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1. Abstract

Quinolones are a group of synthetic antibiotics, widely used to treat bacterial infections. Their
antibacterial activity consists of their interaction with the DNA gyrase and the Topoisomerase-
IV enzymes to inhibit DNA replication. When coupled to azobenzene, they can behave as a
photoswitchable antibiotic, that isomerizes from the trans to the cis upon light absorption. The
dependence on the absorption wavelength allows a high spatiotemporal control in the
photoactivation. In this project, the theoretical study of a photoswitchable azoquinolone has
been carried out using the Time Dependent Density Functional Theory within hybrid Quantum
Mechanics/Classical approaches, combined with Molecular Dynamics simulations.
Specifically, the effects of the solvation, the deprotonation, and the derivation of azobenzene
in the absorption spectra of the azoquinolone have been studied. Moreover, the regions of the
potential energy surfaces involved in the photoisomerization process have been obtained for
both the azoquinolone and the azobenzene in vacuum. The results predict that the trans—cis
photoisomerization mechanism of the azoquinolone leads to a higher quantum yield than that
of the azobenzene, as a consequence of the lower energy of its Ttirt* state that leads to a lower
Tt /nTt* energy gap, and the lower energy barrier to reach the tut*/ntt* crossing point. In this

way the azoquinolone precludes the population of other competitive pathways.

2. Introduccion

Los antibiéticos son una de las revoluciones médicas mas importantes del siglo XX. Sin lugar
a dudas, han sido un gran avance para la sociedad ya que han aumentado considerablemente
la esperanza de vida. Tras el descubrimiento de la penicilina en 1928, los hallazgos de
productos naturales con efectos antibacterianos crecieron exponencialmente. Todos ellos
contribuyeron positivamente a los avances de la medicina hasta mediados de los afios
cincuenta, cuando la eficacia de los antibidticos comenzé a disminuir debido al desarrollo de
resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias (1). Esto se debe a que los
microorganismos se encuentran sometidos a una alta presién evolutiva selectiva y, por tanto,
se favorecen mutaciones que les proporcionan esta resistencia (2). Ademas, el uso abusivo e
inadecuado de los antibiéticos acelera su pérdida de eficacia. Esto ocurre porque las bacterias
se ven innecesariamente expuestas a estos antibidticos, desarrollando asi resistencia ante

ellos.



Los antibidticos son compuestos quimicos capaces de paralizar el desarrollo de ciertos
microorganismos patdgenos, por su accion bacteriostatica, o de causarles la muerte, por su

accion bactericida, y que son producidos por un ser vivo o fabricados por sintesis (3).

Uno de los problemas que presentan los farmacos convencionales es su falta de especificidad.
Unavez entra en el organismo infectado, el antibidtico actua sobre su totalidad, es decir, ataca
a todas sus bacterias, inhibiendo la reproduccion de las que provocan la infeccidon, pero
también afectando a las que el organismo necesita para su correcto funcionamiento. Ademas,
el farmaco se deshecha aun siendo activo y, por tanto, se exponen también las bacterias del

medio a su efecto. Todo ello contribuye al desarrollo de su resistencia a los farmacos.

Los farmacos activados por luz son una alternativa a los farmacos convencionales que ofrece
un alto control espaciotemporal de la actividad bioldgica. Estos tratan de mejorar su
especificidad mediante el control éptico irreversible o reversible. Silos cambios en el farmaco
tras lairradiacidon sonirreversibles, entonces se habla de photo-triggers, que son biomoléculas
con un grupo protector fotosensible, que se desprende al interaccionar con la luz, quedando
el fAarmaco activo hasta su degradacion. Por otro lado, si lo que produce la luz son cambios
reversibles, los compuestos se denominan photoswitches. Estos cambios pueden producirse
por la aperturay cierre de anillos, o porisomerizaciones cis-trans (4). Este trabajo se centra en
el estudio de los photoswitches que, idealmente, en la oscuridad tienen que ser
biolégicamente inactivos, pero tras ser irradiados con luz de una determinada longitud de

onda, tienen que sufrir un cambio conformacional que los active (2).

La luz tiene numerosas ventajas como agente externo activador de estos farmacos (2). Por un
lado, es relativamente no invasiva y bioortogonal, es decir, no perturba la actividad bioldgica
en los organismos, ni contamina la muestra. Por otro lado, tiene una gran resolucidn
espaciotemporal, ya que se puede seleccionar con alta precision el area diana, y su efecto se
ve limitado al tiempo de activacién; lo cual no es posible con los antibiéticos convencionales,
que se distribuyen e interaccionan sistémicamente por tiempos poco controlados. Ademas,
se tiene un gran dominio de la activacion de estos farmacos, por ser esta dependiente de la
longitud de onda y de la intensidad de la luz incidente. Sin embargo, hay cinco requisitos que
deben de seguir estos compuestos para poder ser empleados como fotofarmacos: la especie
debe de absorber luz de manera efectiva a una longitud de onda compatible con los sistemas
bioldgicos, es decir, fuera de la region UV nociva para los organismos vivos, A = 340 nm, pero

sin llegar al IR, A < 800 nm; la actividad biolégica de las dos conformaciones de la molécula
2



tiene que ser sustancialmente diferente; ambas conformaciones, antes y después de la
irradiaciéon, deben de ser estables en condiciones biolégicas; debe de haber un elevado
rendimiento cuantico de fotoisomerizacion; y las transiciones electronicas han de tener

fuerzas de oscilador, f, elevadas para absorber luz eficazmente (4).

El azobenceno es el photoswitch por excelencia, por cubrir la mayoria de los requisitos
mencionados anteriormente. El azobenceno fotoisomeriza de su forma trans a la cis tras la
absorcion de luz, taly como se ve en la Figura 1 (A) (5). Por este motivo, muchos photoswitches

son derivados del azobenceno.

(A) (B)
N=N
Na hv N
SN —
hv, kKT
trans-azobenceno cis-azobenceno

Figura 1. (A) Isomerizacion del azobenceno. (B) Quinolona genérica con numeracion de las posiciones para posibles
sustituciones

El espectro de absorcidon del trans-azobenceno muestra dos bandas diferenciadas en laregion
UV/Vis: una, a 316 nm, que viene de la transicion m—1*; y otra a 443 nm, que corresponde a la
transicion prohibida n—1t*. Por otro lado, el espectro de absorcion del cis-azobenceno
presenta una banda a 280 nm, que corresponde a la transicion t—1t*, y otra a 443 nm, que
viene de la transicion n—1t*. Cabe destacar que la transicidon m—Tt* excita al azobenceno a su

segundo estado excitado, S, y la n—>1t* lo excita al primer estado excitado, S, (5).

Tanto la especie cis como la especie trans sufren isomerizacidén por su excitacidon a ambos
estados electrénicos S; y S,. Sin embargo, la suma de los rendimientos cuanticos (Puans—cis +
D.is—>trans) NO €8 igual a uno, lo que indica que existen varios caminos para la isomerizacion. Al
excitar la conformacién trans al estado S, (m—m*), el sistema decae rapidamente por
conversion interna al Si. Y la relajacion posterior al estado fundamental puede ocurrir por el
camino reactivo, acabando en la conformacidn cis, o por el camino no reactivo, volviendo de
nuevo a la conformacién de equilibrio trans, obteniéndose un rendimiento cuantico de ®s,=12
%. Analogamente, tras la excitacion del trans-azobenceno al estado oscuro S; (n—T*), se
accede de nuevo a ambos caminos, con la diferencia de que el rendimiento cuantico de la
fotoisomerizacién en este caso es superior que el obtenido con la excitacion al S,, ®s,=28 %.

Existen diferentes teorias que explican esta diferencia de rendimientos y muchas coinciden en
3



que el exceso de energia vibracional del S, procedente de la relajacion S,;—S; hace mas
accesible el camino de desactivacién no reactivo, lo que reduce el rendimiento de la
fotoisomerizacion. Cuando se habla de estado brillante, se hace referencia al que es mas
probable de poblar al excitar la molécula, mientras que los estados oscuros son aquellos cuya
probabilidad de poblacién es baja. En el caso del azobenceno, el estado brillante de menor
energia es el estado S,, que es mucho mas probable que el estado oscuro Si. Entonces, se
asume la teoria de que el bajo rendimiento cuantico de la isomerizacién trans—cis viene
provocado por el exceso de energia vibracional del S, procedente de la relajacidon S;—S,, lo que
hace mas accesible el camino de desactivacién no reactivo; y, teniendo en cuenta que la
excitacion mas probable es la que lleva al electron al estado excitado S,, una forma de
aumentar su rendimiento cuantico es reducir el gap S»/S1, lo que se puede conseguir mediante

la derivacion del azobenceno (6).

La isomerizacion desde cis-azobenceno no ha sido tan estudiada como la que parte del trans-
azobenceno, pero tiene lugar tanto por via luminica, como por via térmica. Esto es asi porque
en lo que respecta a su potencial uso como photoswitch es preferible optar por la
fotoisomerizacion en sentido trans—cis y la isomerizacion térmica en el sentido opuesto, ya

que ambas bandas de absorcion se solapan (6).

Las quinolonas son agentes antibacterianos ampliamente utilizados como remedio para
algunas infecciones bacterianas. Estos compuestos inhiben la replicacién del ADN de las
bacterias, mediante su interaccién con la ADN-girasa o la topoisomerasa IV, dos enzimas
esenciales para la sintesis del ADN. Aliinhibirlas, se produce una acumulacién de rupturas en
las cadenas de ADN bacteriano, lo cual impide la replicacion y la transcripcion, provocando
finalmente la muerte de la bacteria. La Figura 1 (B) muestra la estructura general de las

quinolonas utilizadas como antibidticos.

Modificando los sustituyentes en las posiciones 1, 5, 6, 7y 8, se puede controlar la eficaciay
rango de accion de la quinolona. Asi, dependiendo del tipo de bacteria que desee combatirse,

se utilizaran especies diferentemente sustituidas (7).

El compuesto elegido como objeto de estudio en el presente trabajo, Figura 2, es un derivado
de azobenceno que cambia de su conformacion trans a su conformacion cis, tras lairradiacion
de luz a 365 nm. De acuerdo con un estudio experimental (2), en la oscuridad la molécula se

encuentra en su conformacion trans, que corresponde con la forma inactiva del fotofarmaco,

4



mientras que, con la absorcidn de luz a 365 nm, la quinolona pasa a su conformacion cis, que
es la que tiene actividad biolégica como antibiético. En este estudio experimental (2), ademas,
se demuestra su buen funcionamiento como photoswitch antimicrobiano; por lo que con este
trabajo se pretende estudiar su mecanismo de fotoisomerizacidbn con modelos
computacionales. No obstante, este estudio forma parte de un proyecto mas grande, donde

también se estudiara el mecanismo de accién de este fotofArmaco en el medio bioldgico.

| trans ' cis “CHs

Figura 2. Equilibrio trans-cis de la azoquinolona de estudio

Asi, los principales objetivos de este trabajo seran el estudio del espectro de absorcion de la
azoquinolonay la exploracién de las diferentes regiones de la superficie de energia potencial
de la molécula en el vacio, para comprender mejor su mecanismo de fotoisomerizacion y

compararlo con el azobenceno.

3. Objetivos

El objetivo general de este proyecto es el estudio de la fotofisica de la azoquinolona de la Figura
2 como antibidtico activado por luz, para comprobar que posee una fotofisica adecuada para
ser utilizada como fotofarmaco. Para lo cual, se plantean varios objetivos especificos:
(i) Eleccidon de un funcional DFT (Density Functional Theory) adecuado para llevar a cabo los
calculos cuanticos mediante comparacién del espectro de absorcién tedrico de la molécula
en agua con los datos experimentales. (ii) Estudio del efecto que tiene en el espectro de
absorcion el uso distintos métodos, estaticos y dinamicos; los calculos en distintos medios,
vacio y agua; la desprotonacién de la azoquinolona, azoquinolona protonada y desprotonada;
y la derivacién del azobenceno, para formar la azoquinolona. (iii) Estudio del mecanismo de
fotoisomerizacién de la azoquinolonay del azobenceno en el vacio, a través de la obtencion de
sus curvas de energia potencial. (iv) Comparacion de los mecanismos de fotoisomerizacion de

la azoquinolonay del azobenceno, para el analisis del efecto de la derivacién.
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Por otro lado, ademas de estos objetivos, se buscan otros objetivos transversales para el
trabajo: (i) Familiarizacion con el uso remoto de ordenadores para la realizacion de calculos
cuanticos y clasicos. (i) Toma de contacto con varios programas de modelizacién
computacional (Gaussian 16 (8), Amber 20 (9)) y visualizacién (Gaussview (10), Gmolden (11),
VMD (12)), asi como con el sistema operativo Linux. (iii) Aprendizaje de los fundamentos
tedricos en los que se basan los calculos que se realizaran. (iv) Adquisicion de habilidades para

el mejor manejo de material bibliografico.

4. Plan de trabajo

Para alcanzar los objetivos descritos en el apartado anterior se ha seguido el siguiente plan de
trabajo: (i) Revisar la bibliografia relacionada con la motivacién bioquimica del proyecto, asi
como la relativa al proceso de fotoisomerizacidon de la azoguinolona de estudio y del
azobenceno. (ii) Tener una primera toma de contacto y aprender las bases generales del
sistema operativo Linuxy de los programas de modelacién yvisualizacién de moléculas Amber
20 (9), VMD (12), Gaussian (8) /Gaussview (10) y Gmolden (11), necesarios para la realizacién
del proyecto. (iii) Optimizar la geometria de equilibrio de la azoquinolona de estudio y calcular
su espectro de absorcion de singletes en el vacio con cuatro funcionales diferentes, para
comparar los resultados con la bibliografia y asi poder elegir el funcional mas adecuado; y
analizar los resultados obtenidos (energias, fuerzas osciladoras y caracter de los orbitales de
los estados en la region Frank Condon). (iv) Obtener el espectro de absorcidon de la
azoquinolona con QM/MM (Quantum Mechanichs/Molecular Mechanics) y con QM/PCM
(Quantum Mechanichs/Polarizable Continuum Model), con el fin de comparar los resultados
con los de la bibliografia y con los obtenidos en estatico. (v) Calcular las regiones relevantes
de la superficie de energia potencial involucradas en la fotoisomerizacion, como el cruce de
los estados irt* y n1t*, y el de los estados nt* y GS (Ground State); y el estado de transiciéon de
la molécula entre las conformaciones trans y cis, para completar asi el trazado de su curva de
energia potencial. (vi) Realizar un estudio analogo al descrito para el mecanismo de

fotoisomerizacién de la azoquinolona, para el azobenceno en el vacio.



5. Métodos tedricos

5.1. Ecuacion de Schrodinger

La evolucion temporal del estado de un sistema viene dada por la ecuacién de Schrodinger
dependiente del tiempo, sin embargo, para calcular las propiedades fisicas de los sistemas
estacionarios, que no dependen del tiempo, puede utilizarse un operador hamiltoniano, H, que
no dependade este, y la parte de lafuncidn de onda que tampoco depende de él, obteniéndose

la expresion de la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo:

H Y (r;R) = E Yo (1;R) [1]
La ecuacion[1] solo tiene solucidn analitica para sistemas de un solo electrén. Asi, si se quiere
estudiar un sistema con mas electrones, es necesario recurrir a aproximaciones como la de
Born Oppenheimer (14) que, aunque no permite resolver la ecuacion de manera exacta,
simplifica el problema. Esta aproximacién asume que eltérmino de la energia cinética nuclear
es nulo, porgue los nucleos tienen una masa suficientemente mayor a la de los electrones,
como para poder despreciar su movimiento, de manera que las interacciones entre ellos, y por
tanto la energia potencial entre nucleos, puede considerarse constante y la energia cinética
nuclear se desprecia. Con esto, la ecuacion de Schrodinger pasa a ser la ecuacion de
Schrodinger electrénica, cuya funcion de onda se puede escribir como combinacidn lineal de

otras conocidas:

et R) = ) Co- (D) 2]

donde Y. (1; R) es la funcién de onda electrénica en funciéon de las coordenadas electrénicas
(r) y la dependencia paramétrica de las coordenadas nucleares (R); C, son los coeficientes
de la combinacion lineal; y ®,(r) son funciones que representan a los orbitales atémicos, y

han sido parametrizadas para reproducir ciertas propiedades atémicas.

Teniendo en cuenta el teorema variacional, que postula que cualquier funciéon de onda
aproximada tiene siempre mayor o igual energia que la funcion de onda exacta, se tiene como
objetivo la obtencidn de los coeficientes, Cy, que minimicen la energia del sistema:

JE,

= 3
ac., 0 (3]




Existen varios métodos que resuelven la ecuacion [3] como, por ejemplo, el método de
Hartree-Fock (HF), que tiene como objetivo calcular la funcién de onda electrénica que
proporcione la energia mas baja para el sistema. Sin embargo, al no tener en cuenta la
correlacion entre electrones de espin opuesto, HF no puede proporcionar la energia exacta del
sistema. Por tanto, se suele recurrir a otras aproximaciones, como la teoria del funcional de la

densidad, para describir mejor la correlacién electrénica.

5.2. Meétodos DFTy TD-DFT

Lateoria delfuncionalde la densidad (15) busca describir la estructura electréonica del sistema
desde un enfoque basado en la densidad electrénica, en lugar de calcular la interaccidon entre
todos los pares de electrones del sistema, como en HF. En DFT, la energia electrénica del

sistema, E,, se expresa como un funcional de la densidad electronica, po(r):

Ee = F[pe(r)] [4]
por lo que la energia total del sistema es funcién de las coordenadas de las particulas que lo

componen.

En 1964, Hohenberg y Kohn asentaron las bases del DFT, mostrando que la energia es un
funcional de la densidad y que, ademas, la densidad del sistema minimiza este funcional. El
primer teorema de Hohenberg y Kohn, dice que cualquier propiedad del estado fundamental
puede ser calculada a partir de la densidad electrénica (16). Ademas, la densidad electrdnica,

pe(r), ha de ser positiva:

pe(r) =0 [5]
y su integracion en todo el espacio debe de proporcionar el niumero de electrones en el

sistema, N:

f pe(r)dr =N (6]

Por otro lado, de acuerdo con este teorema, la densidad electréonica también determina de
manera univoca el potencial externo al que estan sometidos los electrones del sistema, siendo
este la energia de interaccién entre todos sus electrones y nucleos, o cualquier potencial

ejercido sobre los electrones. Esta energia electrénica puede escribirse como:

Ee(pe) = Te(pe) + Eee(pe) + Eext(Pe) [7]



donde E.(p.) es la energia electronica del sistema; T.(p.), es la energia cinética electrdnica;
Ece(pe), €s la energia de interaccidn entre los electrones; Eq.:(pe), €s la energia de interaccion
de los electrones con otros agentes externos (particulas o campos)y, en el caso de moléculas
aisladas en estado estacionario, es lainteraccion con los nucleos de la molécula; y todos ellos

son funcién de la densidad electronica.

El segundo teorema de Hohenbergy Kohn (16), postula que la densidad electrénica exacta del
estado fundamental es aquella que minimiza la energia, al igual que asegura el teorema

variacional:

aEe_(pe) =0 (8]
dp

Sin embargo, no se conoce la relacién entre la E.(p.) y la densidad electronica, p., por lo que

no se puede obtener la energia de forma exacta. Por ello, se utiliza el método de Kohn-Sham,

con el que se supone un sistema de referencia en el que los electrones no interaccionany cuya

densidad electrdnica es igual a la del sistema real. Para ello, anulando E..(p.) de la ecuacion

[7], se obtiene la ecuacion:

Ee,ref(pe) = Te,ref(pe) + Eext,ref(pe) (0]

gue describe el sistema de referencia de electrones que no interaccionan, en el que la energia
del sistema puede calcularse de manera exacta, E. ef(pe). Asi, la diferencia energética entre
el sistema real, E.(p.), y el de referencia, E¢ ef(pe), €s lo que se denomina energia de

correlacion e intercambio, Exc:

Exc = Ee(pe) — Ee ref(Pe) [10]
Exc incluye la energia que se ignora en el sistema de referencia (17). Actualmente, Exc es
desconocidoy, por ello, se han desarrollado varios funcionales para aproximarlo, como B3LYP
(18), BLYP o PBE, parametrizados para reproducir propiedades calculadas con métodos mas

exactos o experimentales.

Existe una versiéon dependiente del tiempo del DFT, denominada TD-DFT (Time Dependent
DFT), que permite reformular las ecuaciones de manera que no solo se obtiene la energia del
estado fundamental, sino que también pueden obtenerse las de los estados excitados, ya que
se pueden estudiar los sistemas bajo la influencia de un campo electromagnético dependiente

del tiempo, como el de la luz (19). Es el caso de la fotofisica de este proyecto, en el que la



radiaciéon ultravioleta/visible-(UV/Vis) interacciona con los electrones de la molécula,

excitandolos a estados electrénicos superiores (13).

5.3. Funciones de base

Las funciones de base describen matematicamente los orbitales atdmicos, cuya combinacion
lineal da lugar a los orbitales moleculares (14). Cuanto mas grande sea la base, es decir,
cuantas mas funciones incluya, mejor sera la descripcion del sistema. Las bases mas
pequefnas contienen una unica funcidn por electrén, lo cual implica poca flexibilidad en el
tamano y en la forma de los orbitales. Esta flexibilidad se puede mejorar aumentando el

ndimero de funciones de base.

En este trabajo se ha utilizado la base de Dunning cc-pVDZ (20), que es una base de valencia
doble zeta, VDZ, lo que significa que cada orbital atémico de valencia viene descrito por dos
funciones; y polarizada, p, por lo cual, para cada atomo se introducen funciones de orbitales
de momento angular superior al de la capa de valencia (en el ejemplo del N, se incorporan
orbitales d). Con estas dos ampliaciones, se logra una mejor descripcion de los orbitales
moleculares, pues dan mayor flexibilidad en el tamano y forma de los orbitales atomicos,

respectivamente.

Sin embargo, para el estudio del espectro de absorcién de la especie desprotonada anidnica
de laazoquinolona se utiliza la correspondiente base aumentada, aug-cc-pVDZ (21). Esta base
contiene funciones difusas, es decir, con términos exponenciales pequefnos que permiten
describir sistemas con electrones relativamente alejados del nucleo, como es el caso del

anion.

5.4. Dinamica molecular

La dinamica molecular clasica (22) se utiliza cuando se quiere simular la evolucion temporal
de sistemas de gran tamano, como sistemas biolégicos. En estos procesos el medio tiene un
papelimportante, por lo que en la simulacién se suelenincluir entre 10°y 10® &tomos. Ademas,
suelen ser procesos muy lentos, por lo que las simulaciones deben durar cientos de
nanosegundos o, incluso, microsegundos. Todo esto hace que se tenga que calcular el
gradiente de energia durante la simulacion varios millones de veces; es decir, hace falta un

método muy eficientey, a la vez, relativamente preciso.
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En los sistemas pequefos existe una clara geometria de equilibrio localizada en un minimo de
energia, alrededor del cual se encuentra la molécula la mayor parte del tiempo. Sin embargo,
los sistemas grandes, con muchos atomos, tienen varios minimos de energia térmicamente
accesibles, por lo que, es necesario conocer la distribuciéon de probabilidad del sistema, que
viene dada por la distribucién de Boltzmann en la que se asume equilibrio térmico, para poder
calcular el valor medio de la propiedad de interés. Para hallar estos minimos en la superficie

de energia potencial de los sistemas grandes se usa la dinamica molecular.

Cuando se calculan dinamicas moleculares, se resuelven ecuaciones del movimiento, que se
derivan de la ecuacién de Newton:
dv;  dp;
dt dt

en la que F; es la fuerza que experimenta una particula, m; es la masa de dicha particula, y a;,

[11]

Fi=mi'ai=mi

su aceleracion; asi mismo, la aceleracidon puede expresarse como la derivada de la velocidad
. dv; . , .
respecto al tiempo, d—tl; y el momento lineal de una particula, pj, es igual a su masa por su

velocidad. Y de la suposicién de que los sistemas de estudio son conservativos, es decir, que

su energia potencial solo depende de la posicidn de los atomos, y ho del tiempo:

F, = _% [12]
dq;

donde la fuerza de una particula, F;, se define como el gradiente negativo de la energia

. , . dv; , .
potencial de esta particula respecto a sus coordenadas espaciales, — d—(;. Asi, combinando las

1

expresiones [11]y[12], se obtienen la primera [13] y la segunda [14] ecuacidon del movimiento,
las ecuaciones Hamiltonianas del movimiento, que proporcionan la evolucién de los
momentos lineales, p;, con el tiempo, t, y la evolucién de las coordenadas, q;, con el tiempo,
de cada atomo del sistema:

dp; dv; dq; dT;

= —— 13 _ =
dt dq; el dt  dp;

[14]

donde V; y T son la energia potencial y la energia cinética de cada atomo del sistema. Las
ecuaciones [13] y [14] no tienen solucién exacta, por lo que hay que resolverlas
numéricamente. Una de las formas de resolverlas numéricamente es mediante la aplicacion

del algoritmo de Velocity Verlet, que calcula las coordenadas y los momentos lineales a un

tiempo determinado a partir de la informacion a tiempos anteriores:

11



q(t+ At) = q(t) + At-v(t) — —r;d\;—;t) [15]

V(4 A = v(O — At (dV(t;i : a9 dg;t)

donde (t+ At) hace referencia al tiempo al que se quieren calcular las coordenadas y la

[16]

velocidad de la particula; (t) se refiere al tiempo al que se conoce esta informacidn; At es el
incremento entre el tiempo anterior y el de estudio; q son las coordenadas de la particula; v es

la velocidad de la particula; m es la masa de esta; y V es su energia potencial.

Para resolver las ecuaciones del movimiento es necesario calcular la derivada de la energia
. . . . . adv;

potencial con respecto a las coordenadas, es decir, el gradiente de la energia potencial, da La
i

dinamica molecular se refiere a las ecuaciones de Hamilton, [13] y [14], independientemente
de cémo se calcule este gradiente. No obstante, dependiendo de la forma en que se calcule,
se diferencia entre: dinamica molecular clasica, si se utiliza un campo de fuerza (en inglés,
force field); dinamica molecular ab initio, si se resuelve la ecuacion de Schrédinger; y dinamica

molecular QM/MM o QM/PCM, si se combinan ambas formas.

En el caso de la dinamica molecular clasica, se utiliza un campo de fuerza. Este viene definido
por unaecuacion relativamente simple que relaciona la energia potencial con las coordenadas

internas de las particulas del sistema (geometria):

Nenlace Ningulo Ndiedro
17
Vtotal - Z Venlace + z Vangulo + Z leedro + z Vno enlazante [171
i>j
Nenlace angulo Ndiedro

Vigtal = Z Sk (r—1o)? + z Zky (60— 0,)% + z k(1 + cos(nw +y))

5.\ 12 5.\ 6
+Z D44 gll—=] —(=
4mer;; I T

i>j
donde V4t €S la energia potencial total. La energia potencial de enlace, Vgpjace, Y de angulo,

[18]

Vingulo» Vienen descritas por potenciales armonicos, en los que Ky, y k, son las constantes de
fuerza; r es la distancia entre los atomos que interaccionan; r, es la distancia de equilibrio
entre estos; 0 es el angulo entre los dos atomos; y 0,, el angulo de equilibrio entre ellos. La
energia potencial de diedro, Vgieqro, Viene descrita por potenciales de Fourier, en los que k¢, n
y Y son los parametros que definen la forma del potencial; donde k; es la altura de la barrera

energética del sistema; n, el nimero de minimos en la curva de potencial; y, el angulo que
12



determina la posicién de los minimos; y w es el angulo diedro. Y la energia potencial no
enlazante, V,; enlazantes €N l0s Fixed Charge Force Fields, que son los campos de fuerza que no
tienen en cuenta la polarizabilidad de las moléculas, tiene tres componentes: las
interacciones de Coulomb, las de Van der Waalsy las de repulsion; donde q; y q; son las cargas
de los atomos que interaccionan; € es la permitividad del medio; Ijj €s la distancia entre los

dos atomos; g;; es el valor del minimo de la curva; y oj; es la distancia entre estos, cuando el

. L, . L. dv;
potencial es nulo. Esta ecuacion [18] puede derivarse facilmente para obtenerd—c;, resolver las

1

ecuaciones del algoritmo de Verlet y, hallar la evolucion temporal del sistema.

5.5. Métodos hibridos

El calculo de sistemas grandes con sus entornos es posible gracias a la dindmica molecular
(MD), como se describe en el apartado 5.4. Sin embargo, al utilizar este método de calculo, se
pierde mucha precision en la region de interés, ya que no es capaz de describir los efectos

cuanticos como la ruptura de los enlaces o los procesos fotofisicos.

Para resolver este problema, se pueden utilizar los métodos hibridos (23), QM/clasicos, con los
que el sistema se divide en dos regiones: una interior, con el soluto de interés, que sera tratada
cuanticamente (region | (QM)); y una exterior, el medio, que sera tratada clasicamente (region O
(clasica)). El medio puede describirse tanto de manera implicita, mediante modelos
continuos, como el PCM; como de manera explicita, mediante la incorporacion de las
moléculas del medio al sistema. Estos modelos permiten calcular la energia total del sistema,
E, como la suma de la energia de ambas regiones, E;(QM) y Eg(clasica), y la energia de

interaccion entre estas, Ej/q:

E = E;{(QM) + Eq(clasica) + Ej /o [19]
En el modelo de disolvente implicito, PCM (24), el disolvente se considera como un continuo
dieléctrico polarizable; en el que el medio y la regién QM se polarizan mutuamente. En este
caso, el segundo término de la ecuacién [19] no existe; y el tercer término de esta ecuacion, se
calcula a partir de la ecuacion de Poisson, que depende de la constante dieléctrica del
continuo dieléctrico y de la distribucidn de cargas del medio. Sin embargo, para simplificar los
calculos, se sustituye el continuo dieléctrico infinito por una cavidad de tamafno y forma

dependientes de la especie de la region QM, el photoswitch en este caso.
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Por otro lado, en el modelo de disolvente explicito, MM, el segundo término de la ecuacién [19]
se calcula mediante un campo de fuerza; y el dltimo término de esta ecuacién, que hace

referencia a la energia de la interaccion I/0, se calcula segun la expresion:

E?/MM(1/0) = Egnlazante(1/0) + Evaw(1/0) + E°/(1/0) [20]
donde los superindices MM y QM/MM, hacen referencia al nivel de calculo; el superindice el
denota al término electrostatico; los subindices (enlazante y VdW) hacen referencia al tipo de
fuerzas que actlan entre los enlaces préximos a la frontera 1/0; e I/0 hace referencia a la
interaccién entre las regiones interna, | (inner) y externa, O (outer). Sin embargo, lo mas
complejo de estos métodos, QM/MM, es el modelado de la interaccidon entre ambas regiones,

E€!(1/0) en la ecuacidn [20]. Para el célculo de dicha interaccién pueden utilizarse tres tipos

de esquemas: classical, electrostatic y polarizable embedding.

Para los célculos del presente trabajo se ha usado el electrostatic embedding para el calculo
de la interaccién electrostatica, término E®(1/0) en la ecuacién [20], que consiste en el uso

de un hamiltoniano efectivo que incluye las cargas de la regidn externa:

Heff|y; = (AP + H1/0)|‘~|11) = E[yy) [21]

ﬁ1/0 = FIIe/lo = z Qio(l'i)vl(l'i) [22]
i

donde el hamiltoniano efectivo, ﬁeff, que se define como la suma del hamiltoniano de laregién
QM, ﬁlo, mas el hamiltoniano de la region QM/MM, FII/O, actua sobre la funcion de onda de la
region QM, Ui;; y E se refiere a la energia de la region QM/MM. Por otro lado, en la ecuacion [22],
ﬁle/lo es el hamiltoniano de la region QM/MM; qioson las cargas de los dtomos de la zona clasica,
de coordenadas rj; y Vl(ri), el potencial electrostatico creado por la regién interna. De esta
forma, la funcion de onda de la regidn interna QM es polarizada por las cargas clasicas de la

regidon externa, que no sufren polarizacién por la region QM.

6. Resultados y discusion

6.1. Detalles computacionales

6.1.1. Espectros de absorciéon
Para llevar a cabo los calculos de dinamica molecular, lo primero que se ha hecho ha sido

preparar el sistema. Para ello, se ha optimizado la geometria del estado fundamental de la
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trans-azoquinolona en agua, con el funcional CAM-B3LYP (26) y la base difusa aug-cc-pVDZ
(21), con el programa Gaussian 16 (8). Después, se ha calculado el estado de protonacién de
esta a pH=7.4, para comprobar que se encuentra mayormente desprotonada. A continuacioén,
se ha optimizado la especie desprotonada a CAM-B3LYP (26)/aug-cc-pVDZ (21) y se han
calculado sus cargas electrostaticas a HF/6-31G*, se ha introducido la molécula en un
octaedro de agua y se ha neutralizado el sistema con los iones de sodio y cloro necesarios

mediante el algoritmo tleap de Amber 20 (9).

Una vez preparado el sistema, se ha procedido a su minimizacion, para lo que se ha usado un
maximo de 5000 ciclos, y 100 pasos. Las interacciones intermoleculares se calculan

solamente dentro de una esfera con un radio (cutoff) de 12.00 A.

Para calcular la dindmica, es necesario acondicionar el sistema en cuanto a su temperaturay
presion. En el proceso de heating, se ha fijado una temperatura inicial de 0.00K, y una
temperatura final de 303.15 K, eligiéndose un termostato Langevin, que imita una situacion en
la que el sistema esta inmerso en un bafio térmico y experimenta colisiones aleatorias con
otras particulas con una frecuencia de colisién de 1 ps™. En este proceso de heating, el cutoff
ha sido de 12.00 A también. El nimero de pasos en el heating ha sido de 500000, y el tamafio
del paso (time step), 0.002 ps. El calentamiento se ha llevado a cabo en el conjunto
termodinamico NVT, en el que el numero de particulas, el volumen y la temperatura (una vez

alcanzados los 303.15 K) es constante.

La produccion, se ha llevado a cabo en el conjunto NPT, donde se controla la presion mediante
un bardstato de Berendsen y la temperatura con el mismo termostato descrito anteriormente.
Las interacciones no enlazantes se calculan con un cutoff de 12.00 A. Adem4s, el nimero de
pasos en la produccién ha sido de 60000000 y el time step, de 0.002 ps. El time step se ha
podido fijar a un valor alto, porque se ha usado SHAKE (25) para congelar los enlaces que
contienen algun atomo de hidrégeno. Ademas, se hausado el programa VMD (12) para localizar
a los atomos involucrados en el diedro del grupo azo, que se ha fijado a 180 °. Durante todo el
protocolo de MD se han calculado las interacciones electroestaticas con el método de Particle

Mesh Ewald, que es una variante del sumatorio Ewald.

Una vez terminada la simulacién de dinamica molecular, se han escogido 100 geometrias
equiespaciadas a lo largo de la dinamicay, de cada una, se calcula la energia de excitaciéon del

cromoéforo en agua. Para describir el agua se han utilizado dos esquemas QM/clasicos:
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electrostatic embedding QM/MM y QM/PCM. En el primero, las aguas se describen con un
campo de fuerza MM, que polariza la densidad del croméforo. En el segundo, las aguas
explicitas se eliminan del sistema y se sustituyen por el modelo continuo PCM, donde existe
una polarizacién mutua entre croméforo y disolvente. Finalmente, las energias se
convolucionan con funciones gaussianas para obtener los espectros dindmicos en agua MMy
en agua PCM. El espectro de absorcion también se ha calculado de manera estatica en el vacio

y en PCM, donde se han calculado las energias de excitacion para la geometria optimizada.

La region QM en todos los calculos del espectro de absorcion (estaticos y dinamicos en agua
MMy PCM) se han descrito mediante TD-DFT usando los funcionales B3LYP (18) y CAM-B3LYP
(26) y la base aug-cc-pVDZ (21). Esta eleccion se ha hecho en base a un benchmarking de

funcionales con calculos estaticos que se explicara en la secciéon 6.2.

6.1.2. Curvas de energia potencial

Las superficies de energia potencial (en inglés, Potential Energy Surfaces, PES) de la
fotoisomerizacion trans-cis del azobenceno y de la azoquinolona se han estudiado en el vacio
con TD-DFT (CAM-B3LYP (26)/cc-pVDZ (20)) en Gaussian 16 (8). El criterio para elegir el
funcional CAM-B3LYP (26) se explica en el Benckmarking del apartado 6.2 y, en cuanto a la
base de calculo, se ha comprobado que los resultados de las energias de los diez primeros
estados de excitacion para la azoquinolona protonada no varian significativamente al cambiar
de la base cc-pVDZ (20) a su correspondiente base aumentada aug-cc-pVDZ (21), como se ve
en la Figura 3, por lo que se ha realizado el estudio con la base mas pequena, cc-pVDZ (20),

para acelerar los calculos.

En primer lugar, se ha excitado a la molécula desde el estado fundamental al S; en la regién de
Frank Condon. Desde ahi, se ha optimizado la geometria del estado excitado brillante, el S,,
hasta encontrar un minimo de energia o una intersecciéon con el estado S;. Como, antes de
llegar a un punto de degeneracion con el Sy, se ha llegado a un minimo de energia del estado
S,, se ha utilizado el programa SHARC (27), para minimizar la energia entre ambos estados y
llegar a ese punto de corte S,/S+. Desde aqui, se ha optimizado la geometria del estado S;,
hasta llegar al punto de corte con el estado So. A partir de este se ha calculado el estado de
transicién (TS) trans-cis. Y, por ultimo, se ha realizado un calculo de IRC (Intrinsic Reaction
Coordinate), para conectar el TS calculado con las conformaciones trans y cis en el estado

fundamental (14).
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Figura 3. Energias de los estados excitados QM/Vacio en la azoquinolona neutra a CAM-B3LYP/cc-pVDZy a CAM-B3LYP/aug-
cc-pVDZ

6.2. Eleccion del funcional - Benchmarking

6.2.1. Espectro de absorcion estatico

Atendiendo a los resultados de un estudio tedrico (13) que compara la exactitud de varios
funcionales para el calculo de estados excitados, se seleccionan cuatro funcionales (CAM-
B3LYP (26), M06-2X (28), wB97XD (29), B3LYP (18)) entre los que se elegira el mas apropiado

para la realizacion de este proyecto.

La estructura de la azoquinolona desprotonada se optimiza en el estado fundamental de su
conformacion trans en agua (PCM), con cada uno de los funcionales, y la base aug-cc-pVDZ
(21). A continuacién, se obtiene el espectro de absorcién de la molécula con cada funcional,
calculando un single point (SP) desde la geometria del minimo del GS (regién Franck-Condon).
Y, por ultimo, se identifica el estado brillante mas bajo en energia, es decir, el que tiene una
mayor probabilidad de ser poblado a menor energia. Para esto, se analizan los resultados
obtenidos para el valor de la fuerza del oscilador (f), que esta relacionada con esta

probabilidad.

En la Tabla 1 se recogen los datos obtenidos para este calculo, y se ve cdmo los funcionales
CAM-B3LYP (26), M06-2X (28) y wB97XD (29) coinciden en que el estado brillante de menor
energia es el S,, dando valores de f cercanos a 1, frente a los valores préximos a 0 que se
obtienen para el resto de los estados calculados. Sin embargo, se aprecia una gran
discrepancia con los resultados obtenidos con el funcional B3LYP (18), para el que las fuerzas
osciladoras resultan ser notablemente mas bajas que las de los otros funcionales, y no hay
ninguna que destaque frente al resto, sino que son dos, las de los estados S; ¥ S4, las que tienen

el mayor valor, similar entre si (0.50 y 0.51, respectivamente). Ademas, se ve codmo la energia
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de estos dos estados es muy similar (3.03 y 3.08 eV, respectivamente), por lo que, al

encontrarse practicamente degenerados, es posible que se trate de una interseccién cdénica.

Tras este primer estudio de benchmarking, se caracterizaran en mas detalle los estados,
explicandose cuales son las transiciones mas relevantes entre orbitales, con el funcional

elegido para el trabajo.

Tabla 1. Energias QM/PCM de los estados excitados en la azoquinolona desprotonada con los 4 funcionales elegidos y aug-

cc-pVDZ
[ s T owsar T woex [ weoro |
etado E/eV f/k’r;i.d' E/eV f/AUr';i.d’ E/eV ”Aurgi-d' E/eV ”:Jrgi.d'

s, 2.60 0.00 2.81 0.00 2.58 0.00 2.80 0.00

S, 2.68 0.12 3.54 1.21 3.62 1.21 3.58 1.22

S 3.03 0.50 3.71 0.08 3.71 0.08 3.78 0.09

S, 3.08 0.51 4.06 0.00 3.94 0.00 4.08 0.00

Ss 3.31 0.08 4.33 0.22 4.33 0.26 4.35 0.23

Aunque se han calculado hasta diez estados excitados con cada funcional, tan solo se
muestran los cinco primeros, ya que no se pretende irradiar a la molécula con luz con una
energia tan alta como la necesaria para alcanzar estados excitados superiores, lo cual seria
perjudicial para el organismo, por encontrarse en el rango del UV de onda corta. Ademas, para
la eleccidon del funcional mas adecuado se analizan los resultados en PCM, para la especie
desprotonada. Esto es asi, porque los datos experimentales de referencia fueron obtenidos en

disolucién acuosa, a pH 9, al cual la azoquinolona se encuentra desprotonada.

6.2.2. Espectro de absorcion dinamico

Se ha comprobado en el apartado 6.2.1 que los resultados con los funcionales M06-2X (28) y
wB97XD (29) son equivalentes a los obtenidos con CAM-B3LYP (26). Por tanto, para el estudio
de los espectros de absorcion dinamicos, se comparan los resultados a B3LYP (18) y a CAM-
B3LYP (26), con los experimentales para elegir el funcional mas apropiado de los dos para este

sistema.

Con cada uno de los funcionales se calculan los espectros de absorcion dinamicos, en agua
explicita (QM/MM@MD) y en agua implicita (QM/PCM@MD). Es decir, se calculan los
espectros teniendo en cuenta 100 geometrias que se toman de las dinamicas calculadas,

sobre las que se hacen los calculos de QM/MM y QM/PCM. Y estos se representan junto a los
18



resultados del espectro experimental y en estatico, QM/PCM, como se ve en la Figura 4. Cabe
destacar que ademas del espectro de absorcidén experimental (linea punteada naranja), se
representa con una linea continua vertical su maximo de absorcion, para facilitar su

comparacion con el calculo en estatico.

1.20
(A) B3LYP QM/PCM@MD

1.00 B3LYP QM/MM@MD
5 0.80 B3LYP QM/PCM
<T:_ 0.60 Experimental
kel Experimental
c  0.40
-}
& 0.20

0.00
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E/eV
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(B) ———— CAM-B3LYP QM/PCM@MD

1.00 CAM-B3LYP QM/MM@MD

CAM-B3LYP QM/PCM

. 0.80
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< 0.60 Experimental
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= 0.40
D
~ 0.20

0.00

0.00 1.00 2.0 3.0 4.00 5.00 6.00 7.00
E/eV

Figura 4. Espectros de absorcion estatico y dinamicos calculados para la especie desprotonada de la azoquinolona a (A)
B3LYP/ aug-cc-pVDZy (B) CAM-B3LYP/aug-cc-pVDZ en comparacion con el espectro de absorcion experimental

En las Tabla 2 y Tabla 3 se recogen los valores maximos de absorciéon de los espectros tedricos
de la Figura 4 y sus errores con respecto a los resultados experimentales. En ella se observa
cémo las energias relativas obtenidas con el funcional B3LYP (18) tienen un valor negativo para
los tres métodos (QM/PCM@MD, QM/MM@MD, y QM/PCM), lo que quiere decir que los
maximos de absorcion calculados tedricamente con este funcional son menores al valor
experimental, es decir, que experimentan red-shift. Sin embargo, las energias relativas
obtenidas con el funcional CAM-B3LYP (26) tienen valores positivos para dichos métodos, lo
que significa que los maximos de absorcion calculados son mayores al valor experimental, es

decir, que experimentan blue-shift.

Por otro lado, atendiendo a las energias relativas en valor absoluto, se aprecia cémo, aunque
con el modelo de disolvente de agua explicita, el resultado que mas se acerca al experimental
es el calculado a B3LYP (18) (0.24 eV < 0.33 eV), los resultados calculados a CAM-B3LYP (26)

se aproximan mas al valor experimental en los espectros dinamico (0.19 eV < 0.45 eV) y
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estatico (0.19 eV <0.28 eV) con agua implicita como disolvente (QM/PCM@MD y QM/PCM).

Por tanto, que se elige el funcional CAM-B3LYP (26) para la realizacién del resto del trabajo.

Tabla 2. Energias del maximo de los espectros de absorcion experimental, QM/PCM@MD, QM/MM@MD y QM/PCM en la
especie desprotonada de la azoquinolona a B3LYP/ aug-cc-pVDZ, relativos al valor experimental.

Experimental | QM/PCM@MD | QM/MM@MD |QM/PCM
E (abs)/eV 3.36 2.91 3.12 3.08
E (rel) / eV 0.00 -0.45 -0.24 -0.28

Tabla 3. Energias del maximo de los espectros de absorcion experimental, QM/PCM@MD, QM/MM@MD y QM/PCM en la
especie desprotonada de la azoquinolona a CAM-B3LYP/ aug-cc-pVDZ, relativos al valor experimental

Experimental| QM/PCM@MD | QM/MM@MD |QM/PCM
E (abs)/eV 3.36 3.55 3.69 3.54
E (rel) / eV 0.00 0.19 0.33 0.19

6.3. Caracterizacion de los estados excitados

A continuacién, se caracterizan los diez primeros estados excitados de la especie
desprotonada de la azoquinolona en agua implicita. Para ello, se toman los orbitales
involucrados en la transicion mas importante en cada uno de los estados y se analiza su
caracter. Los orbitales n son orbitales con la densidad electrénica a lo largo del enlace azo, con
dos lobulos perpendiculares al enlace, contenidos en el plano principal de la molécula. Por
otro lado, los orbitales 1t son orbitales formados por la superposicién lateral de dos orbitales
atémicos p, que se encuentran perpendiculares al eje internuclear N=N. Y, por ultimo, los
orbitales * son orbitales moleculares antienlazantes que se forman por la superposicién
fuera de fase de dos orbitales atdmicos p. Al igual que los orbitales 1, estos se encuentran
perpendiculares al eje internuclear N=N y al plano de la molécula, pero tienen mayor energia
que los orbitales T y estan desocupados en el estado fundamental. La explicacién de la
posicion de los orbitales en la molécula se hace en referencia a los &tomos de nitrogeno del
grupo azo, como ejemplo, ya que en el resto de enlaces ocurre de la misma forma. En la Figura
5 (A), se ve el esquema de los orbitales involucrados en las transiciones de los primeros diez
estados excitados sobre un eje cualitativo de energia. Asi mismo, en la Tabla 4 se presentan
todos los resultados obtenidos para las diez primeras excitaciones de la molécula que se han
calculado con el funcional CAM-B3LYP (26). Se observa una clara diferencia en el valor de la

fuerza osciladora del estado electronico S, frente al resto, ya que esta toma un valor de f
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cercano a 1 (1.21 eV), por lo que se considera el estado brillante de menor energia de la
molécula, mientras que el resto de los estados toman valores de f practicamente iguales a 0,

por lo que se denominan estados oscuros.

Tabla 4. Estados excitados QM/PCM en la azoquinolona desprotonada a CAM-B3LYP / aug-cc-pVDZ

Estado E/eV f/Unid. Arb. Orbitales
S 2.81 0.00 N3t *
S, 3.54 1.21 T, *
Ss 3.71 0.08 THTH
S, 4.06 0.00 Nyt *
Ss 4.33 0.22 THTRX
Se 4.51 0.06 TCT0 X
S; 4.76 0.16 NoTt*
Ss 4.87 0.00 nqTt*
S 4.99 0.07 TUTG X
Sio 5.10 0.22 TR *
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Figura 5. (A) Orbitales involucrados en los estados excitados de la azoquinolona desprotonada en agua (QM/PCM) a CAM-
B3LYP / aug-cc-pVDZ. (B) Orbitales involucrados en los estados excitados de la azoquinolona protonada en vacio (QM/vacio)
a CAM-B3LYP / aug-cc-pVDZ. (C) Orbitales involucrados en los estados excitados de la azoquinolona protonada en agua
(QM/PCM) a CAM-B3LYP / aug-cc-pVDZ. (D) Orbitales involucrados en los estados excitados del azobenceno en vacio
(QM/vacio) a CAM-B3LYP / aug-cc-pVDZ
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Asi, como se esperaba por analogia con la fotofisica del azobenceno (4), el estado brillante de
la molécula es el Sy, con una transicion t*, mientras que el S4, se trata de una transicion ntt*,
como puede verse en la Figura 5 (A). No existe practicamente mezcla de orbitales, por lo que
su caracterizacion es sencilla. Cabe mencionar que, cuando el solapamiento entre orbitales
es elevado, como es el caso del trrt*, el momento dipolar de transicién también lo es, lo que

21



resulta en una la fuerza del oscilador elevada; y esto es lo que ocurre en el estado S,. Por el
contrario, el solapamiento ntt* es bajo, lo que conlleva a una fuerza del oscilador bajay, por

ello, el estado S; es oscuro.

6.4. Efecto del disolvente

A continuaciéon, se ha estudiado el efecto del disolvente mediante la comparacién de los
espectros de absorcion estaticos de la molécula protonada (neutra) en vacio, y en agua con el

modelo PCM de disolvente.

Como se puede ver en la Figura 5 (B) y (C), y en la columna de “Orbitales” de la Tabla 5, el
caracter de los orbitales involucrados en la excitacion de cada estado no varia al ir de vacio a
disolucién acuosa. Ademas, también puede verse en la Tabla 5, que los valores de las fuerzas
osciladoras en todos los estados son practicamente iguales. En cuanto a las energias de los
estados, se observa una tendencia con energias ligeramente mayores en los estados de la
molécula en el vacio, a partir del estado S, (3.65 eV > 3.51 eV), es decir, el agua induce un red-
shift de estos estados. Esto se debe a que el momento dipolar de los estados excitados es
mayor que el del fundamental. Por tanto, al ir al agua, se ven mas estabilizados por el dipolo
deldisolvente que el estado fundamental, lo que hace que las energias de estos estados sean

mas bajas en agua.

Tabla 5. Energias de los estados excitados QM/Vacio y QM/PCM en la azoquinolona neutra a CAM-B3LYP/aug-cc-pVDZ

Estado Medio E/eV f/ Unid. Arb. Orbitales
Vacio 2.76 0.00 n4TT;*
> PCM 2.78 0.00 noTe*
Vacio 3.65 1.06 T *
52 PCM 3.51 1.18 —
Vacio 4.01 0.07 LT *
> PCM 3.96 0.09 T *
Vacio 4.42 0.00 N *
> PCM 4.20 0.00 o™
Vacio 4.49 0.03 TO3TT, >
> PCM 4.44 0.03 Tt

En conclusién, el efecto del disolvente, solvatocromismo, se caracteriza por la mayor

estabilizacién de los estados excitados al pasar de vacio a agua, de acuerdo con el momento
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dipolar del disolvente. Esto se traduce en una disminucidn de la energia del estado brillante S,
lo cual es positivo desde el punto de vista farmacolégico, porque la energia necesaria para la
dicha excitacién se aleja de laregion UV;y en un ligero aumento de la del estado S, lo que hace
que el gap energético S./S; disminuya, aumentando asi el rendimiento cuantico de

fotoisomerizacién trans—cis, al evitar caminos no reactivos.

6.5. Efecto de la desprotonacion

En este apartado se estudian los espectros de absorcion de la azoquinolona protonada
(neutra) y desprotonada (anién) en agua. Con esta comparacion se ve que la desprotonacion
en la azoquinolona tampoco provoca grandes cambios en los orbitales involucrados en las
primeras excitaciones de la molécula, como se ve en la Figura 5 (A) y (C). De hecho, el caracter
de casi todos los estados excitados coincide en ambas especies, aunque la numeracién

relativa de los orbitales cambie, como se puede ver en la Tabla 6y en la Figura 5 (A) y (C).

Tabla 6. Estados excitados QM/PCM en la azoquinolona neutra (Q) y a la especie desprotonada de esta (Q) a CAM-B3LYP/aug-
cc-pVDZ

Estado Especie E/eV f/ Unid. Arb. Orbitales
Q 2.78 0.00 N4t ™
> Q 2.81 0.00 natE*
Q 3.51 1.18 T *
> Q 3.54 1.21 T *
Q 3.96 0.09 T *
5 Q 3.71 0.08 T
Q 4.20 0.00 N *
> Q 4.06 0.00 AT
Q 4.44 0.03 TGT0 %
> Q 4.33 0.22 T

En cuanto a la fuerza del oscilador, se observa en la Tabla 6 que el estado brillante de menor
energia coincide de nuevo con el estado S,, con valores para ambas especies muy similares a
1 (1.18 y 1.21). Atendiendo a la energia de cada estado en sus dos formas comparadas, se
aprecia como para los estados S1 y S, hay una diferencia de tan solo 0.03 eV entre ambas
especies, siendo ligeramente mayor la anidnica. Por ello, el gap S:/S, se mantiene al
desprotonar la azoquinolona, con lo que se esperan rendimientos cuanticos similares para

ambas especies.

23



De los resultados recogidos en la Tabla 6 se puede concluir que la desprotonaciéon no supone
variaciones determinantes en el espectro de absorcién de la azoquinolona, por lo que su

efecto es menos notable que el producido por el disolvente, visto en el apartado 0.

6.6. Efecto de la derivacion del azobenceno

El ultimo efecto sobre el espectro de absorcién de la azoguinolona que se estudia es el de la
derivacion. Para ello, se toma el espectro medido en el vacio del azobenceno, y el
correspondiente de la azoquinolona. Al analizar la ultima columna de la Tabla 7, se aprecia
como el caracter de los orbitales involucrados en cada excitacion no varia sustancialmente del
azobenceno a la azoquinolona, como se muestra en la Figura 5 (B) y (D). Analizando
cualitativamente los valores recogidos en la Tabla 7 que toman las fuerzas osciladoras en
ambas especies, se saca la misma conclusién para ambas, que es que el estado brillante (con

elvalor de f mas alto) de menor energia es el S,.

Tabla 7. Energias de los estados excitados QM/PCM en la azoquinolona neutra (Q) y en el azobenceno (AB) a CAM-
B3LYP/aug-cc-pVDZ

Estado Especie E/eV f/ Unid. Arb. Orbitales
Q 2.76 0.00 —_
> AB 2.75 0.00 et
Q 3.65 1.06 —
S AB 4.07 0.79 —
Q 4.01 0.07 LT
> AB 4.69 0.03 Tt
Q 4.42 0.00 NoTt*
>t AB 4.70 0.00 T *
Q 4.49 0.03 -
> AB 5.37 0.00 T

Por otro lado, analizando las energias de los estados excitados, se observa que el estado S,
disminuye su energia al pasar del azobenceno (4.07 eV) a la azoquinolona (3.65 eV), es decir,
que experimenta un red-shift, lo cual es beneficioso por alejarse de laregién UV en las energias
de excitacion. Ademas, el S; aumenta ligeramente su energia del azobenceno (2.75 eV) a la
azoquinolona (2.76 eV), con lo que contribuye a la disminuciéon del gap S+/S,, aumentando
seguramente el rendimiento de la isomerizacion, al no haber tanto exceso de energia que

permita poblar otros caminos de reaccién.
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6.7. Mecanismo de fotoisomerizacion del azobenceno y la azoquinolona

En la Figura 6 (A) se muestra el camino de fotoisomerizacién trans—cis del azobenceno en el
vacio, tras la excitaciéon al estado excitado brillante, Ttt*, a CAM-B3LYP (26)/cc-pVDZ (20).
Analogamente, en la Figura 6 (B), se muestra el camino de fotoisomerizacién trans—cis de la

azoquinolona en el vacio, al mismo nivel de teoria.

E/eV
E/eV

Min,, (0.70)

0.
Ming. (0.00) Mingc (0.00)
Figura 6. (A) Superficie de energia potencial de la fotoisomerizacion trans-cis del azobenceno en vacio a CAM-B3LYP/cc-pVDZ.
(B) Supertficie de energia potencial de la fotoisomerizacion trans-cis de la azoquinolona en vacio a CAM-B3LYP/cc-pVDZ

Tras la excitacion del estado excitado iit* cabia esperar dos caminos posibles de relajacion de
este estado: a un minimo de energia o, directamente, al punto de cruce con el estado ntt*. En
el caso de ambas moléculas se da la primera situacion, en la que la molécula se relaja desde
su excitacion con la geometria de la region FC a un minimo local de energia del tit*, para luego

subir a la interseccién con el ntt*.

Sin embargo, aunque ambas moléculas siguen un perfilde energia potencial analogo, se puede
observar como la diferencia entre las energias de los estados S,y S;en laregidon FC, 1.44 eV en
el caso del azobenceno, y 1.01 eV en el de la azoquinolona, disminuye tras la derivacion del
azobenceno, como se vio en el apartado 6.6, en el que se discutia el efecto de la derivacion.
En este caso, el cambio mas significativo se ve en la energia del trt*, que disminuye de 4.18 eV,
en el azobenceno, a 3.77 eV, en la azoquinolona; y la energia del estado n1t* en la geometria de
la region FC, tras la absorcion, aumenta ligeramente del azobenceno (2.74 eV) a la
azoquinolona (2.76 eV), lo cual contribuye a la disminucidn de este gap. Por otro lado, también
se observan cambios en la diferencia de energia entre el minimo del tit* y la interseccion de
los estados itiit* y ntt*, de 0.35 eV, en el azobenceno, a 0.20 eV, en la azoquinolona; por lo que

la fotoisomeriacion es menos costosa en el caso de la azoquinolona.
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Tras llegar al punto de interseccidn entre los estados Tit* y ntt*, se espera que la energia del
estado nmt* decrezca hasta un punto de degeneraciéon con el GS, antes de llegar al TS. Sin
embargo, con los calculos realizados durante este trabajo no se ha conseguido un valor que
cumpla con dicha premisa, por lo que en la Figura 6 (A) y (B) se representa el camino que debe
de seguir el estado nt* con una linea punteada, a partir de la interseccion t*/ n1*, por no
saberse con certeza cudl es el punto en el que corta con el GS. No obstante, de acuerdo con la
bibliografia, se sabe que los derivados del azobenceno en este punto adoptan geometrias

cercanas a las del estado de transicion (4).

En conclusién, como se ha visto que la derivaciéon del azobenceno a la azoquinolona reduce la
energia de excitacion del S,y el gap entre el minimo delmrt* y la interseccidon mt*/nmt*, se espera

gue su rendimiento cuantico sea mayor que para el azobenceno.

7. Conclusiones

En este trabajo se ha estudiado un compuesto derivado del azobenceno con propiedades

fotofisicas potencialmente idéneas para su aplicacién como antibiético activado por luz.

Asi, se han realizado simulaciones de dinamica clasica, calculos estaticos cuanticos y
calculos estaticos con métodos hibridos QM/Clasicos, para hallar los espectros de absorcion
de las diferentes especies, en varios medios, y analizar cdmo la variacion de las condiciones
del sistema influye en los resultados, alterando el rendimiento cuantico de la
fotoisomerizacion. Con el analisis de los resultados obtenidos se ha llegado a las siguientes
conclusiones: (i) En cuanto al funcional elegido para el calculo de los espectros de absorcion,
DFT, CAM-B3LYP (26), M06-2X (28) y wB97XD (29) dan resultados muy similares, mientras que
B3LYP (18) se aleja mucho de los resultados experimentales, por lo que CAM-B3LYP (26) es el
elegido como dptimo para estos calculos. (ii) Al pasar de vacio a agua, es decir, al aumentar la
polaridad del medio, se estabiliza el estado S,, reduciéndose su energia, ya que el estado
excitado tiene un mayor dipolo que el estado fundamental, por lo que el gap S,/S: es menor
también. (iii) La desprotonacion de la azoquinolona no altera la energia de los estados
excitados, es decir, la desprotonacion de la molécula no tiene efectos significativos sobre el
espectro de absorcion de la molécula. (iv) La azoquinolona presenta un estado S, con menor
energia que el del azobenceno, por lo que la longitud de onda necesaria para activar a la

azoquinolona es mayor que la necesaria para activar al azobenceno. Esto supone un red-shift
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y, por lo tanto, una luz mas alejada de la regién UV, lo cual es ventajoso desde el punto de vista
clinico. Ademas, la azoquinolona muestra un estado S; de mayor energia que el del
azobenceno, lo que lleva la reduccién del gap energético S,/S+, aumentando asi el rendimiento
cuantico de la fotoisomerizacion, al reducir el niumero de caminos de desactivacion
accesibles. (v) En cuanto a las PES de ambas especies estudiadas en el vacio, se determina
gue son analogas, siguiendo ambas la misma sucesion de pasos, aunque se ve el efecto de la
derivacion, con la reduccién del gap S./S: en la region FC y entre el minimo mt* y el cruce
Ttk /nTt*, por lo que se espera un mayor rendimiento cuantico en la fotoisomerizacién de la

azoquinolona.

Con lo estudiado, se podria predecir que la azoquinolona es maéas conveniente que el
azobenceno como fotofarmaco, aunque los calculos realizados no son suficientemente
determinantes. Por ultimo, como se mencionaba en la introduccidn, este estudio forma parte
de un proyecto mas grande, en el que se modelizara la fotoisomerizacién de este potencial
antibidtico en el medio biolégico, con el objetivo de estudiar su efecto en la excitaciény en el

desarrollo de la reaccion.
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