de densidad electronica
concuerdan con los reportados en la literatura de 0.002-0.035 y 0.024-0.139 u.a.,
respectivamente [139]. Por otro lado, el signo de H(r) indica, en los tres conférmeros, que
la acumulacion de carga en el puente de hidrogeno es un enlace estabilizador (H(r)<0)
[140]. Adicionalmente, los DI indican un intervalo de 0.1106-0.1110 u.a. para el puente de
hidrogeno intramolecular O21.--H58-022 en los tres conformeros, indicando que es una
interaccién <1.0 correspondiente a un enlace no-covalente, mientras que los DI para el
BCP entre H58-022 tienen valores de 0.5371-0.5402 u.a., indicando que este enlace tiene
una fuerza menor a un enlace sencillo (valor cercano a 1.0 u.a.) , ya que el atomo de H58
también esta contribuyendo a la formacion del puente de hidrégeno con el atomo 021. La
energia de interaccion del puente de hidrogeno intramolecular O21---H58-022 corresponde
a 12.33-12.46 kcal/mol y forma un RCP con una p(r) = 0.0115-0.0116 u.a. para los tres
conformeros, siendo ligeramente mayor la Ex..y en el conformero Uciosed, indicando que

este puente de hidrogeno tiene un efecto estabilizador mayor que en los otros dos
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conférmeros con anillo cerrado. El valor de la p(r) en el RCP de etanolamida indica que la
formacion del anillo estabiliza en el mismo orden a las estructuras en los tres conformeros

de anillo cerrado.

Las interacciones no-covalentes H---H en la region Alquilo-M con valor de p(r) en el
intervalo de 0.011-0.020 u.a. generan la formacion de 4 estructuras de anillo con p(r) en los
RCP de 0.010-0.015 u.a. para los tres conformeros. Las energias de interaccion entre H---H
son muy pequefias indicando interacciones débiles con valores de DI de de 0.03 u.a.
aproximadamente. Solamente en el conformero Hcosed S€ Observa la interaccion no-
covalente Cg-H37C1o dando valores de p(r) en el BCP y RCP de 0.0135 y 0.0092 u.a.
respectivamente, y un valor de DI de 0.045 u.a. Adicionalmente, el conformero Hciosed
forma una estructura de anillo adicional por las interacciones entre Ci7Has5-O24y CooHs3-
O24 con valor de p(r) =0.0013 u.a. en el RCP. Por otro lado, del anlisis de los DI entre los
atomos C5=C6, C8=C9, C11=C12 y C14=C15 en la zona Alquilo-M son de 1.77 u.a.,

corroborando la formacién de dobles enlaces cis en los tres conformeros.

Tabla 25. Parametros topoldgicos (u.a.), EH...Y (kcal/mol) y distancias interatomicas (Diner, A) de los

conformeros Eciosed, Uclosed Y Helosed de anandamida.

BCP p(r) Vp Vp G (r) V (r) H (r) En.y  Dinter DI RCP
Eclosed

O2,Hs-021 0.0430 6.65x10**  0.0959 0.0317 -0.0393 -0.0076 12.33  1.75846 0.1106 0.0115

C4H31-H3sCo 0.0118 9.82x107% 0.038 0.0079  -0.0063 0.0016 198  2.06071 0.0284 0.0113

C/Ha-H3:Cip 0.0120 5.73x10"®  0.0386 0.0081  -0.0065 0.0016 2.04  2.04591 0.0289 0.0115

CioHsg-HaoCis  0.0121  4.37x10*  0.0386 0.0081  -0.0065 0.0016 2.04  2.04497 0.0289 0.0115

CisHai-HasCis  0.0118 2.80x10Y  0.0380 0.0079  -0.0063 0.0016 198  2.06096 0.0284 0.0113

Uclosed
OHsg-021 0.0433 9.12x10Y 0.0961 0.0319 -0.0397 -0.0078 1246 1.75571  0.1110 0.0115
C4sHy-HzsC;  0.0112 2.80x10Y  0.0367 0.0076 -0.006 0.0016 188 2.08868  0.0263 0.0100
CsHgs-H3,Cip 0.0116 2.42x10%  0.0378 0.0079  -0.0063  0.0016 1.98  2.06339  0.0273 0.0112
CioHag-HsCi3 0.0121  6.50x10"2  0.0384 0.0080 -0.0065  0.0015 2.04  2.04242  0.0294 0.0115

CisHai-HuCis  0.0119  3.46x107  0.0387 0.0081  -0.0065  0.0016 2.04  2.05663  0.0284 0.0115

Helosed

O2Hsg-021 0.0431 2.60x10Y  0.0953 0.0317 -0.0395 -0.0078 12.39 1.75686  0.1109 0.0116
C4Ha-HsC;  0.0120  4.68x107®  0.0382  0.008 -0.0064  0.0016 2.01  2.04967  0.0290 0.0114
Ce-H3sC1o 0.0135 1.89x10Y 0.0395 0.0087 -0.0075  0.0012 2.35 2.2993 0.0449 0.0092
CiHa-HCi3 0.0115  5.02x10™°  0.0374 0.0078  -0.0062  0.0016 195 2.07088  0.0270 0.0110
CisHap-HuCis  0.0114  6.07x10™°  0.0372 0.0077  -0.0061  0.0016 191 207819  0.0269 0.0110
Ci7H1s5-022 0.0016 8.89x10"® 0.0050 0.0009 -0.0006  0.0003 0.19  3.40010  0.0100 0.0013
Ca20Hs3-022 0.0015 7.44x10"® 0.0050 0.0009 -0.0006  0.0003 0.19  3.43546  0.0095 0.0013
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En la Figura 26 muestra los grafos moleculares de los conférmeros Eclosed, Uclosed Y Hclosed
Los puntos verdes representan los puntos criticos de enlace (BCP) y los puntos rojos

representan los puntos criticos de anillo (RCP).

a) b) c)
H58
0219 ~4922 -SyCay 0% g .
g e o e W T ‘ ,‘--l{
A& i G o S s =
“*""'éil?lq N st TS - W : :
I b F 4 - M % .\ b L
] Aw --L.‘_, H37 T H35 4" W‘Y 8 022
i, | & ¥ H
Ele 13s C10%- Hag = 0 ol 021 nss. ',
~ o H34 & e ST o8, P
H38 e < Y. T - < . Y
f '&fc“%a? éj‘a" {'& H37 . " H53
o3 b ¥ phas O e, H38 haa (PS4
1 Pant e §
1 o1 4 OO sma s Jor :’:Efd
Ha4“ o R b g | A /
L f_—.\ R y y c15\‘—-—_i\
o \ Sy s | .'/ E
Ly 4 3 § Ci3'g “'“\ .

Figura 26. Grafos moleculares de los conférmeros de anandamida: @) Eciosed, b) Uclosed Y €) Helosed Calculados

en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ en cloroformo.

5.9 Acoplamiento Molecular

Los resultados de los calculos de acoplamiento molecular muestran distintos sitios posibles
de interaccion para los compuestos NMP y los conférmeros de anandamida en el canal
Cav3.2. Se consideraron los sitios localizados en la region transmembranal, los cuales
interactan de manera preferencial con los segmentos S5 y S6 (DI-DIV) del canal Cay3.2.
Los cinco sitios de interaccion propuestos se nombran como S6DII (Figura 27a)), S6DIII
(Figura 27b)), S6DI (Figura 27c)), S5DIV (Figura 28a)) y Poro (Figura 28b)). Se eligieron
estos sitios por tener energias menores de interaccion ademas de ser sitios comunes en las
moléculas bloqueadoras. Las Figuras 27 y 28 muestran los residuos de interaccion
importantes en el bolsillo de union para los conférmeros representativos de los compuestos
NMP y anandamida con el canal Cay3.2. Se observa que los aminoacidos aromaticos e

hidrofobicos se encuentran en gran medida en estas regiones.
Compuestos NMP

En la pose S6DII (Figura 27a)), los residuos F158, F161 y V610 interacttan con el grupo
carbazol de NMP-4 con interacciones n-r stacking para los residuos de fenilalanina y de
tipo m-alquilo para valina. Ademas, los residuos F292, 1295 y C157 interactuan con el
grupo piperidina del compuesto NMP-4 con interacciones de tipo m-alquilo para los

residuos de fenilalanina y de tipo alquilo-alquilo para los residuos de isoleucina y cisteina.
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En la pose S6DIII (Figura 27b)), los residuos F943 y L939 estabilizan el grupo pentilo de
NMP-7 por interacciones alquilo. El residuo L938 interacciona de forma =-alquilo con el
anillo de piperidina. También, los residuos T586 y S942 interaccionan de forma n-o y n-

donador de puente de hidrogeno, respectivamente, con el grupo carbazol.

Finalmente, para la pose S6DI (Figura 27c)), se observa que el bolsillo de union esta
conformado principalmente por residuos arométicos de fenilalanina. EI grupo carbazol del
compuesto NMP-181 interactla con la A711 y F1193 con interacciones de tipo w-alquilo y
n-nt stacking, respectivamente, y con los residuos F316 y F1197 con interacciones de tipo
n-n stacking en forma de T. Se ha observado en los canales Cayl.1 que el S6DIII es
importante en la interaccidn con dihidropiridinas [32]. Ademas, en la estructura del Cay3.1,
obtenida por microscopia crioelectronica, se observa que moléculas de fosfolipidos y

colesterol se localizan en sitios similares al S6DI [26].

Figura 27. Residuos importantes de interaccién de los compuestos NMP y el canal Ca,3.2: a) sitio S6DII y el
compuesto NMP-4, b) sitio S6DIII y el compuesto NMP-7 y c) sitio S6DI y el compuesto NMP-181. Para

una ubicacion mejor de los sitios ver el diagrama de la figura 8 d).
Anandamida

Debido a la naturaleza flexible de anandamida se observa que en interaccion con el Cay3.2
tiende a formar conférmeros plegados. En efecto, informacion de rayos X de anandamida
en interaccion con su transportador proteico (FABP5) muestra un conférmero en horquilla
[70] y el farmaco Z944 se acomoda en forma de U en el bolsillo de unién del canal de
calcio tipo T [26]. Por ello, se analizaron los conformeros Uciosed Y Heclosed €N interaccion
con el Cay3.2. Ademas, se incluyen los conformeros Uopen Y Hopen para comprobar si existe
alguna ventaja en la energia de interaccion de los conformeros con el anillo cerrado en
comparacion con los conformeros correspondientes de anillo abierto de anandamida con el
Ca3.2.
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En el sitio S5DIV (Figura 28a)), tanto el conférmero de anandamida Uciosed Y Uopen COlOCaN
su cabeza polar dentro del segmento S4DIIl donde se localizan los residuos polares
formando un puente de hidrogeno con L806 y R807, ambos residous ubicados a una
distancia de 2.6 A, también se observa una interaccion desfavorable aceptor-aceptor con
D767. El conférmero Uciosed forma un puente de hidrdégeno adicional con D767, sin
embargo, esta interaccion no representa una ventaja siendo la energia de interaccion de -
9.2 kcal/mol para ambos conférmeros. La porcién no polar de ambos conférmeros de
anandamida (Uciosed Y Uopen) Se coloca en el segmento S5DIV donde se localizan residuos
hidrofébicos formando interacciones de tipo alquilo-alquilo con L815, L1151, L1154 y
V1249. La informacion de rayos-X de los canales TRPV5, los cuales pertenecen a la
familia evolutiva de los canales de calcio tipo T, en unién con Econazol muestra un sitio
que se corresponde al S5DIV del Cay3.2 [141]. En la pose S6DIII (Figura 28 b)), la F943

interacciona de tipo n-o con la region Alquilo-M de los conformeros Heiosed Y Hopen.

Finalmente, se puede observar que en el sitio del Poro (Figura 28 c)), una region
hidrofobica se forma con los residuos V1251, V1254, M948, F949, V945, L946, 1331 y
M330 donde la cola no polar del conférmero de anandamida Uopen Y €l grupo pentil del
compuesto NMP-181 se localiza formando interacciones de tipo alquilo-alquilo, mientras
que S900 y T568 forman un enlace de hidrogeno-carbono con la cabeza polar del
conformero de anandamida Uqpen Y €l grupo amino NMP-181, respectivamente. Cabe
mencionar que el conformero Uciosea S& acomodé con NMP-181 en el grupo alquilo final
pero en el grupo etanolamida se orientd hacia el segmento P del DI, de manera que no

permitio una comparacion con el compuesto NMP-181.

Se observa una equivalencia de grupos funcionales de ambos ligantes cuando interactian
con el canal Cay3.2. La pose més probable de las estudiadas es la localizada en la region
del Poro, debido a que registros electrofisioldgicos experimentales muestran un blogueo
del canal Cay3.2 por anandamida y los compuestos NMP modifican la fase de inactivacion
del canal [9, 47, 142]. Se encuentra también que los residuos MFV del sitio S6-DIII
contribuyen a la fase de inactivacion del Cay3 [143]. En el Cav3.2 los residuos M948 y
F949 participan en el bolsillo de unién hidrofobico del sitio del Poro. También, un estudio
reciente que resolvio por microscopia electronica al Cav3.1 en union al bloqueador Z944 en

este sitio teniendo residuos hidrofobicos de interaccion en comun y al residuo T921 para
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estabilizar al ligante, equivalente al T586 del Ca,3.2 que estabiliza al compuesto NMP-181
[26].

Figura 28. Residuos importantes de interaccion de los confomeros de anandamida y el canal Ca,3.2: a) Sitio
S5DIV y los conformeros de anandamida Uciesed Y Uopen formando dos puentes de hidrégeno con los residuos
L806 y R807, Ucosea adicionalmente forma un puente de hidrégeno con D767, b) sitio S6DIII y los
conférmeros de anandamida Hciosed Y Hopen CON interacciones « con el residuo F943 principalmente y c) Sitio
del Poro con el compuesto NMP-181 y el conformero de anandamida Uggen. Para una ubicacion mejor de los
sitios ver el diagrama de la figura 8 d).

Los valores de energia menor y comun de los diferentes sitios se resumen en la Tabla 26
para los los compuestos NMP-4, NMP-7 y NMP-181 y los conférmeros de anandamida
Uclosed, Uopen, Helosed Y Hopen. Se observa que los valores de energia de interaccion obtenidos
son del orden de 10 kcal/mol siendo el compuesto NMP-7 el que tiene las energias
minimas de interaccion. Ademas, se observa gque en los conférmeros de anandamida no
existe una diferencia significativa en la energia de interaccion considerando el anillo de 7-
atomos del grupo etanolamida abierto o cerrado, sin embargo, hay una mejor energia de
interaccion para el conformero de U (Uciosed/Uopen) CON respecto a los confoérmeros de
horquilla (Hclosed/Hopen). ES Oportuno mencionar que estudios posteriores de simulacién de
dindmica molecular se recomiendan para evaluar la estabilidad de los sitios de interaccion
y de las poses propuestas para los ligantes considerados. Ademéas de estudios de

mutagénesis para poder verificar los residuos de interaccion propuestos.

Tabla 26. Energias de interaccién AG (kcal/mol) para los compuestos NMP y los conférmeros U y H de

anandamida con el canal Ca,3.2.

NMP-4 NMP-7 NMP-181 Uclosed Uopen Hclosed Hopen

S6DI 9.1 -10.0 96 92 -88 -89  -83
S6DII -9.5 -10.0 9.1 98 98 -94 94
SeDIIl -9.5 -10.1 -9.2 88 92 -86  -86
S5DIV 7.9 8.1 -8.2 92 92 -84 86

Poro -9.4 -9.1 -8.2 87 83 -84  -82
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5.10 Simulaciones de Dindmica molecular

Las simulaciones de dindmica molecular se realizaron con genisteina, un bloqueador del
canal de calcio tipo T con preferencia al subtipo Cay3.3 (Figura 29a). La genisteina es un
metabolito secundario de la planta de soya, perteneciente a la familia de las isoflavonas

(compuestos fenolicos con actividad biologica), su estructura se muestra en la Figura 29b).

a) b)

Genisteina
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HO (47
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Figura 29. a) Trazo representativo del bloqueo de genisteina (50 uM) en los Cay3.3. b) Estructura de
genisteina y daidzeina.

La estructura del Cay3.3 se obtiene por modelado por homologia como se explica en la
seccion 4.6 de la Metodologia. Tras realizar un estudio de acoplamiento molecular se
obtuvieron 9 poses de las cuales se escogieron 3 poses finales para las simulaciones de
dindmica molecular denomidas PDII y PDIII; PDIIl y PDIV; y PDI y PDIV. Las
condiciones de simulacion consideran un ambiente fisioldgico, esto es que el Cay3.3 esta
insertada en una membrana plasmatica (POPC) bafiada de solucion extracelular e

intracelular.

Después de 1000 ns (500, 000, 000 pasos) de simulacion se observa que las poses PDIII y
PDIV; y PDI y PDIV convergen a un mismo sitio. Los principales aminoacidos de
interaccién son la F1426 que estabilizan el anillo A 'y C de la genisteina, los aminoacidos
S1419, K1379 interactuan con el anillo B, L1721 forma un puente de hidrogeno con el OH
(7) y Q1718 forma un puente de hidrogeno con el OH (5), como se muestra en la Figura 30
[144].
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Figura 30. a) y b) Aminoécidos importantes de interaccion de genisteina en el bolsillo de unién de Cay3.3. ¢)
Gréficos de las distancias de los aminoécidos importantes de interaccion.

Los resultados obtenidos se comparan con experimentos electrofisiolégicos usando una
molécula estructuralmente similar a genisteina llamada daidzeina que carece del OH(5)
(ver Figura 30b)) y que su capacidad de blogueo se ve diminuido por lo mismo,
comprobando la hipoétesis tedrica. Una segunda comparacion de los resultados se realiza
con un trabajo reciente, el cual por medio de espectroscopia electronica resuelven la

estructura del Cav3.1-Z944 coincidiendo en el sitio propuesto para genisteina [26].

97



Capitulo V1. Conclusiones

Los estudios de espectroscopia RMN de H y 3C validaron el nivel de teoria BP86/cc-
pVTZ como método confiable para obtener las estructuras optimizadas de los compuestos
NMP y anandamida. Ademas, que permite predecir pardmetros quimicos que caracterizan
la reactividad quimica y la estabilidad estructural de las moléculas blogueadoras de los

canales de calcio tipo T antes mencionados.

Las estructuras de los compuestos NMP se obtuvieron como estructuras Unicas de minina
energia sobre la superficie de energia potencial. La conformacién de minima energia es
similar en los tres compuestos NMP y al ser compuestos derivados del carbazol mantienen
una estructura semi-rigida. Los conférmeros de anandamida Eciosed, Eopen, Uclosed, Uopen,
Heciosed Y Hopen, fueron elegidos a traves de analisis conformacional usando el método MM+.
Se han analizado previamente conférmeros similares lo que permite comparar los
resultados encontrados con los reportados en la literatura con respecto a la interaccion con
los receptores canabinoides y con estudios conformacionales de anandamida. Dentro de
estos conformeros, el conformero Ecioses €S €l mas estable de acuerdo al analisis
poblacional, sin embargo, los conférmeros en forma de U y H son bioldgicamente

relevantes de acuerdo a estudios experimentales y tedricos de interaccion ligante-receptor.

Los andlisis de FMO establecen un AEgap para los compuestos NMP del orden de 3.0 eV,
siendo el compuesto NMP-4 el mas estable cinéticamente y menos reactivo de acuerdo a
este pardmetro. Para los conformeros de anandamida el AEgqp esté en el intervalo de 4-5 eV
siendo Hciosea €l conformero mas estable cinéticamente y con mas baja reactividad.
También, el grupo carbazol de los compuestos NMP contribuye en mayor medida (76-
97%) al orbital LUMO mientras que para los conformeros de anandamida el grupo
Alquilo-M es el que principalmente contribuye en un 90% para Eciosed Y Uclosed Y UN 65%
para Hciosed. EN cuanto al orbital HOMO, para NMP-4 y NMP-7, el grupo carbazol también
contribuye notablemente en un 80 y 86% respectivamente, para NMP-181 el grupo amino
representa un 97%. En los conformeros de anandamida el orbital HOMO se localiza en
Eclosed Y Helosed €N UN 94 'y 97% sobre la region Alquilo-M, mientras que para Uciosed 10 hace
un 67%. Ademas, en este andlisis se obtuvo una correlacion de la energia ELumo con
respecto al logICso (valores de afinidad para Ca,3.2) con una R? de 0.994 considerando al

conformero Eciosed Y 10s compuestos NMP.
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El MEP obtenido es similar entre los compuestos NMP con una region de mayor densidad
electrénica en el grupo carbonilo extendiéndose al grupo carbazol y adicionalmente sobre
el grupo metoxi de NMP-4 y el grupo amida en NMP-181. Se observa también, una region
deficiente de densidad electronica en el grupo pentilo. Para los conférmeros de
anandamida se obtiene una distribucién de densidad de carga electronica similar, con una
region de mayor densidad electronica en el grupo -OH y una regién deficiente de densidad
electronica localizada en el grupo -NH del anillo de etanolamida. Para Eciosed Y Uclosed €l
grupo Alquilo-M representa valores intermedios de densidad electrénica en C5=C6 y
C8=C9 mientras que para Hciosed aparece una region mayor densidad de carga electrénica
en C11=C12 y C14=C15.

El andlisis NBO define mayores energias de estabilizacion E(2) entre orbitales NBO tipo
Lewis ocupados (donador) y orbitales NBO no-Lewis desocupados (aceptor). Para los
compuestos NMP la deslocalizacion se da por la conjugacion de interacciones de tipo ©1 —
n*, LP— nn* y n* — n* localizadas en el grupo carbonilo y el grupo carbazol. Mientras que
para anandamida se observa wuna deslocalizacién electronica por efecto de
hiperconjugacion en el grupo Alquilo-M de orbitales 6 — ¢* y LP — o*. Solamente se

observa una interaccién de tipo LP— =* en la amida del grupo etanolamida.

La descripcién de reactividad global arroja valores similares para los compuestos NMP y
para los conformeros Eciosed, Uciosed Y Hclosed de anandamida en el potencial quimico, la
electrofilicidad, la dureza, la blandura y el indice de electrofilicidad. Cabe mencionar
algunos cambios no significativos entre estas moléculas. En la electronegatividad se
observa una disminucion y un aumento en NMP-4 debida al grupo metoxiy y en NMP-181
debido al grupo amino y éster en un 3.7% y 1.57%, respectivamente, ambos con respecto a
NMP-7. En cuanto a la dureza, entre los compuestos NMP, se obtiene un valor de NMP-4
(3.17 eV) > NMP-7 (3.14 eV) > NMP-181 (3.00 eV). Para anandamida la dureza en Uciosed
Y Hciosed €S 45 y 7.4 % mayor respectivamente al valor de Eciosed. EI indice de
electrofilicidad toma valores en Eciosed (1.41 €V) > Uclosed (1.37 €V) > Hclosed (1.26 €V).

Los descriptores de reactividad local (funciones de Fukui y funciones de Parr) indican para
los compuestos NMP que los sitios méas probables de sufrir un ataque nucleofilico son los
atomos C21, N17 y N6 para NMP-4, NMP-7 y NMP-181, respectivamente. Los primeros
dos atomos (C21 y N17) se ubican en el grupo carbazol y el N6 en el grupo amida. De
acuerdo con la funcion de Fukui, los atomos mas propensos para sufrir un ataque
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electrofilico son C20 para NMP-7 y C13 para NMP-4 y NMP-181. A este respecto, la
funcion de Parr indica al C13 como el mas probable para los compuestos NMP. En cuanto
a los conférmeros considerados de anandamida, las funciones de Fukui y las funciones de
Parr cinciden en gue el atomo 022 es el sitio mas probable para ataques nucleofilicos. Para
ataques electrofilicos los indices de Fukui indican al C12 para todos los conférmeros y
adicionalmente C8 para Eciosed Y C1 para Heiosed. Las funciones de Parr establecen que los
sitios mas probables para un ataque electrofilico son el C1 para Eciosed Y Hclosed Y €l C11

para Uclosed.

En resumen de lo anterior se puede decir que los andlisis FMO, NBO y de reactividad
local, como los indices de Fukui y las funciones de Parr, establecen que el grupo funcional
carbazol para los compuestos NMP y la region de dobles enlaces de anandamida (region
Alquilo-M) son importantes en la reactividad de estos compuestos. En efecto, son los mas
probables para recibir un ataque nucleofilico y electrofilico y podrian ser sitios importantes

que participen en la interaccion ligante-receptor.

El analisis QTAIM del puente de hidrdgeno intramolecular que estabiliza el anillo de siete
atomos en el grupo etanolamida de anandamida permite predecir la energia de interaccion
en un intervalo de 12.33-12.46 kcal/mol para los conformeros Eciosed, Uclosed Y Heclosed,
siendo ligeramente mas favorecida la formacion del enlace de hidrdgeno en el conférmero
Uciosed. Ademas, el indice de deslocalizacion (DI) en el puente de hidrégeno da valores
menores a 1.0 u.a. (valor correspondiente a un enlace sencillo) indicando la presencia de
una interaccion débil, de igual forma el valor entre H58-022 se encuentra en el intervalo
de 0.5371-0.5402 u.a. Se describen las interacciones no-covalentes de tipo H---H en la
region Alquilo-M con valores de DI de 0.03 u.a. El DI también describe las interacciones
en los enlaces dobles de la region Alquilo-M con valor de 1.77 u.a. que es cercano a 2

(valor correspondiente a un enlace doble).

El estudio de acoplamiento molecular ayuda a determinar aminoacidos importantes de
interaccion, siendo el sitio del Poro un probable blosillo de union en los canales de calcio
tipo T importante en los compuestos NMP y anandamida en interaccion con Cay3.2. Como
compuestos representativos de este sitio el conformero Uqgpen de anandamida, con su grupo
alquilo final (no polar) y etanolamida (polar) y el compuesto NMP-181, con el grupo
pentilo (no polar) y en el grupo amino (polar), permitio realizar una comparacion en el
bolsillo de union. Esta comparacion indico la presencia de una region hidrofobica
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constituida por los residuos V1251, V1254, M948, F949, V945, L946, 1331 y M330 donde
se localiza la parte no polar de ambas moléculas formando interacciones de tipo alquilo-
alquilo. Mientras que la parte polar de anandamida Uopen Y €l grupo amino NMP-181
interaccionan con los residuos S900 y T568, respectivamente, formando un enlace de

hidrégeno-carbono con estos amino&cidos.

Finalmente, la molécula genisteina interactia en un bolsillo de union en los canales de
calcio tipo T (Cav3.3) similar al encontrado en la literatura para el complejo Cay3.1-2944
de acuerdo a las simulaciones de dindmica molecular y los estudios electrofisiol6gicos
realizados para fundamentar dicha hipétesis. El estudio de interaccion de genisteina con
Cav3.3 ayudd a reforzar al sitio del Poro como un posible sitio de interaccion de los
compuestos NMP y anandamida con los canales de calcio tipo T, debido a que en todos

ellos se observa una preferencia por la fase de inactivacion del canal.
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ABSTRACT: Regulation of cellular excitability and oscillatory
behavior of resting membrane potential in nerve cells are largely
mediated by the low-voltage activated T-type calcium channels. This
calcium channel family is constituted by three isoforms, namely,
Cay3.1, Cay3.2, and Cay3.3, that are largely distributed in the nervous
system and other parts of the body. Dysfunction of T-type calcium
channels is associated with a wide range of pathophysiologies
including epilepsy, neuropathic pain, cardiac problems, and major
depressive disorders. Due to their pharmacological relevance, finding
molecular agents able to modulate the channel’s function may provide
therapeutic means to ameliorate their related disorders. Here we used
electrophysiological experiments to show that genistein, a canonical tyrosine kinase inhibitor, reduces the activity of the human
Cay3.3 channel in a concentration-dependent manner. The inhibitory effect of genistein is independent of tyrosine kinase
modulation and does not affect the voltage-dependent gating of the channel Subsequently, we used computational methods to
identify plausible molecular poses for the interaction of genistein and the Cay3.3 channel. Starting from different molecular poses, we
carried out all-atom molecular dynamics (MD) simulations to identify the interacting determinants for the Cay3.3/genistein
complex formation. Our extensive (microsecond-length) simulations suggest specific binding interactions that seem to stabilize the
protein/inhibitor complex. Purthermore, our results from the unbiased MD simulations are in good agreement with the recently
solved cryoelectron microscopy structure of the Cay3.1/Z944 complex in terms of both the location of the ligand binding site and
the role of several equivalent amino acid residues. Proposed interacting complex loci were subsequently tested and corroborated by
electrophysiological experiments using another naturally occurring isoflavone denvative, daidzein. Thus, by using a combination of in
vitro and in silico techniques, we have identified interacting determinants relevant to the Cay3.3/genistein complex formation and
propose that genistein directly blocks the function of the human Cay3.3 channel as a result of such interaction. Specifically, we
proposed that a combination of polar interactions involving the three hydroxyl groups of genistein and an aromatic interaction with
the fused rings are the main binding interactions in the complex formation. Our results pave the way for the rational development of
improved and novel low-voltage activated T-type calcium channel inhibitors.

KEYWORDS: T-type calcium channels, MD simulations, isoflavone derivative, channel blockers, LVA channels, channel inhibition

B INTRODUCTION depressive disorder (depression) was recently reported.” In

Neuronal calcium-dependent cellular processes occurring at or particular, Cay3.1 is involved in spinocerebellar ataxia, cerebellar
near resting membrane potential are largely modulated by the T-
type calcium channels.'” The low-voltage activated calcium
channel family includes three isoforms, namely, Ca3.1, Ca,3.2, failure, and neuropathic pain, and Cay3.3 is implicated in
and Cay3.3, which together regulate the cellular excitability and
oscillatory behavior of the resting membrane potential in nerve

atrophy, and epilepsy; Cay3.2 is linked to autism, epilepsy, heart

epilepsy and schizophrenia, ™™

cells* ™
Dysregulation of T-type channel function is related to Received:  October 22, 2020
different pathophysiologies, including thalamocortical dysrhyth- Accepted: January 19, 2021

mias associated with disorders such as epilepsy, neurological Puablighed:; ity 25,2001

problems, and neurogenic pain." Moreover, the low-voltage
activated calcium channels are implicated in neuropathic pain
and heart problems,”  and their participation in major
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Figure 1. The activity of Cay3.3 channelsis inhibited by genistein. (A) Representative traces of whole-cell Ca, 3.3 currents recorded in the absence (a),
in the presence (b), or after washout (c) of genistein (100 M), Currents were evoked by voltage steps from =90 to =10 mV at 0.1 Hz. (B) Time
course of the inhibitory effect of genistein on Cay3.3 currents. The peak current amplitude was plotted as a function of time, The application of
genistein is indicated by a horizontal bar. Same cell as in part A. (C) The dose~response relationship for the inhibition of Cay3.3 current by genistein.
The curve was constructed from the response of distinct cells exposed to different concentrations of genistein; just one concentration on each recorded
cell was added. Symbols represent mean + SEM of 4—6 cells. The solid line corresponds to the fit of the average data to the Hill equation (eq 3). The

values for 1Cy, and Hill coefficient were 21.8 M and 1.6, respectively.

In contrast to the high-voltage activated calcium channels
(Cayl and Ca2 families), where the proper function of the
channels requires the involvement of the main («; ) and auxiliary
(@:6, B, and 7) subunits, the current understanding of the Cay3
channels supports the role of solely the main subunit (i,
and ;). That is, even though the role of auxiliary subunits in the
function of the T-type channels under physiological conditions
is still unknown, the rr; subunit seems to be sufficient for the
proper function of these channels.” The «, subunit comprises
the prototypical four homologous domains (DI-DIV), each
including the voltage-sensing domain helices (namely, S1—84)
as well as the pore-forming helices (namely, S5—56). Each of the
voltage-sensing domains bears positively charged residues at
helix S4, while the extracellular loop connecting the two pore-
forming helices, S5 and $6, contains four acidic residues (EEDD
motif) that form the calcium selectivity filter (see Figure S§1).

Based on their physiological relevance, the T-type calcium
channels have been, for several years, considered attractive
pharmacological targets for the treatment of diverse neurological
disorders.” Nonetheless, progress has been hampered not only
by the lack of structural information (before November 2019)
but also by the high homology with other voltage-gated calcium
(and sodium) channels, particularly at the extracellular region,
which makes the development of specific pharmacologically
relevant blockers a challenging endeavor.' Another reason for
the slow progress in this regard is that the expression of the T-
type calcium channels is not restricted to the nervous system,
because they are also present in different types of cells including
endocrine, cardiovascular, immune, and spermatogenic cells.*’

Among the low-threshold calcium currents, those mediated
by Cay3.3 are unique, because they exhibit the largest
conductance, the slowest activation and inactivation kinetics,
the fastest deactivation, the fastest recovery from inactivation,
and, frequently, the most depokrized voltage-activation.'
Additionally, the Cay3.3 channel displays a more restricted
tissue distribution than the other two members of the Ca3
family, particularly at the central nervous system, including the
thalamic reticular nucleus, the lateral habenula, the cerebral
cortex, and the hippocampus." This characteristic distribution
may facilitate the targeting of specific signaling pathways where
Cay3.3 is involved, avoiding the disruption of other cellular and
physiological functions.’™

652

Due to the possible pharmacological relevance of generating
potential blockers of Cay 3.3, we have been investigating putative
ligands with different physicochemical properties for their
capacity to inhibit the channel’s function. Herein, we report that
the plant-derived natural product genistein, a well-known
tyrosine kinase inhibitor (TKI), reduces the activity of the
human Cay3.3 channel in a concentration-dependent manner.
This inhibitory effect of genistein is independent of tyrosine
kinase modulation and does not affect the voltage-dependent
gating of the channel. Genistein has also shown an inhibitory
effect on rodential Cay3.1 and Cay3.2 channels,'""* but in
contrast to our present results, no modulation was previously
reported on Cay3.3."

Our extensive computational studies proposed specific polar
interacting loci that were further experimentally corroborated,
using the inactive TKI analog daidzein. Thus, by using a
combination of in witro and in silico approaches, we have
identified particular interactions relevant to the Cay3.3/
genistein complex formation. Qur study delineates the main
complex molecular interactions and provides relevant informa-
tion for the other members of the T-type calcium channel family,
thus, paving the way for the rational design of selective Cay3

blockers.

B RESULTS AND DISCUSSION

Genistein Inhibits the Activity of the Human Ca,3.3
Channel. Tsoflavones are a class of flavonoids, plant-derived
natural products containing phenolic groups, present in legumes
and commonly named phytoestrogens because of their estrogen-
like activity. In the soybean plant, one of the major isoflavones is
genistein, a nonsteroidal phytoestrogen that exhibits diverse
therapeutic properties incuding anti-inflammatory, antioxida-
tive, and antineoplastic.' """ Genistein, a polyphenolic molecule
charactenized by the 3-phenylchromen-4-one backbone (two
benzene rings, A and B, connected by a heterocyclic pyran ring,
C), is mainly known by its activity as tyrosine kinase and
topoisomerase-Il inhibitor as well as an estrogen receptor
functional medulator."

While investigating the function of the Cay3.3 channels, we
found that administration of a saturating concentration of
genistein (100 #M) significantly inhibits the activity of the
human Cay3.3 channels expressed in HEK293 cells (762 +
5.7%,n =5, p < 0.05, paired Student’s t-test). Effects of genistein
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on murine Cay3.1 and Cay3.2 were reported previously, albeit
no inhibition on Cay3.3 was observed despite the high degree of
sequence similarity among all these channels.' Although our
contrasting results for the Cay3.3 channel might be attributed to
different organisms, that is, human versus mouse, the reasons for
this discrepancy are not evident due to the high homology
between both T-type channels.'

This inhibitory effect of genistein on human Cay3.3 channels
was observed all along with the genistein application and was
fully relieved after washout (Figure 1AB). Moreover, the
inhibitory effect of genistein on human Cay3.3 channels implied
a dose-dependent process (Figure 1C), where the correspond-
ing [Cyy and Hill coefficient values were 21.8 xM and 1.6,
respectively. Significant inhibition of the Cay3.3 channel by
genistein was observed from 10 #M and reached a maximal
effect value for concentrations >100 gM. Importantly, the
inhibitory effect of g was not affected by the previous
application (>15 min) of sodium orthovanadate (100 yM), a
known inhibitor of tyrosine phosphatases (Figure 52)." This
observation supports that inhibition of Cay3.3 by genistein is
independent of tyrosine kinase modulation. Furthermore, the
inhibitory effect of genistein on Cay3.3 channels did not modify
the normalized current—voltage (I-V), conductance—voltage
(G—V), or voltage-dependent steady-state inactivation relation-
ships (Figure S3 and Table S1). The V,;, values for the G—V
relationship in the absence and presence of genistein (25 uM, a
concentration close to the ICs, value ) were —43.5 +2.0mV (n =
6) and —44.2 + 3.6 mV (1 = 6), respectively (p > 0.05, paired
Student's t-test). Similar results were also observed when the
normalized voltage-dependent steady-state inactivation rela-
tionships were compared. The values of V|, for maximal steady-
state inactivation were —63.4 £ 2.0 mV (n = 6) and —66.5 + 6.0
mV (n = 6) before and after application of genistein, respectively
(p > 0.08, paired Student’s t-test).

Altogether, these data indicate that the robust concentration-
dependent inhibition of Ca,3.3 currents by genistein is
independent of tyrosine kinase modulation and does not
implicate any significant change in their voltage-dependent
gating properties. Moreover, our results suggest that the
inhibitory mechanism involves the direct interaction orblocking
of Cay3.3 channels by genistein, which has also been proposed
to explain the inhibitory effect of genistein on the spermatogenic
T-type currents'' and Cay3.1 channels.'""”

Homology Modeling of the Human Ca,3.3. To
investigate the binding determinants of the human Cay3.3
channel and genistein and due to the lack of availability of
experimental structural information for this protein, we
generated models of the channel by using the homology
modeling computational technique. Briefly, we utilized the
revised structure of the a; subunit of the rabbit Cay 1.1 channel
(Ca,L.1; 6BYO)."" Then, we obtained the primary sequence of
the @, subunits for the two proteins, human Cay3.3 (a,,) and
rabbit Cayl.1 (ag), from UniProt (with codes Q9P0X4 and
P07293, respectively). A sequence alignment was performed
using Blastp with subsequent manual corrections. The final
sequence alignment is presented in Figure S4. Then, we used
Modeler 9v10 to generate 100 structures of the Cay3.3 channel
based on the sequence alignment obtained previously and
selected a representative structure based on several consid-
erations, including Modeler's scoring function. The structure of
the human Cay3.3 (a,;), comprising residues F60 to A1744, is
depicted in Figure SIB.

653

Atomistic Molecular Dynamics Simulations of the Apo
Cay3.3 Channel. We performed unbiased simulations of the
apo Cay3.3 channel embedded in a hydrated POPC membrane
(see Methods and Figure S5A). Because we were more
interested in the transmembrane domain, we followed the
structural changes in this region. Based on the calculated RMSD
values, we estimated that, at around 70 ns, we obtained a
structurally equilibrated TM domain structure (see Figure SSB).
We selected a representative structure at this stage to carry out
docking calculations of genistein.

Molecular Docking Calculations of Genistein. To search
for possible binding sites of genistein in the Cay3.3 channel, we
carried out molecular docking calculations. We utilized
AutoDockVina to identify possible molecular poses (see
Methods).'” The overall docking results based on energetic
considerations indicated nine distinct possible molecular poses;
however, those located at the extracellular and intracellular loops
were not considered any further (see red ligands in Figure S6A).
From the remaining five poses, only the three poses located in
the pore-forming domains (PDs), close to the helical segment
perpendicular to the pore axis that connects the 54 and S5
helices, were further considered (see blue ligands in Figure
S6A). The first molecular pose is allocated at the interfacial
protein region formed by PDII and PDIIL The second is placed
at the protein—protein interface formed by PDIIl and PDIV, and
the third pose is located at the interfacial region formed by PDI
and PDIV (Figure S6A). Two of these three poses seem to agree
with available information for related channels. That s, the first
and second molecular poses are both in the vicinity of a triad of
hydrophobic residues in the S6-DITI, considered relevant in the
stabilization of the inactivated state and known as the TFV-
inactivation motif, first identified in the Cay2.1 channel (M947,
F1426, and V949) and subsequently found in the closely related
rat Cay3.1 channel (M1510, F1511, and V1512)."* On this
basis, the first two genistein poses, DII-DIIT and DIT-DIV, were
further refined using the Rosetta Ligand Docking Protocol."”
The pose located at the DII-DIII interface places the genistein
structure in a perpendicular orientation to the channel's pore
axis with the OH(4') hydroxyl group in ring B pointing outward
(Figure S6B). The pose in the DIII-DIV region presents the
genistein structure in a more parallel orientation to the channel's
pore axis with the OH(4') hydroxyl group in ring B pointing
toward the intracellular side (Figure S6C). These two selected
molecular poses were further investigated by unbiased molecular
dynamics (MD) simulations.

Interestingly, even though the observed acceleration of
current inactivation for Cay3.1"" and the hyperpolarization of
steady-state inactivation for spermatogenic T-type channels
(i.e, Cay3.1 and/or Cay3.2)"" induced by genistein suggest a
preferred binding to the inactivated state of Cay3 channels, our
present data do not support this statement for the Cay3.3
channels, as we did not see any change on the voltage-dependent
steady-state inactivation parameters (Table S1). These obser-
vations suggest subtle mechanistic differences associated with
the interaction of genistein with the distinct Cay3 channels that
should be further evaluated.

Unbiased Atomistic Molecular Dynamics Simulations
of the Complex Ca,3.3/Genistein and Molecular Binding
Insights. To have a detailed understanding of the protein
complex interactions, we carried out microsecond-length
molecular dynamics (MD) simulations starting from two
different binding poses for genistein, DII-DIII and DIII-DIV
(Figure S6B,C); for details about the simulation protocols, see
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Figure 2. Representative Ca,3.3/Genistein complex structure from the final stage of the MD simulations. (A) Lateral and (B) extracellular views of a
representative structure of the Cay 3.3/ genistein complex after the 1 ps length MD simulation (started from the pose located at the DII-DIII region ).
The structure of the human Cay3.3 channel consists of the segment F60-A1744. The domains are colored as DI in green, DIl in yellow, DI in gray,
and DIV in purple. Both the voltage-sensing domains (VSDs) and pore-forming domains (PDs) are indicated in part B.

the Methods section. Briefly, the human Cay3.3 channel (F60 to
A1744) was embedded in a hydrated lipid bilayer, and atomistic
unbiased MD simulations were carried out using the program
NAMD2.12 and with the CHARMMS36 and CgenFF force
fields.”"™*" The system with genistein in the DII-DIII binding
pose was simulated by 1000.0 ns, while the system with the DIII-
DIV was simulated by 500.0 ns (Figure 2 and Figure S7,
res])cctively). The total size of the simulated systems is around
200 000 atoms.

Molecular Details of the Cay3.3/Genistein(DII-DIlI)
Structure from the MD Simulations. Interaction of the
Genistein OH(4') Hydroxyl Group. Our simulations indicate
that this hydroxyl group establishes polar interactions mainly
with the side chain of §1419 in the S6-DIIT helix (Figure 3A).
Once stably formed (around 440 ns), the OH(4')-S1419
interaction is maintained for the rest of the simulation. Some
fluctuations for a short time are observed (930—970 ns) where
the hydroxyl group interacts with the backbone oxygen from
L818 in P2-DII located in the vicinity of S1419 (Figure 3B).
After this short period, the interaction with S1419 is formed
again and maintained for the rest of the trajectory. Additionally,
the presence of the positively charged amino side chain of K1379
strongly favors this particular molecular pose of genistein,
especially around the OH(4') hydroxyl and ring B moiety
(Figure 3AB). The OH(4')—-K1379 interaction is formed
around 440 ns and maintained for the rest of the simulation.
Time evolution plots of the distance between the oxygen atom

654

from the OH(4') hydroxyl group of genistein with the oxygen
atom from the S1419 side chain and with the nitrogen atom
from the K1379 side chain are shown in Figure 3B, which
indicate the stability and relevance of these two interacting polar
loci, $1419 and K1379, in the stabilization of the ligand binding
(Figure 3C).

Interaction of the Genistein OH(5) and OH(7) Hydroxyl
Groups. Qur results show that around the same time of the
OH(4')—S1419 and OH(4')—K1379 interactions (440 ns), the
OH(5) hydroxyl group in ring A formed a stable interaction with
the amide side chain of Q1718. Interestingly, previous to the
formation of this interaction, the OH(7) hydroxyl group, also
located in ring A, is placed in the vicinity of the L1721 backbone
from the S6-DIV helix. The presence of this group causes a
structural helical deformation; that is, by losing the helical
backbone hydrogen bond pattern between L1721 and V1725 (i
to i + 4 pattern), the amide side chain of residue Q1718 is
repositioned to form the aforementioned polar interactions with
the OH(S) hydroxyl group from genistein (Figure 3A,C).

Interaction of Genistein Aromatic Rings. The aromatic
character of genistein is reflected in three rings, denominated A,
B,and C, fom)ing its core structure (see Figure 3(5). Qur results
indicate that rings B, the ring bearing the OH(4') hydroxyl
group, established cation—7z interactions with the positively
charged amino side chain of K1379, located at DIIL During the
simulations, we observed that the interaction is often mediated
by a water bridge. The fused rings, A and C, interact with the side
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Figure 3. Structure of the binding site for the Cay3.3/Genistein complex. (A) From our extensive unbiased MD simulation, we identified specific polar
interactions (dashed red lines) involving the hydroxyl groups from genistein (blue) and residues mainly located at the $6-DIV (purple) and the $6-DIIT
(gray) helices. That is, we found a polar interaction involving the OH(4) hydroxyl group in ring B and the side chain of $1419 in the S6-DIIT helix. Also
relevant for this ligand moiety is the interaction between OH(4') and the positively charged side chain of K1379. Moreover, our results suggest a
cation—7 interaction between this side chain and the aromatic ring B that contributes to the stability of the genistein molecular pose. Additionally, 2
dual polarinteraction involving the OH(5) and OH(7) hydroxyl groups inring A emerged as one of the main driving forces for the complex formation.
The mteraction between the genistein OH(7) group and the backbone oxygenatom of L1721 induces a kinkin the S6-DIV helix that positions the side
chain of Q1718 in an adequate place to interact with the OH(5) group. Furthermore, an aromatic interaction between rings A and C from genistein and
the side chain of F1426, located at helix S6-DIII, stabilized the complex formation. (B) Plots of the time evolution of several atom—atom distances
associated with relevant interactions. We observed that, at around 440 ns, the main identified interactions are formed and maintained for the rest of the
microsecond-long simulation. (C) Scheme with the proposed binding site for the Ca 3.3/ genistein complex.

chain of F1426, located at helix S6-DIII, via 7—7 stacking
interactions, see Figure 3A,B.

Collectively, the interactions mediated by these four ligand
moieties (OH(S), OH(7), and OH(4') hydroxyl groups, and
aromatic rings ) seem to strongly stabilize the molecular pose of
genistein in the specific binding site of Ca,3.3.

Results of the Cay3.3/Genistein(DIII-DIV) Structure
from the MD Simulations. Even though the genistein starting
molecular poses in DII-DIII and DII-DIV are clearly distinct
(Figure S6), after one microsecond simulation time for the
former and half microsecond simulation time for the later, we
observed that the ligand position in the two trajectories
converged to the same binding pose in Cay3.3, which provide
confidence of the molecular mechanism already proposed for
genistein (Figure $7 and Figure 3). We traced the time evolution
of the same interactions identified in the DII-DIII simulation

655

(Figure 3), i.e, the interaction between the hydroxyl group
OH(4') and $1419 and K1379, the hydroxyl group OHS and
Q1718, and Ring A and the aromatic side chain of F1426. As
indicated in Figure §7, the interactions are also observed within
the 500 ns long trajectory.

Comparison with the Structures of Ca,3.1/Z944 and
Ca3.3/Genistein. While the simulations were running, the
structure of the closely related Cay3.1 was solved by aryo-
electron microscopy (cryo-EM) in complex with the Z944
antagunist.“ The Cay3.1/2944 structure offers a unique
opportunity to evaluate our results regarding the Cay3.3/
genistein complex. The structural comparison of the binding
sites shows not only that both ligands are positioned in
equivalent places blocking the pore but also that they share
similar interactions with equivalent residues (see Figure S8A).
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Figure 4. Inhibition of Cay3.3 channels by genistein versus daidzein. Representative traces of Cay3.3 inhibition currents by the administration of 50 M
of either genistein (A) or daidzein (B). Recordings were obtained from two different cells. Currents were evoked by voltage steps from =90 to =10 mV
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Interestingly, the aromatic residue F1509 in the Cay3.1
channel is part of the denominated intracellular gate, which
constitutes one of the two narrowest pore regions in the cryo-
EM structure;”” in the human Ca,3.3, the equivalent residue is
F1426. From our simulations, we observed a conformational
shift of the phenylalanine side chain so as to favor the
aforementioned 77—z stacking interactions with the fused rings
A and C from genistein; that is, the aromatic character of
genistein causes the repositioning of the side chain of F1426
coser to the pore axs, suggesting a further restriction of the
intracellular gate (see Figure S8A).

Moreover, from the main Cay3.3 residues participating in the
interaction with genistein, only one position is different in the
human Cay3.1; that is, residue S1419 in the S6-DIII helix
establishes polar side-chain interactions with the oxygen atom
from the OH(4’) hydroxyl group of genistein.

Interestingly, the equivalent position in the human Cay3.1
channel bears an alanine residue (A1502), which may prevent
any polar interaction of this isoform with genistein (see Figures
S8A and S7B). The nature of this particular position may be
exploited to tailor ligand selectivity toward a particular channel
subtype.

Comparison of the Inhibition of Genistein versus
Daidzein on the Human Ca,3.3 Activity. To test our
findings of the relevance of the hydroxyl groups from the ring A
in the binding of genistein to the Cay3.3 channel, we utilized
another naturally occurning isoflavone derivative, daidzein,
which shared all the chemical features of genistein except for
the absence of the OH(S) hydroxyl group. From our
computational results, we observed that this hydroxyl group
forms polar interactions with Q1718 and proposed that this is
important for the binding of genistein to the Cay3.3 channel.
Hence, we suggested that in the absence of this polar group, the
ligand (namely daidzein) should induce similar inhibitory effects
but to a lesser extent, Figure 4 shows that even though daidzein
was also able to inhibit the Cay3.3 current (19.9 & 1.7%, n= 10),
this effect was significantly smaller than the effect induced by
genistein (53.2 + 1.9%, n = 9, p < 0.05, unpaired Student’s -
test). No other significant differences between the inhibitory
action of genistein and daidzein were observed. These results
highlighted the functional relevance of the OH(S) group in the
inhibitory action of genistein on the Cay3.3 channels and
substantiate the findings from our MD simulations.

656

When comparing the structure of the Ca\3.1/7944 complex
with the results from the MD simulation of Cay3.3/genistein, we
observed that a specific interacting locus in the S6-DIIT helix that
drives the genistein binding (S1419) exhibits a difference in the
physicochemical character of its side chain relative to Cay3.1
(hydroxyl versus methyl groups; see Figure S8A,B). From this
observation, we speculate that genistein should interact with the
Cay3.1 channel via the same binding site, where the polar
interaction with the OH(S) and OH(7) hydroxyl groups and
aromatic interaction with the different rings should be conserved
(unpublished preliminary results are in good agreement with
this proposition). It remains to be confirmed the suggestion that
the affinity of genistein for Cay3.1, relative to Cay 3.3, is modified
by the absence of a polar side chain at position A1502. Our
present experimental data indicate an IC, value of 21.6 yM for
human Cay 3.3, whereas IC, values between 20 and 50 M have
been reported for murine Cay3.1 and Ca3.2 channels.'"'*

In summary, we report the concentration-dependent
inhibitory properties of genistein on the human Cay33
channels. Qur recording data support an inhibitory action of
genistein independent of tyrosine kinase modulation and
without affecting the voltage-dependent gating of the channels.
Furthermore, by using computational methods we proposed a
specific interacting binding mechanism between the human
Cay3.3 channel and genistein. Taken together, we propose the
detailed mechanistic binding determinants by which genistein
directly inhibits the human Cay3.3 channel function. In
particular, we propose the role of the hydroxyl groups present
in the ligand as well as that of the amino acid residues in the
human Cay3.3 channel as critical factors for the genistein/
Cay3.3 complex formation. Specifically, polar interactions are
established by the OH(S) group with the side chain of Q1718,
the OH(7), and the backbone of L1721 and between the
OH(4') group and the side chains of $1419 and K1379. Lastly,
aromatic interactions between the fused ring A and Care formed
with the side chain of F1426 (Figure 3).

Our study also identifies conformational differences regarding
the interaction of calcium channels and genistein. That is, both
Cay3.1 and Cay3.2 channels are suggested to bind genistein
preferentially to the inactivated state of the Cay3 channels.'"**
Nevertheless, our present data do not support such a statement
for the case of the Cay3.3 channels, because no change on the
voltage-dependent steady-state inactivation is observed (Table
§1). To which extent the observed ligand binding features are
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different among the Cay3 calcium channel family remains to be
further investigated, because slight differences in the channel-
blocker binding mode could provide important guidelines for
the design of isoform-specific inhibitory ligands. Thus, our
results not only provide a specific interacting molecular
inhibitory mechanism but also pave the way to develop new
ligand blockers with improved properties.

B CONCLUSIONS

The concentration-dependent capacity of the phytoestrogen
compound genistein to inhibit the function of the human Cay3.3
was unveiled by electrophysiological measurements. Interest-
ingly, by starting only from the primary sequence and using
computational methods, we were able to identify a particular
molecular pose that resembles that of the Cay3.1/7944 complex
which was obtamed by cryo-EM techniques (PDB accession
code 6KZP).”* Finally, we proposed the interacting determinant
driving the binding of genistein and the Ca,3.3 channel.

B METHODS

Cell Culture and Transfection. Human embryonic kidney { HEK)
293 cells (American Type Culture Collection) were maintained at 37
“C in a humidified air armosphere containing 5% CO,. The culture
medium contained 90% Dulbecco’s modified Eagle's Medium
(GIBCO-Invitrogen), 10% fetal bovine serum (GIBCO-Invitrogen),
100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin. Once a week, cells
of low passage number (<20) were replated at low density (~20—30%
coverage) on 35 mm culture dishes (BD Falcon) and transfected within
3—5 days using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) as described
previously.” The transfection mixture included expression plasmids
encoding Cay3.3 calcium channel « subunit (at 1.0 pg/dish) and the
enhanced green fluorescent protein (EGEP; 0.1 ug/dish). The day
following transfection, cells were trypsinized and replated onto 12 mm
round glass coverslips. Electrophysiological recordings were performed
24-36 h later. Successfully transfected cells (i.e, EGFP-positive) were
visually identified by their green fluorescence under ultraviolet (UV)
illumination. Exclusively isolated green cells were used for patch-clamp
recording,

Expression Plasmids. The «, subunit of human Ca,3.3 (ay;)
(GenBank Accession No. AF393329) was in pcDNA3.1 (Invitrogen)
and generously provided by Dr. J. C. Gomora. Jeliyfish enhanced green
flucrescent protein (US5763) was in pEGFP (Clontech) and
generously provided by Dr. B.A Adams.

Voltage-Clamp Recordings. Large-bore patch pipettes were
pulled from 100 gL borosilicate glass micropipettes (World Precision
Instruments) ona Sutter P97 puller (Sutter Instruments ) and filled with
anintracellular solution containing (in mM) 155 CsCl, 10Cs,-EGTA, 4
Mg-ATP, 0.32 Li-GTP, and 10 HEPES, with pH adjusted to 7.4 with
CsOH. Aliquots of pipet solution were stored at =70 “C, kept on ice
after thawing, and filtered at .22 grm immediately prior to use. Filled
pipetteshad dc resistances of 1.2—1.5 M€X The bath solution contained
(in mM) 170 NaCl, 10 CaCl,, 2 KCl, and 10 HEPES, with pH adjusted
to 7.4 with NaOH. After forming a G£2 seal in the cell-attached
configuration, residual pipet capacitance was compensated using the
negative capacitance compensation drcuit of the Axopatch-200B patch-
clamp amplifier (Molecular Dev1ces) No corrections were made for
liquid junction potentials. Ca*' currents were recorded in the whole-
cell, ruptured-patch mode. The steady holding potential in all the
experiments was =90 mV. Test depolarizations were delivered at 0.1
Hz Macroscopic Ca™ currents were filtered at $ kHz and sampled at 10
kHz using a Digidata 1200 analog-to-digital board (Molecular Devices)
installed in a personal computer. The pCLAMP software programs
Clampex and Clampfit (Molecular Devices, v.9.2) were used for data
acquisition and analysis, respectively. Figures, data fits, and statistical
Compal’isonﬁ were perfonned using d)e software ng‘l’ln\ Ol’lgiﬂ
(version 8.0, Microcal Software, Inc.). Cell capaditance (C,) was
determined by integration of a transient from =80 mV to =70 mV. The
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mean value of C, was 19.2 + 0.7 pF (rn = 105 cells), The time constant
for decay of the whole-cell capacity transient (r,,) was reduced as much
as possible using the analogic compensation circuit of the amplifier;
thus, the mean values of 7, and R, were 53.8 + 2.1 s and 3.0 + 0.1 M€,
respectively. After the electroruc compensation of 7, and R,, the mean
maximum voltage error was 2.9 + 0.3 mV. The Ca™ currents were
corrected for linear capacitance and leakage currents using —P/4
subtraction. All experiments were performed at room temperature
(20-23 “C). Conductance—voltage (G=V) relationships were
obtained from each cell by the chord conduct: method. N lized
G values were subsequently fit with the equation

G=1/(1 + expl—(V,,, — V)/k]) (1)

where G is the normalized conductance, V,; is the half-maximal
activation potential, and k is the slope factor. Normalized steady-state
inactivation relationships were constructed from currents evoked by a
100 ms test pulse to —20 mV just after 10 ms membrane repolarization
to holding potential at =90 mV, following a 2 s prepulse potential from
—100 to 0 mV. Normalized peak Ca’" currents were plotted as a
function of the prepulse voltage for each cell and fit with the equation

I=1/(1+ exp[v_ W,‘z]/k) (2)

where Vis the conditioning potential, V', , is the voltage at which half of
the channels are inactivated, and k is the slope factor. Dose—response
relationships were fit to the Hill equation

I,(% inhibition) = D/[1 4 ([genistein] /1C,)"] (3)

where D represents the maximal percent of current inhibition, 1C,is
the genistein concentration producing half-maximal of current
inhibition, and J is the Hill coefficient.

Reagents. Both genistein and daidzein (Sigma-Aldrich) were
dissolved in DMSO to make a 50 mM stock solution, aliquoted, and
stored at —20 °C. Genistein and daidzein stock solutions were diluted
with the extracellular solution immediately before recording to reach
their final concentration. The final concentration of DMSO was always
<0.4%, which did not affect the basal properties of the Ca3.3 channel
(data not shown). Sedium orthovanadate (Sigma-Aldrich) was diluted
in water to make a 100 mM stock solution, aliquoted, and stored at —20
“C before use.

Data Analysis. Electrophysiological results are reported as mean +
SEM. Means were compared using one-tailed paired or unpaired
Student’s t-test. Statistical significance was set at P < 0.05.

Structure of the Human Cay3.3 Channel. Models for the human
Cay3.3 calcium channel were generated by homology modeling using
the revised structure of the @, subunit of the rabbit Cay1.1 channel
(Ca,L.1; 6BYO). '® Birst, the amino add sequences for the template
(ay5) and target (a;) were obtained from Umprot with the accession
codes: P07293 and Q9POX4, respectively.  Next, the sequence
alignment between the ¢, subunits of Cay1.] and the Ca,3.3 was
generated by BLASTp, and manual adjustments were included
accordingly.” Based on the available structural information, we
decided to model all the residues from F60 to A1744 except for two
long intracellular loops; the first segment connects domains Land 11 (DI
and DII) and precedes the S1-DII helix while the second segment
connects the domains IT and 11T (DIT and DIIT) and precedes the S1-
DI helix (see Figure S1). Models of the human Cay3.3 caldum
chmuel were constructed by comparative modeling using Modeler
1077 A representative model was selected according to Modeler's
scoring function and was further considered (Figure SI1B,C).

Molecular Docking Calculations of Genistein in the Human
Ca,3.3 Channel. The molecular docking caleulations of the genistein
compound and (he human Cay3.3 and genistein were performed using
AutoDockVina.'” The structure of genistein was obtained from the
PubChem database (ID 5280961), while the structure of the human
Cay3.3 calcium channel was generated via comparative modeling, as
described 1n the previous section. During the calculations, a semirigid
docking protocol was petformed for the protein (Ca,3.3) and ligand
(genistein). The systems were prepared with Autodock tools, and
Gasteiger charges were assigned for genistein, The ligand —receptor
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predictions were made by blind docking with a grid dimension space
delimited by a 90 A X 110 A X 110 A box that endoses the entire
molecular system. AutoDockVina uses a genetic algorithm as a
searching method and estimates a binding free energy parameter
commonly used asa scoring function. Dunng the search, we considered
the default exhaustiveness values of 8." Resulting structures with the
lowest energies and different poses were clustered to have a diverse
output. Finally, selected positions (namely DII-DIIT and DITI-DIV)
were refined using the Rosetta Ligand Docking Protocol."”

Atomistic Molecular Dynamics Simulations of the Cay3.3/
Genistein Complex. The model of the human Cay3.3 calcium
channel in complex with genistein was embedded in a symmetric 1-
palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) lipid mem-
brane. The protein—membrane system was hydrated with TIP3D water
molecules, and sodium and chloride ions were included so as to obtain
an electrically neutral system with a salt concentration of 0.15 M. The
protonation states of the amino acids in the Ca\v3.3 channel were
selected as the most probable at neutral pH (pH = 7.0). The system,
comprising ~200 K atoms, was investigated by unbmud microsecond-
length MD simulations using the program NAMD2.12.*" The force
fields utilized for the protein and  genistein were the CHARMMA36 force
field with CMAP corrections” " and the cGenFF (CHARMM general
force field),” respectively. Langevin dynamics and the hybrid Nosé—
Hoover Langevin piston were used to mamtammg constant temper-
ature (310 K) and pressure (1 atm), respectively. " Electrostatics were
fully evaluated using PME techniques with grid spacing smallcrth:m 1.0
A in each dimension and a fourth-order interpolation.” The bond
lengths associated with hydrogen atoms were: constrained to their
equilibrium values using the SHAKE algorithm.”' The MD simulations
were performed using a 2.0 fs time <teg We have used similar setup
protocols in other membrane proteins.
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Tabla A5 Frecuencias tedricas IR (en cm™), intensidad (Int, en km mol?), frecuencia escalada (Freq esc, en
cm™) y PED (>10%) en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ para NMP-4 usando el factor de escala de 1.014 en
cloroformo. Se representa el modo vibracional stretching (v), el modo vibracional bending en el plano (B) y

el modo vibracional torsional (t).

Tabla A6 Frecuencias tedricas IR (en cm™), intensidad (Int, en km mol?), frecuencia escalada (Freq esc, en
cm™) y PED (>10%) en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ para NMP-7 usando el factor de escala de 1.014 en
cloroformo. Se representa el modo vibracional stretching (v), el modo vibracional bending en el plano (B) y

el modo vibracional torsional (t).
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plano (B) y el modo vibracional torsional (7).
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Tabla Al. Valores & (ppm) de RMN de *H experimentales y calculados en el método BP86 y las funciones

base TZV, cc-pVDZ, cc-pVTZ, aug-cc-pVDZ, aug-cc-pVTZ en cloroformo para los compuestos NMP.

Grupos Exp. [10,11] TZV cc-pvVDZ  cc-pVTZ  aug-cc-pVDZ  aug-cc-pVTZ cc-pvVQZ

Hring 6.86-8.07 6.49-7.70 6.55-7.85 6.98-8.18 7.02-8.27 7.08-8.24 7.06-8.21
Hchs-o 3.93 3.99-423 3.71-401 3.89-4.11 4.03-4.25 3.97-4.18 3.90-4.12
Hr-cha-n 4.22 4.10-420 3.99-409 4.24-4.37 4.30-4.46 4.24-451 4.30-4.40
NMP-4 Hg-cha-n 3.71 2.77-467 2.48-466 2.55-4.97 2.78-5.01 2.71-4.98 2.57-5.00
HR-cH-r ** 1.62-1.69 1.68-2.09 1.39-1.86 1.50-1.99 1.56-2.12 1.57-2.03 1.51-2.00
Hcha 1.35-1.85 1.52-1.99 1.32-1.60 1.40-1.76 1.45-1.81 1.44-1.88 1.40-1.79
Hers 0.88 1.08-1.27 091-1.13 0.94-1.21 0.98-1.31 0.91-1.22 0.94-1.20

R? 0.9816 0.9764 0.9740 0.9763 0.9769 0.9736
Hring 7.23-8.19 7.08-7.82 7.22-8.03 7.51-8.33 7.59-8.55 7.53-8.38 7.54-8.38

Hr-cha-n 4.25 4.23-4.24 4.15 4.42-4.43 4.51-4.54 4.44-453 4.47

NMP-7 Hr-chz-n 3.73 2.93-478 254-474  2.60-5.05 2.65-5.14 2.57-5.10 2.64-5.06
HR-cH2-r ** 1.61-1.67 1.80-2.13 1.48-191 1.60-2.07 1.72-2.24 1.66-2.16 1.60-2.06
Hcre 1.32-1.83 153-2.03 132-166 1.40-1.83 1.45-1.87 1.45-1.80 1.40-1.87
Hchs 0.85 1.05-1.25 0.90-1.13 0.94-1.22 1.00-1.38 0.96-1.32 0.92-1.20

R? 0.9850 0.9801 0.9769 0.9766 0.9749 0.9777
Hring 7.23-8.81 7.06-8.61 7.29-8.60  7.56-9.00 7.63-9.18 7.69-9.17 7.66-9.09
Hcha-o 4.48 439-467 4.01-452 415471 4.23-4.77 4.18-4.77 4.16-4.73
Hr-cron 4.21 421-424 4.13-414 4.42-443 4.49 4.48-451 4.47-4.49
NMP-181 Hcren 2.76 2.79-331 240-296 252-3.17 2.63-3.27 2.62-3.26 2.55-3.20
Hchan 2.36 2.00-2.92 167-261 1.73-2.83 1.84-2.97 1.76-2.92 1.75-2.85
Here 1.26-1.81 159-211 1.35-1.70 1.44-1.87 1.52-1.98 1.47-1.87 1.43-1.90
Hchs 0.84 1.05-1.24 0.89-1.13 0.93-1.21 0.99-1.35 0.99-1.28 0.92-1.20

R? 0.9951 0.9939 0.9928 0.9926 0.9920 0.9929

*cicloalcano ** ciclico
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Tabla A2 Valores § (ppm) de RMN de 3C experimentales y calculados en el método BP86 y las funciones
base TZV, cc-pVDZ, cc-pVTZ, aug-cc-pVDZ, aug-cc-pVTZ y cc-pVQZ en cloroformo para los compuestos

NMP.
Grupos Exp. [10,11] TZV cc-pvDZ cc-pvVTZ aug-cc-pvVDZ  aug-cc-pVTZ cc-pvQZ
Cc-0 1717 1773 165.1 1742 168.8 1721 177.7
Cc.ocHs 159.5 165.1 156.2 164.4 154.6 161.7 167.9
Ce=nr 141.3-142 4 143.9-1449  137.4-1383  143.8-1448 136.5-138.2 144.0-144.9 147.2-148.4
Cring 119-127 122.1-132.7  1153-126.6  121.0-131.0 113.4-124.2 118.9-129.3 123.9-134.3
Ceharing 93.6-121.4 99.5-129.4 93.3-122.8 96.9-128.3 91.3-119.7 95.1-126.3 99.5-131.3
NMP-4 Cechs-o 58.3 55.8 58.5 54.5 56.1 60.1
Cehac™* 24.9-28.6 30.7-31.7 29.5-30.4 29.4-31.1 25.3-28.4 22.2-32.5 30.7-31.8
Ceha-n™ 43.3-55.8 47.5-54.1 46.4-52.3 47.3-54.7 43.9-50.8 46.3-57.7 48.7-55.5
Coran 473 46.4 47.4 44.2 42.0 49.2
Ccha-c 22.6-29.5 29.5-36.0 29.5-35.2 29.4-34.9 27.8-30.8 29.3-30.8 30.2-36.3
Cchac 14.11 17.3 175 16.5 135 14.2 171
R? 0.9971 0.9977 0.9977 0.9967 0.9972 0.9975
Ceso 1715 175.7 164.0 1732 167.9 170.1 176.5
Ceonr 140.9-141.0 144.0-1441  136.8-137.2  143.0-1435 135.7-136.4 140.6-141.8 146.5-147.0
Cring 125.1-126.7 126.5-131.1  119.2-126.2  124.1-131.1 114.9-1234 121.4-132.6 127.6-133.9
Chizring 108.4-122.4 111.1-131.0  106.2-124.7  110.0-130.4 103.7-121.8 107.8-129.4 112.8-133.3
NMP-7 Cerzc 29.4 30.7-32.0 29.6-30.5 30.0-31.0 27.1-28.7 26.9-31.4 30.8-31.9
Ccha-n> 47.3-54.8 46.8-52.9 47.4-54.0 445-51.8 44.3-49.3 48.9-56.2
Ceha-n 43.2 47.3 46.5 48.1 44.9 46.9 493
Ccha-c 22.5-28.7 29.5-36.2 29.3-35.3 29.5-35.1 27.2-31.6 29.5-38.8 30.1-36.3
Cchac 14.0 174 175 16.6 135 133 17.0
R? 0.9983 0.9978 0.9799 0.9968 0.9957 0.9981
Ceso 167.5 1745 162.5 171.3 165.8 169.7 174.8
Ceenr 141.0-143.1 144.7-1455  137.6-1385  143.8-145.0 135.4-139.3 141.7-142.6 147.4-148.3
Cring 120.7-122.6 125.3-1285  120.0-121.3  123.6-126.5 117.6-119.2 123.5-126.4 127.0-130.2
Chizring 108.2-127.4 110.5-129.9  106.2-124.7  109.7-130.2 103.5-122.4 107.5-129.6 112.5-1334
NMP-181 Cerzo 58.1 68.4 67.0 69.0 64.5 66.9 711
Ceman 46.04 46.7-51.3 45.7-50.3 47.0-51.7 42.3-475 457-52.1 48.0-52.7
Ceron 43.3-62.9 47.3-62.4 46.6-61.3 48.5-62.8 45.3-58.4 47.9-61.6 49.5-64.2
Ccha-c 22.5-29.4 29.6-35.6 29.4-35.2 29.5-35.3 27.1-32.6 29.0-38.2 30.1-36.1
Ccrac 14.0 17.3 17.5 16.6 135 132 17.0
R? 0.9970 0.9974 0.9732 0.9958 0.9960 0.9971

*cicloalcano ** ciclico
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Tabla A3 Valores & (ppm) de RMN de *H experimentales y calculados con el método BP86 y las funciones
bases TZV, cc-pVDZ, cc-pVTZ, aug-cc-pVDZ, aug-cc-pVTZ y cc-pVQZ en cloroformo y DMSO para el

conférmero Eciosed de anandamida.

CHCls

Grupos  Exp.[64] Exp.[65] TZV cc-pvVDZ cc-pVTZ aug-cc-pvVDZ aug-cc-pVTZ cc-pvVQZ

Hown 4.70 5.13 5.19 6.20 6.15 6.56 6.51
Hcrz-o 3.72 345 3.94-3.95 3.66-3.82 3.77-3.88 3.87-4.02 3.77-3.98 3.78-3.86
Heran 3.42 3.10-340 3.15-3.72 2.84-3.49 3.10-3.67 3.23-3.81 3.15-3.66 3.14-3.71

Hun 5.95 7.80 5.59 5.55 6.13 6.25 6.40 6.29
Hen 5.35-5.4 5.35 5.48-5.90 5.24-5.67 5.42-5.90 5.53-6.05 5.50-6.10 5.46-5.93
Hcre 1.28-2.84 1.25-280 1.42-3.15 1.09-3.16 1.17-3.29 1.07-3.33 1.12-3.35 1.19-3.31
Hcrs 0.89 0.85 0.95-1.21 0.82-1.09 0.83-1.15 0.88-1.27 0.83-1.16 0.81-1.14

R? 0.9338 0.9293 0.9320 0.9350 0.9313 0.9302
Exp. [64] Exp. [65] DMSO

TZV cc-pvDZ cc-pvTZ aug-cc-pvVDZ aug-cc-pvVTZ cc-pvQZz

Hon 4.70 4.69 4.68 5.70 5.68 6.07 6.01
Hchao 3.72 3.45 3.97-4.02 3.71-3.81 3.82-3.89 3.91-4.04 3.81-4.01 3.84-3.87
Hcran 3.42 3.10-340 3.34-3.62 2.98-3.38 3.24-354 3.37-3.66 3.33-3.52 3.29-3.57

Hnw 5.95 7.80 5.74 5.64 6.23 6.31 6.48 6.40
Hew 5.35-5.4 5.35 5.49-5.90 5.24-5.67 5.42-5.91 5.54-6.06 5.50-6.11 5.46-5.95
Here 1.28-2.84 1.25-2.80 1.40-3.17 1.07-3.17 1.14-3.30 1.00-3.36 1.07-3.36 1.17-3.33
Hchs 0.89 0.85 0.94-1.19 0.81-1.08 0.82-1.14 0.87-1.27 0.83-1.15 0.80-1.12

R? 0.9403 0.9357 0.9440 0.9432 0.9440 0.9437

Tabla A4 Valores § (ppm) de RMN de *3C experimentales y calculados con el método BP86 y las funciones
base TZV, cc-pVDZ, cc-pVTZ, aug-cc-pVDZ, aug-cc-pVTZ y cc-pVQZ en cloroformo y DMSO para el
conférmero Eciosed de anandamida.

CHCIs
Grupos Exp. [64] Exp. [65] TZV cc-pvDZ cc-pVTZ aug-cc-pvVDZ aug-cc-pVTZ cc-pvQZ
Cc.on 62.5 60.81 70.46 67.09 7177 66.04 71.82 73.23
Cchan 424 42.25 51.59 50.84 52.21 48.57 50.81 53.67
Cc-0 174.2 172.00 181.26 167.90 178.22 172.64 177.52 182.36
Cchc 127.5-130.5 128.0-130.0 133.48-138.13 126.01-130.62 132.25-136.34 125.92-129.77 132.01-137.12 135.43-140.80
Ccha-c 22.5-35.9 22.85-35.66 30.03-43.15 29.55-41.01 29.81-41.80 27.72-38.34 29.49-38.82 30.43-42.87
Cchac 14.1 14.79 17.40 17.56 16.57 13.16 13.47 17.20
R? 0.9992 0.9991 0.9988 0.9983 0.9978 0.9989
DMSO
Grupos Exp. [64] Exp. [65] TZV cc-pvVDZ cc-pVTZ aug-cc-pvVDZ aug-cc-pVTZ cc-pvVQZ
Cc.on 62.5 60.81 70.40 66.96 71.61 65.90 71.81 73.07
Cchan 424 42.25 52.33 51.35 53.03 49.49 52.06 54.45
Cc-o 174.2 172.00 180.99 167.48 178.02 172.48 177.74 182.13
Cchc 127.5-130.5 128.0-130.0 133.60-138.52 126.01-130.83 132.31-136.80 126.00-130.02 131.98-136.85 135.53-141.13
Cchzc 22.5-35.9 22.85-35.66 30.18-43.06 29.56-40.82 29.84-41.62 27.65-38.03 29.21-38.45 30.47-42.75
Ccha-c 141 14.79 17.43 17.52 16.53 13.00 13.32 17.14
R? 0.9992 0.9990 0.9987 0.9983 0.9978 0.9988
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Tabla A5 Frecuencias tedricas IR (en cm™), intensidad (Int, en km mol™), frecuencia escalada (Freq esc, en
cm?) y PED (>10%) en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ para NMP-4 usando el factor de escala de 1.014 en
cloroformo. Se representa el modo vibracional stretching (v), el modo vibracional bending en el plano (B) y
el modo vibracional torsional ().

Freq Int F esc E;EII(?% ) Freq Int Fesc PED (>10%) Freq Int F esc PED (=10%)

3137.9 242 3181.8  vCH(96) 1559.6 8.30 1581.4  vCC(28) +BCCC(11) 13004  0.74 1318.6  THCCC(42)

31202 191 3163.9  VCH(98) 1552.7 1.80 1574.4  vCC(37) 1289.0  0.39 1307.1 BHCC(64) + THCCC(12)
3118.9  3.48 3162.6  vCH(98) 1476.2 1035  1496.8  vCC(20) +BHCC(11) 12812 0.25 1299.1 BHCC(44)

3103.9 1.8 3147.4  vCH(99) 1461.0  4.79 1481.4 BHCH(74) 1277.6 853 1295.5 BHCC(16)

3097.8  4.85 31412 VCH(97) 1460.2 2235  1480.7 BHCC(10) 1258.3  8.98 1275.9 BHCC(28)

30954  0.91 3138.7  vCH(99) 1455.1 7.09 1475.5 BHCH(29) 1256.9  5.17 1274.5 EI-TEIT((:%EZ)HH::CC(ES)CC(12)+
3063.1  6.07 3106.0  vCH(91) 1450.5 7.34 1470.8 BHCH(26) 12441  13.03 12615 BHCC(28) + THCCN(11)
3056.3 3.3 3099.1  vCH(98) 1449.5 2.77 1469.8 BHCH(36) 1235.6 7487 12529 BHCC(10) +BHCN(15)
30508  2.73 3093.5  VCH(97) 1445.9 1416  1466.2 BHCH(37) 12273 077 1244.5 THCCC(56)

3019.9 11.96 30621  vCH(99) 1444.6 1.73 1464.8 BHCH(77) + THCCC(15) 12255 1811 12427 BHCC(11)

3012.2 2223 30543  VCH(86) 1440.1 3.55 1460.2 BHCH(49) 1221.9 2954  1239.0  vOC(13)

30108  4.30 3052.9  VCH(77) 1439.2 2.88 1459.3 BHCH(34) 1208.7  21.05 12256 BHCN(12)

2997.4 2219  3039.3  vCH(91) 1435.3 5.59 1455.4 BHCH(67) 1193.8  2.04 1210.5

29964  9.84 3038.4  vCH(99) 1434.6 2.36 1454.6 BHCH(79) + THCOC(16) 1177.3 4686  1193.8 BHCC(10)

29947 1030  3036.6  VCH(100) 1432.4 1.06 1452.5 BHCH(62) 1157.2 2246 11734  BHCH(11)+ THCOC(38)
2990.4  16.84 30323  VCH(85) 1430.9 1.75 1450.9 BHCH(89) 1142.0  1.06 1158.0 BHCC(10)+ TCCCN(10)
2984.7  8.92 3026.5  VCH(76) 1429.1 0.18 1449.1 BHCH(87) 1138.8  0.48 1154.7 BHCN(12) +BHCC(17)
2970.1  3.80 3011.7  vCH(69) 1425.2 0.76 1445.1 BHCH(87) 1132.0 1391  1147.8  vCC(16) +BHCC(34)

2967.9 1855  3009.5  vCH(92) 1422.1 0.92 1442.0  vCC(15)+ BHCH(37) 1127.8 022 1143.5 BHCH(29) + THCOC(70)
2951.0 11.06  2992.3  vCH(88) 1416.1 8.46 1435.9 VCC(23)+ BHCH(10) 11201 2.18 1135.8  vCC(10) +BHCC(40)

2950.6  13.19  2991.9  VCH(99) 1394.6 éoo.o 1414.1 VNC(29)+BHCN(31) 1112.9 5623 11285 BHCC(27)

2949.7 933 2991.0  vCH(90) 1368.5 0.60 1387.7  vCC(11)+ BHCC(12) 1102.8 161 1118.2  VNC(15) +vCC(21)+BHCC(10)
20489  7.50 2990.2  VCH(84) 1361.1 0.85 1380.2 BHCH(85) 1099.5  0.61 1114.8 ‘T’ﬁf:(clc‘r’()z " +Beeciop
29464  0.61 2987.7  VCH(90) 1359.2 2224 13782 vCC(29) 1086.8 1527 11020  TtCCCN(10)

2939.3  9.79 2980.5  vCH(86) 1348.5 1018  1367.3 THCNC(12) 1049.0  0.23 1063.7  vCC(26)

29354 2478 29765  vCH(91) 1346.6 2.56 1365.4  THCNC(31) 10455  7.69 1060.1  VNC(19) +vOC(17)

29338  7.90 29749  VCH(84) 1342.8 1.04 1361.6 THCCC(52) 1039.6  0.35 1054.1  vCC(85)

29252 4.12 2966.1  VCH(89) 1332.8  49.68 13515 vNC(26) 1020.4  11.07 10347  vOC(30) +BHCC(15)

2904.8  21.25 29455  VvCH(96) 1330.4 2.04 1349.0 BHCC(10) + THCNC(23) 1009.0  6.28 1023.1 ‘T’S&g’l o) +CC(16)+
28925 1612 2933.0  vCH(97) 1328.6 3.11 1347.2 THCCC(24)+ THCCN(15) 1007.6  0.54 1021.7  vCC(75)

16124 5573 16350  vCC(50) 1325.3 0.45 1343.9 BHCC(33) + THCCC(32) 1000.7  2.66 1014.7 BCCC(23)

1600.8  88.20  1623.2  vOC(77) 1307.2 5.85 1325.5 E:CC’\C‘(C?Z‘PHHH cccar) * 9865 0.65 1000.3  vCC(63)

1585.6 7411  1607.8  vCC(33) 1306.5 0.09 1324.8  THCCN(10) 984.0 1171 997.8 BCCN(17)

(Continua en la siguiente pagina)
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(Continuacién)

NMP4
Freq Int F. esc PED (>10%) Freq Int :S‘C PED (>10%)
%23 39 975.7 BHCC(30)+ THCCC(10) 3447 041 349.6  ycCCC(22)
9369  1.29 950.0 THCNC(21) 3379 035 3427 BCCC(35)
9202  0.14 933.1 :sgccg((f:)) + o HCONRZ® 3053 241 3268 BONC(1l)
9140  3.90 926.8 voc(11) 3063 053  310.6
9065  0.03 919.2 THCCC(71)4TCCCC(18) 2829 032 2869 BCOC(11)
9055  0.32 918.1 vCe(32) 2730 010 2769  BCOC(12) +BCNC(26)
8925  5.12 905.0 THCeC(62) 2610 030 264.6
8783 031 890.6 vCC(32) + THCCC(22) 2490 0.60 2525 TCCNC(12)
8731  0.61 885.3 THCCC(14) 2417 003 2451  tHCCC(77)
8395  3.37 851.2 2359 003 2392 THCOC(14)
8326  5.81 844.2 THeeo(21) 2142 076 217.2  TCCCN(17)+yOCCC(12)
8197 047 831.2 2053 034 2081 BOCC(20)+BCOC(10)
8046 1174 8159 THCCC(26)+THCCN(10) 1918 041 1945 BCNC(11)
8031 474 814.4 THCCC(26) 1706 017 1729  yCcCCo(12)
7958  3.54 807.0 THCCC(17)4THCCN(35) 1391 005 1410 tCCCN(16)+TCCCC(37)
7895  0.69 800.5 WNC(12) +THCCC(17) 1342 031 1361  BCCC(30)
7800  3.92 791.0 THCCC(41) 1251 007 1268  BNCC(11)+ tCCCC(11) + TCNCC(14)
7529 081 763.4 TCCCC(11)+ yONCC(13) 1067 059  108.2
7492 173 759.7 9.9 058 982  TCCCC(11) +TCOCC(21)
7384 175 748.7 953 009 967  tCCCC(64)
7288 119 739.0 THCeo(11) 71.0 160 720  TtCOCC(21)+yCCON(23)
7229 112 733.0 VCC(10) +BCCC(15) 648 001 657
7137 128 723.6 BHCC(11) +THCCC(46) 640 004 649 ;(?Cr)\lgg((foz)iCCNC(13)+tCCCN(49)+tCCCC(26)
7050  3.43 714.9 VONCC(23) 502 008 509  yCCCN(26)+yCCCC(17)
6749 139 684.3 WNC(14) 442 010 448  BCCC(22)+yCCCN(28)
6360 116 644.9 311 040 315  TNCCC(34)
6240  3.20 632.7 THCCC(19)+ yOCCC(28) 214 029 217
609.8  1.12 618.3 155 006 15.7
6066  3.56 615.1 BOCC(11) + BCCN(10)
5770 1269  585.0 BOCC(13)
5530  0.52 560.8 BCCC(11) + BCCN(14)
5277 140 535.1 BNCC(10)
4962 039 503.2 BCOC(17)
4767 238 4833 BoCC(12)
4566 041 462.0 BCCN(11)
4434 031 449.7 BCCN(26) +TCCCC(15)
4342 132 440.2 TCCCC(15)
THCCC(11)+
4269 128 432.9 vCNCC((Zl))
3936  0.63 399.1 BCNC(14)
3855  2.30 390.9
3678 150 373.0 wCCCC(11)
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Tabla A6 Frecuencias tedricas IR (en cm™), intensidad (Int, en km mol?), frecuencia escalada (Freq esc, en
cm?) y PED (>10%) en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ para NMP-7 usando el factor de escala de 1.014 en
cloroformo. Se representa el modo vibracional stretching (v), el modo vibracional bending en el plano (B) y

el modo vibracional torsional ().

Freq Int F esc ?EEII(?O %) Freq Int F esc PED (>10%) Freq Int Fesc PED (=10%)

31218 371 3165.5  VvCH(99) 1472.2 8.84 1492.8  vCC(13) + BHCC(21) 12542 411 1271.8 E:CCS&SSBHCC(N)
31187 741 31623 VCH(93) 1460.6 14.93 1481.0  vCC(15) 1243.0 2135  1260.4 BHCC(25) + THCCN(15)
31105 881 3154.0  VCH(98) 1458.6  6.39 1479.0 BHCH(73) 12347 6411  1252.0 BHCN(13)

31073 0.94 3150.8  VvCH(100) 1452.9 8.98 1473.2 BHCH(27) 12281  3.66 1245.3 THCCC(20)

3099.2 241 3142.6  VCH(98) 1451.0  6.22 1471.3 BHCH(50) 1226.8  10.57  1244.0

3096.5  2.18 3139.8  VCH(98) 1446.5 5.82 1466.7 BHCH(13) 12151 1.23 1232.1

3091.6  0.13 31349 VCH(96) 1444.5 2.25 1464.8 BHCH(75) + THCCC(14) 1202.2  21.07  1219.0 BHCN(10)

3061.2 332 31040  VvCH(98) 1439.8  2.26 1460.0 BHCH(42) 1188.3  11.01  1204.9 BHCC(30)

30522  2.81 3094.9  VCH(97) 14386  2.14 1458.7 BHCH(46) 11455 247 1161.5 BHCC(47)

30205  12.50 3062.8  VCH(99) 1437.6  3.81 1457.8 BHCH(62) 1139.0  0.22 1155.0 BHCC(15)

3013.5 25.38 3055.7  VCH(93) 14307 0.22 1450.8 BHCH(71) 11361 0.79 1152.0

30127  2.68 3054.9  VCH(76) 1429.2 2.50 1449.2 BHCH(91) 11351  4.89 1151.0  vCC(12)+BHCC(28)
2997.3  23.28 3039.3  VCH(83) 1426.4  0.05 1446.3 BHCH(90) 11233 1609  1139.1 BHCC(20)

29945  10.74 3036.4  VvCH(90) 14233 1.19 1443.2 BHCH(81) 11115 4.94 1127.1  vCC(21)+BHCC(13)
2990.1  17.43 3032.0  VCH(95) 1421.7 1.24 14416  vCC(32) 1100.6  1.62 1116.0  VNC(17)+ THCCC(11)
2987.1  7.63 3028.9  VCH(71) 1396.9 98.81 1416.5  VNC(29)+BHCN(32) 1099.3  0.74 1114.6  vCC(14) + THCCC(24)
29711 525 3012.7  VCH(70) 1377.7 1.62 1397.0 BHCC(11) 1085.0  16.00  1100.2 TCCCN(10)

2970.0  19.92 3011.5  VvCH(90) 1360.1 0.76 1379.1 BHCH(83) 10484  0.25 1063.1  vCC(27)

2951.6  5.70 2992.9  VCH(84) 1357.1 2.28 1376.1  vCC(32) 10458  1.65 1060.4  VNC(19)

2951.5  10.61 2992.8  VCH(90) 1350.8  0.79 1369.7 BHCH(12)+ THCNC(27) 1037.2  0.20 1051.7  vCC(86)

29512 1527 29925  VCH(96) 13447  5.40 1363.6  THCNC(36) 1016.6  3.39 1030.9  vCC(22)+BHCC(24)
2947.7  10.72 2989.0  VCH(88) 13434 031 1362.2  THCCC(50) 1006.9  7.15 1021.0 ‘T’ggélc?l‘;‘;ccm)*
2947.6 0.8 2988.9  VCH(91) 1331.3 37.90 1349.9  VNC(26) 1006.2  0.63 10203 vCC(80)

2939.8  10.99 2980.9  VCH(86) 1329.0 1.02 1347.6 BHCC(14)+ THCCN(30) 1003.2 115 1017.3  vCC(14)+BCCC(29)
29341 778 2975.2  VCH(84) 1328.2 0.41 1346.8  THCCC(29)+THCNC(10) 987.1 0.90 1001.0  vCC(64)

2925.8  3.87 2966.8  VCH(89) 1321.9 3.58 1340.4 BHCC(39) 984.6 1072 9983 BCCN(16)

2906.6  22.11 2947.3  VCH(96) 1319.5 17.00 1337.9 BHCC(12) 956.2 0.02 969.6 BHCC(33)+THCCC(11)
2895.0  16.44 2935.6  VCH(96) 1305.1 0.07 1323.4 Liccmfﬁ})”"'ccc(27)” 943.7 0.01 956.9 THCCC(75)

1607.0  17.17 1629.5  vCC(33) 1300.5 1.09 1318.7 THCCC(26) 935.3 149 9484 BHCC(14)

1597.2  100.00  1619.5  vOC(75) 12904  2.00 1308.5 BHCC(35) 925.6 036 9385 THCCC(52)+THCCN(37)
1581.9  30.23 1604.1  vCC(55) 1288.1 0.29 1306.1 BHCC(44)+ THCCC(20) 909.1 027 9219 THCCC(87)

1562.8  0.25 1584.7  vCC(45) 1280.9 7.93 1298.8 BHCC(27) 904.8 0.92 917.5 VNC(10)+vCC(30)
1551.4  5.00 1573.1 ‘éi(é(é’a)l) T 12602 457 1277.8 BHCC(29) 892.6 509  905.1 THCCC(61)
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8783 036  890.6  vCC(34)+ THCCC(23) 2373 005 2406 THCCC(70)

8737 120 8859 1979 056  200.6 TCCCN(13)

8669 020  879.0 1782 012  180.6 TCCCC(19)

836.4 405 8481  vCC(17)+BHCC(11)+ THCCC(25) 1420 060 1440

8289 004 8405  THCCC(80) 1330 005 1349 TCCCN(19)+ TCCCC(37)
8221 092 8336  vCC(14) 1294 012 1312 BCCC(27) +TCCCC(11)
808.6 140 8199 1162 007  117.9 BCCC(11) +TCNCC(14)
8023 820 8135  THCCC(16)+THCCN(36) 1096 041 1112 VCNCC(11)+ yNCCC(20)
7935 350 8046 922 001 935 TCCCC(68)

787.9 037 7989  YNC(17)+THCCN(15) 720 108  73.0 TNCCC(13)+ TCCNC(34)
7655 218 7762  TCCCC(1OJ+TCCNC(11) +TCNCC(15) 555 018 563 iiggg(cl(ig)ﬂmcqﬁ) +yCCEN(12)
7461 613 756.6  tCCCC(14)+yONCC(14) 463 020 469 E:‘CCNC&?;Z; BCCC(20) + TNCCC(16)
7339 014 7442  THCCC(29) 345 022 350

7290 497 7392  THCCC(27)+yONCC(10) 31.0 009 315

7230 439 7331 218 020 221 TCCNC(36) +TCCCN(16)
711.4 10.87 7213 yONCC(27) 194 011 197 wggﬁggo)) +TCCNC(16)+ TCCCN(12)+
7088 226 7187  BHCC(11)+THCCC(52)

680.1 154  689.6  VNC(18)

6299 422 6387 BOCC(11)

6180 054 6266  BCCC(27)

6013  0.65  609.7  BCCC(11)

5949 300  603.2  BCCC(10)

5639 083 5718  TCNCC(23)

5516 357 5593

519.8 243 5271 PBNCC(10)

477.7 077 4844  BCCC(12)

460.6 259  467.1  VNC(10}+BCCC(12)+ BCNC(10)

4489 143 4552  BCCC(27)+BCCN(14)

4412 023 4474  yCCCC(17)+yCNCC(16)+yNCCC(11)

4328 018 4389

4200 192 4259  TCCCC(20) +yCCCC(23)

3957 091 4012  THCNC(26)

3729 062 3782  BCNC(11) +1CCCN(10)

3433 134 3481  BOCC(12) +BCCC(35)

3254 299 3300  BCNC(19) +BCCC(10)

303.0 015 3072

2991 015 3033  BCNC(21)

2889 038 2929  yNCCC(11)

2737 100 2776  BCCC(10)

2512 015 2547  yCCCN(18)

2420 023 2454  BCCC(10) +BCNC(10)
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Tabla A7 Frecuencias tedricas IR (en cm™), intensidad (Int, en km mol™), frecuencia escalada (Freq esc, en
cm?) y PED (>10%) en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ para NMP-181 usando el factor de escala de 1.014
en cloroformo. Se representa el modo vibracional stretching (v), el modo vibracional bending en el plano (B)
y el modo vibracional torsional (z).

Freq Int F esc E>EII3"/ ) Freq Int eFSI’;q PED (>10%) Freq Int F esc PED (>10%)
= ()
3127.0 0.41 3170.8 vCH(99) 1462.1 0.74 1482.6 BHCH(56) 1227.5 13.71 1244.6 THCCC(26)
3125.9 1.73 3169.7 VCH(92) 1460.8 3.37 1481.3 BHCH(76) 1223.3 7.22 1240.4 BHCO(17) +BHCC(12)
vCC(11)
3119.9 491 3163.6 VCH(93) 1459.1 18.72 1479.5 +BHCH(12) 1216.2 29.05 1233.2 BHCC(17)
3112.0 6.25 3155.5 vCH(99) 1453.5 2.94 1473.8 BHCH(71) 1190.5 80.04 1207.1 vOC(11)+vCC(12)+BCCC(12)
3110.2 1.13 3153.7 vCH(99) 1453.0 2.05 1473.4 BHCH(51) 1188.7 5.29 1205.4 BHCC(20)
3100.8 1.52 3144.3 VCH(99) 14481  4.05 1468.4  BHCH(15) 11701 3.10 1186.5  BHCO(35)+THCNC(11)
HCH(77
3093.2 0.06 3136.5 VCH(95) 1445.0 1.56 1465.3 EHCCC((lz; 1142.3 0.20 1158.3 BHCC(65)
3036.8 6.81 3079.3 vCH(94) 1444.4 0.73 1464.6 BHCH(68) 1136.6 331 1152.5 THCNC(39)
3028.6 8.98 3071.0 vCH(96) 1440.4 1.89 1460.5 BHCH(42) 1132.6 3.90 1148.4 BHCC(15)
3024.9 5.18 3067.2 vCH(84) 1440.0 1.55 1460.2 BHCH(49) 1118.9 27.43 1134.6 BHCC(41)
3020.6 9.39 3062.9 vCH(99) 1434.8 1.03 1454.9 BHCH(60) 1109.1 8.24 1124.6 vCC(10) +BHCC(25)
3013.4 12.14 3055.6 VCH(75) 1433.2 0.37 1453.3 BHCH(65) 1099.1 0.16 1114.5 vee(1a) +Beec(10)+
THCCC(24)
3012.0 8.41 3054.2 vCH(85) 1428.7 0.04 1448.7 BHCH(78) 1077.4 19.26 1092.5
2994.2 7.19 3036.1 vCH(92) 1425.9 1.44 1445.9 BHCH(28) 1073.5 47.18 1088.5 vOC(24)
vCC(15) +BHCN(12)
2987.5 4.79 3029.3 vCH(86) 1425.7 2.74 1445.6 BHCH(24) 1065.7 21.93 1080.6 +THCNC(10)
2986.1 6.40 3027.9 VCH(73) 1412.7 0.23 1432.5 BHCH(65) 1049.7 1.12 1064.4 VCC(25) +BHCN(11)
2983.6 8.32 3025.4 VCH(97) 1385.1 1.13 1404.5 BHCH(80) 1045.3 5.46 1060.0 VNC(19) +BCCC(10)
2977.0 4.95 3018.7 vCH(97) 1381.8 5.87 1401.1 1039.7 0.42 1054.2 vCC(84)
THCOC(26)
2970.8 4.29 3012.3 VCH(66) 1369.7 10.42 1388.9 +THCNC(24) 1021.6 2.25 1035.9 VvNC(21) +THCNC(24)
2969.9 13.50 3011.4 vCH(92) 1362.6 1.70 1381.7 vCC(24) 1014.6 3.43 1028.8 vCC(21) +BHCC(26)
2950.7 10.96 2992.0 vCH(81) 1360.5 0.31 1379.6 BHCH(87) 1014.2 8.36 1028.4 VNC(55) +THCNC(14)
BHCH(13)+
2950.7 4.7 2992. H 1350. 2.7 1369. 1006.7 .4 1020.
950 9 992.0 VvCH(95) 350.6 3 369.5 THCNC(30) 006 0.45 020.8 vCC(83)
2946.3 0.60 2987.5 vCH(94) 1341.8 0.30 1360.6 THCCC(55) 1001.3 1.65 1015.4 vCC(26) +BCCC(33)
2939.9 7.52 2981.0 vCH(87) 13334 34.37 1352.1 \[;':IE(C:L(?Z) * 987.7 0.70 1001.5 vCC(63)
2924.7 3.29 2965.6 vCH(90) 1317.8 13.39 1336.2 VvNC(10) 959.5 10.34 972.9 vOC(51)
TtHCOC(24)
2836.9 49.51 2876.6 vCH(98) 1310.5 7.55 1328.8 +THCNC(29) 957.0 2.81 970.3 vOC(12)+BHCC(26)
THCNC(13)
2829.1 10.4 2868.7 H 1298.7 . 1316. 46.4 .01 . H 7
829 0.49 868 vCH(98) 98 0.99 316.9 +THCCC(42) 946 0.0 959.6 THCCC(76)
2826.7 11.66 2866.3 VCH(94) 1288.3 3.21 1306.3 BHCC(30) 9433 0.05 956.5 THCCN(32) +THCCC(57)
1668.8 100.00 1692.1 vOC(85) 1287.6 4.63 1305.7 BHCC(54) 910.7 0.21 923.4 THCCC(81)
1606.9 14.75 1629.4 vCC(39) 1280.7 12.75 1298.6 BHCC(31) 892.0 1.81 904.5 THCCC(84)
1582.0 36.67 1604.1 vCC(39) 1271.4 1.75 1289.2 BHCO(16)+ 880.1 1.04 892.4 vCC(12)
BHCN(50)
1564.7 0.55 1586.6 vCC(43) 1258.4 5.10 1276.0 BHCC(32) 875.3 0.11 887.6 vCC(13)
VvNC(15) +
1553.4 2.33 1575.2 vCC(19) 1246.3 4.43 1263.7 THCNC(31) 864.5 2.08 876.6
1473.9 10.41 1494.5 vCC(13) 1229.4 31.97 1246.6 THCCC(13) 830.0 0.02 841.6 THCCC(83)
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Freq Int Freq esc PED (>10%) Freq Int F esc PED (>10%)

827.7 462 839.3 WNC(63) 1301 0.8 1319  BCCC(14)+TCCCC(10)

810.6 2.86 822.0 THCCN(50) +THCCC(16)+y0OCOC(11) 1203 006 1220 PBCCC(13)+TCNCC(11)

806.7 1.70 818.0 THCeC(11) 1154 017 117.0  TCCNC(12)+TOCCC(10)}+TCNCC(10)+yNCCC(14)
782.6 0.09 793.5 THCOC(41) +THCNC(36) 1025 009 1040  tCNCC(22)+1COCC(11)

769.2 2.62 779.9 BOCO(23) 860 001 872  TCCCC(78)

764.2 2.34 774.9 TCCNC(17)+yCNCC(13)+yCCCC(14) 709 005 718  TCCON(11}+TCCCC(21)+TCNCC(10)+yCCCC(17)
750.0 6.27 760.5 TCCCC(35) +y0COC(23) 545 030 553  TOCCC(44)+1CCOC(25)

735.3 0.07 745.6 THCCo(31) 496 001 503  TCCNC(15)}+TCCCN(46)+TCCCC(21)
731.8 1.65 742.0 THCCC(32) +y0COC(19) 364 008 369  BOCC(19)+BCCC(15)+BCCO(16)+BCOC(20)
725.4 237 735.6 VCC(12)+ BCCC(13) 347 001 352  TNCCO(20)+yCCCN(40)

713.6 12.52 723.6 THCCC(21) + TCCNC(11)+y0COC(18) 256 002 260  TCNCC(17)+TNCCO(32)+tCOCC(15)
7113 141 7213 BHCC(11)+THCCC(51) 137 007 139 zgcccc’ggginccoq13)+rCCNC(31)+
644.4 2.63 653.4 BCCN(15)+BOCO(11)+BCNC(10) 9.6 007 97  TOCCC(201+TCCOC(18)+yCCCN(17)
620.5 1.15 629.2 BCCN(10)+BCCC(14)

599.4 1.42 607.8 BCCN(10)+BCCC(15)+ BCNC(10)

576.2 0.07 584.3 TCCCN(13)4TCCCC(27)

5715 131 579.5 TCNCC(14)

557.2 1.83 565.0 TCCNC(10)+ TCNCC(17)

513.7 033 520.9 BOCC(22)+BNCC(14)

464.8 1.12 4713 VNC(11) +vCC(10)+BCCC(14)

451.9 1.16 458.2 BCCN(18)+BCCC(34)

436.1 0.02 442.2 TCCCC(12) +YCNCC(27)+yCCCC(18)+yNCCC(18)

434.8 1.87 440.8 BCNC(37)+BCCO(11)+ yCCCN(18)

4218 1.12 427.7 BOCC(11)+BCNC(32)

4175 135 4233 TCCCC(21) +YCNCC(10)+yCCCC(29)

369.9 1.86 375.1 BCNC(44)

356.9 0.12 361.9 BCCC(23)+ TCCCC(11)+yCCCC(10)

339.9 0.17 344.7 BCcc(1l)

316.1 035 320.5 BCCC(21)+ TCCON(10)

304.6 171 308.8

293.2 0.57 297.3 TCCCC(14)

2735 0.96 277.3 BCNC(20) +THCNC(11)+yCCCN(10)

254.6 0.23 258.2 BNCC(11)+BCNC(14)}+THCNC(12)

241.0 0.02 2844 THCCC(82)

237.1 0.63 240.4

235.5 0.17 2388 THCNC(61)

2245 0.16 276 BCoc(11)

198.8 0.13 2015 TCCCC(11) +TCOCC(13)

159.3 0.05 1615 BNCC(10)+ tCCCC(11)

144.7 0.27 146.7 TNCCO(14)4TCOCC(39)

133.9 0.07 135.8 BCCC(10)+ TCCCN(12) + TCCCC(21)
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Tabla A8 Frecuencias tedricas IR (en cm™), intensidad (Int, en km mol?), frecuencia escalada (Freq esc, en
cm?) y PED (>10%) en el nivel de teoria BP86/cc-pVTZ para anandamida usando el factor de escala de
1.014 en cloroformo. Se representa el modo vibracional stretching (v), el modo vibracional bending en el

plano (B) y el modo vibracional torsional (7).

Freq Int F esc ?EEII(?O %) Freq Int F esc PED (>10%) Freq Int F esc PED (>10%)

3535.8  5.20 3585.3 VNH(100)  2921.2 1.36 2962.1 VCH(86) 1311.4 3.3 1329.7 E:é:é:’g:tizmccc(llh
3299.1  100.00  3345.2 VOH(99) 29206  2.67 2961.4 VCH(85) 1286.1  0.07 1304.1 BHCC(60)+THCCC(13)
3062.5  4.97 3105.4 VCH(87) 2879.4  12.68 2919.7 VCH(96) 1282.7  0.03 1300.7 BHCC(46)+THCCC(16)
3061.5 6.93 3104.4 VCH(86) 1663.7  0.01 1686.9 vCC(71) 12819  0.25 1299.9 BHCC(34)+THCCC(23)
3059.1  6.36 3101.9 VCH(97) 1658.0  0.63 1681.2 vCC(60) 1276.6  0.04 1294.4  BHCC(11)+THCCC(29)
3056.4  6.80 3099.2 VCH(98) 1647.2 1.13 1670.2 vCC(73) 1264.4  2.88 1282.1 BHCC(34)+THCNC(13)
3039.4  0.69 3082.0 VCH(97) 16359  0.25 1658.8 vCC(62) 1263.3  0.08 1281.0  THCCC(39)

30386  1.03 3081.1 VCH(97) 16251  36.01 1647.9 vOC(73) 1259.2  0.32 1276.8 BHCC(32)

30341 213 3076.6 VCH(97) 1496.3  34.10 1517.3 VNC(27)+BHNC(48) 12578  0.80 1275.4  BHCC(10)

3029.8 270 3072.2 VCH(97) 1463.5 18.02 1484.0 BHOC(81)+ BHCO(10) 1256.2  0.06 1273.8 BHCC(10)

3027.9 336 3070.3 VCH(99) 1457.6 1.41 1478.0 BHCH(82) 12542 0.92 1271.7 BHCC(10)

3017.0  7.27 3059.3 VCH(99) 14493  2.07 1469.5 BHCH(85) 12465  0.10 1263.9  THCCC(19)

30114 7.40 3053.5 VCH(82) 1447.8  0.16 1468.1 BHCH(60) 12436  0.15 1261.0  BHCC(26)+THCCC(12)
3010.1 1064  3052.2 VCH(92) 1447.7  0.57 1468.0 BHCH(74)+ THCCN(10) 1242.8  0.89 1260.2 BHCC(11)+THCCC(33)
2989.7  0.07 3031.5 VCH(81) 1443.0 1.09 1463.2 BHCH(77)+ THCCC(14) 12412 0.02 1258.5 BHCC(35)

2989.6  9.54 3031.4 VCH(84) 14365  0.06 1456.6 BHCH(60) 12278 4.10 12450  THCCC(10)

29849 179 3026.7 VCH(76) 1430.8  0.20 1450.8 BHCH(61) 1214.9 1.32 1231.9 BHCO(31)+THCCN(39)
2984.0  2.66 3025.8 VCH(71) 1427.7  0.88 1447.7 BHCH(48) 1212.4 042 1229.3  THCCC(45)

29823 373 3024.0 VCH(73) 14252 0.4 1445.2 BHCH(79) 12021 0.58 1218.9 BHCC(30)

2977.8  2.03 3019.5 VCH(81) 14213 076 1441.2 BHCH(77) 11989  4.70 12157  VNC(10)+ THCCN(12)
2973.7  6.90 3015.4 VCH(89) 1414.6 1.59 1434.4 BHCH(63) 1190.1  0.02 1206.7 BHCC(13)

2971.4 1322 3012.9 VCH(95) 1413.6 1.13 1433.4 BHCH(82) 1180.2  0.03 1196.7

2961.4  6.89 3002.9 VCH(87) 1411.8  3.08 1431.6 BHCH(70)+THCNC(10) 1160.8  0.18 1177.1 BHCC(19)

2960.9  0.70 3002.4 VCH(98) 1405.8  0.32 1425.4 BHCH(83) 11281  0.85 1143.9 BHCC(30)

29546  3.50 2996.0 VCH(100) 13854  0.04 1404.8 BHCC(38) 11108  0.14 11264  BHCC(15)

2950.9 0.1 2992.2 VCH(100) 13843  2.06 1403.6 BHCC(69) 1092.3  0.40 1107.6  vCC(14)+THCCC(13)
29503 578 2991.6 VCH(96) 13774 013 1396.6 BHCC(60) 1087.9 1.94 1103.1  VNC(10)

2949.1  0.39 2990.4 VCH(99) 1371.7 10.50 1390.9 BHCC(74) 1067.4 291 1082.3  vOC(26)

2948.8  2.67 2990.1 VCH(77) 1356.6  0.19 1375.6 BHCH(91) 1061.0  5.84 1075.9  vOC(18)

29486  7.29 2989.9 VCH(94) 1341.9 1.97 1360.6 E:ffgfi;ig?g?”w 1054.8 275 1069.6 Zﬁﬁf:zﬁ()ffﬁcfgégﬁ 16)
29419  2.85 2983.1 VCH(92) 13392  0.24 1358.0 THCCC(66) 1047.2 1.16 1061.9  VNC(17)+vCC(11)
2937.8 1527  2978.9 VCH(94) 13322 333 1350.8 EE';:";;;””HCCC(M)”H 1039.9  0.19 1054.5  vCC(80)

2932.6  0.37 2973.7 VCH(94) 1324.8  4.01 13433 BHCH(15)+THCNC(63) 1037.3  0.12 1051.8

2921.8 375 2962.7 VCH(90) 13207  0.08 1339.2 THCCC(53) 1024.0  2.64 1038.3  vCC(28)
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Anandamida

Freq Int F esc PED (>10%) Freq Int F esc PED (>10%)

1021.6 0.36 1035.9 vCC(34) 474.2 6.18 480.8 THNCC(45)

1014.1 0.97 1028.3 vCC(68) 444.4 2.11 450.6 TCCCC(10)

1011.2 0.39 1025.4 vCC(52) 413.6 1.16 419.4 BNCC(23)

994.0 1.05 1007.9 vCC(32) 390.6 0.30 396.1 Bccc(14)

981.8 0.47 995.6 vCC(65) 362.6 0.00 367.7 BCCC(34)

977.3 0.10 991.0 THCCC(67)+TCCCC(19) 357.7 0.02 362.7 BOCC(20)+BCCN(13)
976.1 0.08 989.7 THCCC(71) 339.3 0.06 344.1 Bccc(22)

975.8 0.05 989.5 THCCC(56)+TtCCCC(27) 3215 0.55 326.0 BCCC(11)

974.8 0.04 988.5 THCCC(51) 302.3 0.18 306.6 BCCC(10)

957.6 1.19 971.0 281.2 0.41 285.1 BCCC(10)

946.4 2.60 959.6 vCC(10) 261.6 0.15 265.3

939.5 3.62 952.6 vCC(13) 2423 1.19 245.7 BCNC(28)

938.7 1.23 951.9 vOC(16) 236.6 0.00 239.9 THCCC(90)

933.6 5.52 946.6 vCC(22) 221.8 0.47 224.9 BCNC(11)

916.1 1.53 928.9 vCC(10) 205.1 0.30 207.9 BCCC(21)+TOCCN(10)
908.2 0.50 921.0 vCC(31) 186.7 0.46 189.3 TOCCN(18)

892.5 0.10 905.0 177.7 0.69 180.2 BCCC(10)

882.8 0.93 895.2 vCC(34) 140.6 0.21 142.6 BCCC(10)+TCNCC(10)
868.5 0.23 880.6 VCC(42)+ THCCC(24) 134.9 0.04 136.8 TCCCC(52)

855.3 0.19 867.3 THCCC(13) 121.4 0.04 123.1 tCCCC(23)

826.2 0.96 837.8 THCCC(11)+TtHCCN(14) 114.4 0.03 116.0 TCNCC(20)

817.7 0.12 829.1 THCCC(32) 102.2 0.08 103.6 TCCCC(23)

786.8 0.82 797.8 VNC(15)+vCC(29) 91.6 0.03 92.9 TCCCC(42)

748.4 0.69 758.9 THCCC(46) 82.2 0.01 834 BCCC(22)+tCCCC(11)
737.1 2.73 747.4 THCCC(22) 72.6 0.08 73.6 TCCNC(19)

733.3 3.92 743.6 yOCNC(13) 62.8 0.15 63.7 TCCCC(28)

728.9 5.67 739.1 56.4 0.09 57.2 TCCCC(25)

717.0 7.54 727.1 THCCC(31) 52.5 0.12 53.3 TCCCC(46)

711.2 3.08 721.1 THCCC(51) 46.6 0.05 47.3 TCCCC(60)

708.4 1.11 718.3 BHCC(23)+tHCCC(54) 38.6 0.26 39.2 TCNCC(45)+TCCCC(13)
704.7 2.63 714.6 BOCN(11)+yOCNC(10) 31.2 0.00 31.7 TCCCC(28)

676.2 11.51 685.7 THOCC(84) 26.6 0.09 27.0 TCCCC(53)

633.0 0.57 641.9 VCC(12)+BOCN(18)+yOCNC(30) 22.8 0.26 23.1 TNCCC(28)+TCCCC(10)+TCNCC(12)
561.6 0.08 569.5 Bccc(31) 13.4 0.98 13.6 TNCCC(28)+TCCCC(44)
556.7 0.60 564.5 10.9 0.08 11.0 TCCCC(34)

547.2 10.17 554.8 6.8 0.01 6.9 TCCCC(80)

542.4 0.02 550.0 BCCC(53) 4.2 0.01 4.2 TCCCC(55)

523.6 0.01 530.9

504.3 0.48 511.4

489.0 291 495.9 THNCC(20)

485.7 1.51 492.5 BOCC(20)+BCCN(12)+THNCC(16)
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