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1. Abstract

Plinabulin is a molecule that is currently being studied as an anti-cancer drug due to its antimitotic
properties. It acts binding itself to the tubulin filaments, inhibiting tubulin polymerization and, hence,
cell division. Plinabulin also exhibits photophysical properties and it can act as a photoswitch. The
active Z isomer can be transformed into the biologically inactive E isomer, which is considered
metastable, and vice versa. This isomerization can be achieved upon light absorption, which allows

a better control of the drug, minimizing adverse effects and drug resistance.

This project delves into the photophysical properties and the photoisomerization mechanism of
plinabulin, which has been studied using the Time Dependent Density Functional Theory and hybrid
methods that combine Quantum and Classical Mechanics. The effects of different environments in
the absorption spectrum and the photoisomerization mechanism have been explored by means of
QM/MM and QM/PCM. The results obtained suggest that excitation to S; requires less energy in
polar solvents such as water than in vacuum, making the application in biological systems more
viable. Regarding the photoisomerization mechanism explored in this project, the Z isomer is excited
to S; relaxing to the energy minimum and then reaches the conical intersection that leads to So, which
is probably close to the transition state between both isomers. With the energy data obtained for each
geometry it is thought that excitation to S» might be needed to reach the conical intersection. In
addition, it seems that the photoisomerization has a better yield in water, as, based on the energetics,

reaching the conical intersection is easier.

2. Introduccion:

La fotofarmacologia surge por la necesidad de controlar mejor la selectividad y actividad biologica
de medicamentos, con el objetivo de prevenir efectos secundarios no deseados ademas de disminuir
la toxicidad y farmacorresistencia. Algunas de las dianas que se exploran en el ambito de la
fotofarmacologia son: proteinas de membrana, proteinas solubles o &cidos nucleicos (7). Actualmente

se estan estudiando métodos que permitan una mayor precision espaciotemporal.

Una estrategia que se suele seguir en el campo de la fotofarmacologia es la adiciéon de grupos
fotosensibles a moléculas que han demostrado tener actividad biologica. El efecto de la luz en las
moléculas fotosensibles puede ser reversible o irreversible. Si se trata de moléculas que sufren
transformaciones irreversibles se habla de photo-triggers. Estos son ampliamente usados en la
biomedicina, nanociencia y fotofarmacologia. En el caso de los photo-triggers el fragmento
fotosensible puede adherirse al medicamento protegiéndolo hasta ser irradiado con luz. Sin embargo,

al suftrir una transformacion irreversible sus aplicaciones ser ven limitadas debido a que estos no



pueden ser desactivados (2). Cuando la transformacion es reversible, entonces se habla de

photoswitches.

Los photoswitches son moléculas capaces de sufrir transformaciones estructurales tras ser irradiadas
con luz. La transformacion reversible fotoinducida o fotoisomerizacioén de estas moléculas da lugar a
isomeros distintos que tienen propiedades diferentes (por ejemplo, pueden tener distintas actividades
bioldgicas) y, por tanto, su estudio genera interés en campos como la nanociencia y la
fotofarmacologia. En general, los photoswitches se pueden clasificar en tres tipos: azobencenos (AB),

estilbenos (SB) o espiropiranos (SPR) (3).

Los AB constan de un grupo funcional azo (R-N=N-R”) que une dos sistemas aromaticos que bajo
radiacion electromagnética puede isomerizarse de su forma trans (E) a su forma cis (Z), siendo esta
ultima generalmente la mas inestable. Los SB son similares en estructura a los azobencenos pero, en
vez de R-N=N-R’, tienen un enlace Ar-C=C-Ar’ y, por tanto, la diferencia energética de sus isomeros
no es tan marcada como en el caso de los ABs. Adicionalmente, a parte de su isomerizacion E-Z
(Figura 1 A y B) pueden sufrir una ciclacion dando lugar a una especie inestable (Figura 1 C) que
finalmente puede sufrir una oxidacion irreversible dando lugar a una especie diferente al photoswitch
original (Figura 1 D). Finalmente, los SPRs y las oxazinas sufren una transformacion en la cual el

heterociclo se rompe dando lugar a una quinona o zwitterion (3).

(A) (B) (€) (D)
h h d.
\ v v ox
hv’ hv'o
A AT

Figura 1. Isomerizacion de la molécula de estilbeno de su isomero E estable (A) a su isomero Z (B)
y su posterior ciclacién que pasa por un intermedio (C) para finalmente oxidarse de forma irreversible

(D).

Actualmente, los photoswitches mas utilizados son los derivados de AB, ya que suelen cumplir la
mayoria de los requisitos para poder ser utilizados como fotofarmacos: fotoisomerizacion tras la
absorcion de luz visible (no dafiina para los seres vivos y atraviesa profundamente los tejidos),
isdmeros generalmente estables en el medio biologico y rendimiento de fotoisomerizacion alto.

Ademés, el mecanismo de fotoisomerizacion de los derivados de AB se ha estudiado previamente

).

No obstante, en este trabajo, se estudia la plinabulina, un photoswitch en el cual un doble enlace -
C=C- rota al ser irradiado con luz visible entre una conformaciéon Z (estable) y una conformacion E

(metaestable). La plinabulina es similar a los estilbenos en el aspecto de que su doble enlace es -C=C-
2



sin embargo, sus estructuras no son iguales. El fragmento fotosensible se llama hemipiperazine (HPI)
y su doble enlace -C=C- es el inico que se isomeriza (Figura 2 A). Por lo tanto, la molécula presenta

dos isémeros (E y Z) que pueden fotoisomerizar de forma reversible (35).

Actualmente el isomero Z de la plinabulina (Figura 2 A), estd en fase clinica III para el tratamiento
del céncer ya que act@ia como un agente antimitotico interactuando con la tubulina. Este es un
derivado natural de la fenilahistina (Figura 2 B), que es un producto natural que se aisla del hongo
Aspergillus ustus, el cual también muestra actividad contra las células cancerigenas. Sin embargo,
todos estos estudios se estan realizando sin tener en cuenta su potencial como photoswitch, es decir,

el mecanismo citotoxico tiene lugar en el estado electronico fundamental (6).

(A) o (B)

Figura 2. (A) Isémero Z de la plinabulina. (B) fenilahistina.

Recientemente se estd investigando el potencial de la plinabulina como fotofairmaco ya que muestra
fotocromismo Figura 3 sin necesidad de modificar su estructura, lo cual es una ventaja frente a otros
photoswitches (5). La ventaja que presenta este photoswitch frente a uno de tipo AB, es que no genera
especies potencialmente cancerigenas debido a la formacion de iones nitrenio por la ruptura del grupo
azo (7). Por su parte el isomero E de la plinabulina (biolégicamente inactivo) se considera un
profarmaco metaestable que puede ser administrado para su posterior activacion, con luz azul cian
una vez introducido en el organismo, dando lugar al isémero Z (biol6gicamente activo) (5). De esta
forma, se podrian reducir los efectos secundarios causados por el tratamiento y paliar la

farmacorresistencia, que se consideran los principales problemas de los tratamientos contra el cancer.
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Figura 3. Isomeros de la plinabulina donde ¢ y ® son los valores de los diedros en funcion de los
atomos 1, 2, 3,4y 1°, 2°, 3°, 4 respectivamente. El enlace C=C que fotoisomeriza se encuentra

resaltado en azul.

El mecanismo de fotoisomerizacion de la plinabulina no se ha tratado en estudios previos. Es por ello
que en este trabajo se realiza el estudio computacional de la fotofisica de la plinabulina, incluyendo
el espectro de absorcion y el mecanismo de fotoisomerizacion, mediante célculos de time-dependent
density functional theory (TD-DFT). Ademas, se incluye el medio bioldgico mediante el uso de
métodos  hibridos  quantum  mechanics/molecular  mechanics (QM/MM) 'y  quantum
mechanics/polarizable continuum model (QM/PCM) donde el cromo6foro se describe por TD-DFT
(region QM) y el entorno se describe de forma clasica (region MM o PCM). Estos célculos han sido
realizados teniendo en cuenta el pH relevante al medio biologico (pH=7.4), en el cual la molécula es

neutra.
3. Objetivos
Durante el desarrollo de este trabajo se busca alcanzar los siguientes objetivos cientificos:

e Comprender la fotofisica de la plinabulina, mediante el estudio de su espectro de absorcion y

mecanismo de fotoisomerizacion.

e Identificar el mecanismo de fotoisomerizaciébn mds probable, analizando las superficies de
energia potencial de los estados excitados que participan y caracterizando los orbitales

involucrados en las excitaciones.
e Comprender el efecto del disolvente en la fotoisomerizacion y en los espectros de absorcion.
Asi mismo, se pretende alcanzar también los siguientes objetivos generales:

e Adquirir el manejo del sistema operativo Linux y aprender a usar programas de modelizacion
computacional cuantica y clasica (Gaussian (8) y Amber (9)), ademds de otros programas de

visualizacion como VMD (10), Molden (11) o Gaussview (12).
4



e Alcanzar un entendimiento basico del fundamento tedrico de los célculos.
e Adquirir herramientas como, capacidad de busqueda y manejo de la bibliografia.
4. Plan de trabajo

Semanas 1-2: Lectura del material bibliografico y familiarizacion con el sistema Linux.

Semanas 3-4: Célculos con Gaussian de las geometrias optimizadas del estado fundamental (So) en
medio acuoso y en vacio de los dos isomeros de la plinabulina utilizando los funcionales B3LYP (73),
CAM-B3LYP (14), M06-2X (15) y ®BI7XD (16).

Semanas 5-6: Calculos de los espectros de absorcion UV-Visible estdticos en agua y en vacio y

optimizacién de las geometrias en DMSO de Sy, con los mismos funcionales.

Semanas 7-8: Calculo de los espectros estaticos en DMSO y calculos de la dinamica molecular de los

isomeros de la plinabulina en DMSO en Amber.

Semanas 9-10: Calculo del espectro de absorcion de 100 snapshots seleccionados de la dindmica
molecular en DMSO (espectro dinamico), por calculos QM/MM y QM/PCM, para la eleccion del

funcional mediante la comparacion con los resultados experimentales.

Semanas 11-13: Calculo de la dindmica molecular de la plinabulina en agua y obtencién del espectro

dinamico QM/MM con el funcional elegido.

Semanas 14-15: Estudio estatico del mecanismo de fotoisomerizacion en agua y en vacio.
Semanas 16-17: Redaccion de la memoria final.

Semanas 18-19: Preparacion de la defensa.

5. Métodos teodricos

5.1.  Ecuacion de Schrodinger

La ecuacion de Schrédinger [1] permite describir la evolucion temporal de un sistema basdndose en
su funcion de onda (P(R,1,t)), la cual depende de las posiciones de todas las particulas del sistema

(nucleos R y electrones r) y del tiempo (t).

G, .
ihaq’(r, t) = HY(R,1,t) [1]
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H=T(R,7) +V(R,1,t) [2]

En esta ecuacion el operador hamiltoniano (H) [2] representa la energia del sistema, englobando las
energias cinéticas de nucleos y electrones (T;, y T, ), y los potenciales de atraccion nicleo-electron
(Ve) y repulsion nucleo-ntcleo y electron-electron (V;,, v V,,.). Cuando el potencial no depende del
tiempo, como es el caso de los sistemas estacionarios, la ecuacion [1] se puede simplificar definiendo
un hamiltoniano y una funcion de onda independientes del tiempo. Por tanto, en estos casos, se trabaja
con la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo [3]. Esta tiene solucion analitica en
sistemas de un electron (dos particulas), pero para trabajar con sistemas multielectronicos se deben

usar mas aproximaciones (77).

A¥Y(R,r) = E¥(R,7) [3]

La primera aproximacion que se toma es la de Born Oppenheimer, en la que se tiene en cuenta que la
masa de los nucleos es mucho mayor que la de los electrones, siendo posible considerar el movimiento
de estos despreciable con respecto al movimiento electronico. Esto implica que la energia cinética de
los nucleos se puede considerar nula y el potencial internuclear (Van) constante. Otra forma de verlo
es la separacion de la funcion de onda total en una funcioén de onda nuclear (¢™(R)) y una funcion
de onda electronica (W€(r; R)) [4] que depende de las coordenadas de los nucleos (R) de forma

paramétrica (para cada geometria dada de los nucleos la funcion de onda electronica cambia).
YR, 1) =¥Y"(R)¥(r;R) [4]

Para obtener una solucion aproximada de la ecuacion de Schrodinger electronica independiente del
tiempo, la mayoria de los métodos ab initio en quimica tedrica se basan en la aproximacion de
Hartree-Fock (HF). En HF se define la funcion de onda como un determinante de Slater. Este método
es variacional, es decir, las energias obtenidas a partir de funciones de onda aproximadas siempre
tendran una energia mayor a la funciéon de onda exacta. Por tanto, se busca la funcion de onda que
minimice la energia. El principal inconveniente de HF es que no incluye la correlacion electronica,
es decir, la dependencia explicita del movimiento electronico con la posicion de otros electrones.
Existen métodos basados en HF (métodos post-HF) que aspiran a recuperar la correlacion electronica,
como el método de interaccion de configuraciones (CI) o el método Coupled Cluster (CC). En este

estudio se utiliza el método de la teoria del funcional de la densidad, DFT por sus siglas en inglés

(17-19).



5.2. Teoria del funcional de la densidad (DFT)

Aligual que los métodos post-HF, la teoria del funcional de la densidad aspira a incluir la descripcion
de la correlacion electronica que falta en HF pero, en vez de optimizar la funciéon de onda, optimiza
la densidad electronica. La DFT se basa es los teoremas de Hohenberg y Kohn (20). El primero
establece que la energia de un estado electronico fundamental puede determinarse, siempre que se
conozca la densidad electronica p () de este, sin conocer su funcion de onda. A su vez, la energia se

puede separar en sus términos cinéticos y potenciales [5].

E(p) =T(p) + Voe(p) + Vee(p) + Vi (p) [5]

Donde T(p) es la energia cinética, y V. (p), V,.(p) v V,,,(p) son los potenciales de interaccion
nucleo-electron, electron-electron y nicleo-nticleo. Para una geometria dada Vj,,,(p) es constante y
.. (p) depende del potencial externo creado por el ntcleo. Por otra parte, T (p) y V.. (p) no dependen
del potencial externo y se incluyen en el funcional de Hohenberg-Kohn (Fuk), que es desconocido.
Ademas, el segundo teorema de Hohenberg-Kohn establece que DFT es variacional, es decir, que una
densidad electronica aproximada proporcionard una energia superior a la de So exacto. Para
desarrollar funcionales aproximados Kohn y Sham (2/) consideraron que la densidad electronica en
un sistema ficticio donde no hay interacciones electronicas es igual a la densidad de un sistema real

donde si las hay. Aplicado a la ecuacion 5 se puede reescribir como:
E(p) = Tgs(p) + Vae(p) +J(p) + Exc(p) [6]

Exc(p) =T(p) — Tys(p) + Vee(p) — ] (0) [7]

Donde la energia cinética del sistema ficticio es Txs(p), J(p) es la energia de interaccion cléasica entre
electrones (energia de Coulomb) y el término E,..(p) incluye los efectos de correlacion e intercambio,
la energia cinética que no esta incluida en el sistema ficticio, y la correccion de la autointeraccion
electronica. Para determinar la energia y la densidad electronica de un sistema, la estrategia a seguir
es similar a HF y consiste en encontrar el conjunto de orbitales Kohn-Sham que dan lugar a la
densidad electréonica que minimiza el valor de la energia de acuerdo con las ecuaciones de Kohn y

Sham [8, 9], donde “i” es el indice de cada electron y “(1)” indica las coordenadas de este.

- 1 _
hes (DY, = —§v2(1) + Vo, (DY = Y, [8]



N
Poy (1) = Do (D) +2 ) J(1) + e (D) 9]
i=1

La ecuacion 8 se obtiene tras aplicar el hamiltoniano (h) sobre la funcién de onda, de forma que se
obtiene la energia del sistema. El termino ¥, 7> que se define en la ecuacion [9], representa un potencial
efectivo y engloba los términos de interacciones nucleo-electron (V,,(1)), la repulsion clésica
electron-electron (f(1)) y el término de correlacion e intercambio V. el cual depende de E,..(p) y de

la densidad electronica de acuerdo con la ecuacion [10]. Dicho funcional E,.(p) es desconocido, por

lo que se usan funcionales aproximados.

8Ex.(p)

= 5om

[10]
Los funcionales desarrollados se agrupan segun su tipo de aproximacion: los que se obtienen a partir
de la aproximacion de la densidad local (LDA), los de aproximacion de gradiente generalizado (GGA)

y los funcionales hibridos (los cuales usan parte de la energia de intercambio obtenida en HF). Para
este estudio se emplearan los funcionales hibridos CAM-B3LYP, M06-2X, ®B97XD, B3LYP.

La DFT se puede aplicar a estados fundamentales pero, para obtener la energia de estados excitados
se debe hacer uso de su version dependiente del tiempo, referida como TD-DFT por su nombre en
inglés Time Dependent Density Functional Theory, en donde se aplica una perturbacion a la densidad
electronica de So para obtener las propiedades de los estados electronicos excitados. En el caso de
este trabajo se desea estudiar la interaccion de la luz UV/Visible con la plinabulina, ya que es gracias
a esta interaccion que se produce el mecanismo de fotoisomerizacion. Esta radiacion excita al

cromoforo a estados electronicos excitados y por ello se debe emplear TD-DFT (18,22,23).
5.3.  Funciones de base

Las funciones de base se pueden definir como las descripciones matematicas de los orbitales atdbmicos
X, que se usan para construir los orbitales moleculares ®;, por combinacion lineal [11], y son un

factor fundamental en la calidad del calculo.

;= Z Cir Xy [11]

r



Esta aproximacion se conoce como combinacion lineal de orbitales atomicos (CLOA), y aplica el
teorema variacional de forma que los coeficientes (c;,-) se parametrizan para que la energia (E) sea

minima [12].

6_E =0 [12]
dc;

Las funciones de base se eligen teniendo en cuenta dos aspectos: qué tipo y cudntas funciones se van
a utilizar. En cuanto al tipo de funciones, se definen los orbitales gaussianos (GTO) y los orbitales de
Slater (STO). Cabe destacar que las funciones STO son mas exactas, sin embargo, su coste
computacional es mayor. Generalmente se utilizan combinaciones de funciones GTOs para obtener

la forma de las STOs.

En cuestion cantidad de funciones, se define una base minima como aquella que usa una tinica funcion
por cada orbital atdbmico ocupado. La calidad de los resultados se puede mejorar aumentando el
numero de funciones que se usan para representar un orbital atdmico, por ejemplo, pasando de una a
tres funciones. En este caso la base se consideraria triple. Este concepto se puede aplicar a todos los
orbitales ocupados o solo a los orbitales de la capa de valencia en cuyo caso se obtienen las

denominadas bases extendidas de valencia.

Otra estrategia de mejora es la introduccion de funciones que representen orbitales no ocupados en
So, estas se conocen como funciones de polarizacion y permiten una mejor descripcion de la
distribucion electronica, sobre todo cuando se forman enlaces. Ademas, se pueden incluir funciones
difusas, las cuales permiten describir electrones alejados del nticleo con mayor precision, esto es

especialmente util cuando se trabaja con aniones (78).

En este trabajo se ha usado la base de Dunning cc-pVDZ (24). Esta es una base doble zeta donde cada
orbital de valencia esta descrito por dos funciones, la “p” en el nombre indica que adicionalmente
esta base incluye funciones de polarizacion. Ademads, los coeficientes y los exponentes de las
funciones primitivas de las bases “cc” se optimizan incluyendo correlacion electronica en los

calculos.
5.4. Dinamica molecular clasica

Para trabajar con sistemas de gran tamafio, por ejemplo, la simulacion de una molécula en medio
biologico, el uso de métodos basados en la mecanica cuantica no es viable (por una cuestion de tiempo
y coste computacional). Describir un medio requiere incluir en el calculo un gran nimero de atomos

(esta cifra puede alcanzar la escala de 10°). Por lo tanto, para poder llevar a cabo un estudio de este

9



tipo, se requiere el uso de un método que sea relativamente rapido y que tenga un grado de precision
aceptable (25).

En estos casos se emplean métodos basados en la mecanica clasica, en los cuales se calculan las
fuerzas presentes en el sistema y su evolucion de forma clasica. La evolucion temporal del sistema se
puede obtener a partir de las ecuaciones Hamiltonianas del movimiento [13 y 14] siguiendo las Leyes

de Newton.

% — _% [13]
dt dql
dg; _ dTi [14]
dt dpl

31
1

Donde p;es el momento lineal de la particula “i”, g; las coordenadas de esta y V; y T; son la energia
potencial y cinética. Estas ecuaciones [13 y 14] no tienen una solucidn analitica y deben resolverse
mediante aproximaciones. Una de las estrategias seguidas consiste en aplicar el algoritmo de Verlet,

donde se realiza un desarrollo de Taylor, truncado en el término de segundo orden, de ambas

(1344
1

ecuaciones. Teniendo en cuenta que se estd trabajando con moléculas, donde las particulas son

nucleos y aplicando el algoritmo de Verlet se obtienen las siguientes ecuaciones:

At? dV;(t)

vi(t +40) = vi(8) = 5| — = iR, [16]

At <dVi(t + At) dVi(t)>
+
2m

Donde R; son las coordenadas de los nuicleos, A4t es el incremento del tiempo, (t + At) es el intervalo

en el que se va a calcular el sistema de coordenadas y la velocidad, y t es el tiempo inicial. Para

avi(t)
dR;

calcular la dindmica molecular se calcula primero el gradiente de la energia potencial , en el

tiempo inicial, de forma que se obtienen las coordenadas del siguiente instante R;(t + At) [15].

av;(t+A4t)

Luego se calcula el diferencial a partir del cual se obtiene la velocidad v;(t + At) [16],

4

pudiéndose calcular la siguiente posicion. Este procedimiento se repite hasta que se completa el
numero de pasos requerido en la simulacion. En otras palabras, es posible calcular la velocidad y las

coordenadas de un momento dado usando la informacién conocida del momento previo. Para emplear

10



este algoritmo es necesario describir el sistema inicial en detalle (se deben conocer las coordenadas

y velocidades iniciales).

En la mecénica molecular clésica se usa un campo de fuerzas donde se relaciona la energia potencial
del sistema con las coordenadas internas. De esta forma, la energia potencial se puede descomponer

en los potenciales enlazante y no enlazante (26).

Venlazante = 2 Ky (b — bo)z + z Ko (6 — 90)2 + Z Kx[l + cos(ny — o)] [17]

enlaces angulos diedros

12 6
B Roninij 5 Rumin,ij
Vno enlazante — gij T N T
ij 7]

pares ij
El potencial enlazante [17] depende de los enlaces, angulos y diedros. Los potenciales de enlaces los

qiq;
+

no enlazantes

angulos estan descritos como potenciales armonicos entorno a un punto de equilibrio (b, y 6y,
respectivamente) y el potencial de torsién o diedro se describe como potenciales de Fourier donde
se define la curva de energia potencial para cada valor del diedro (y) en funcién de los parametros
K,,n y o. El potencial no enlazante [18] engloba las aportaciones de los potenciales de Coulomb,
las fuerzas de van der Waals y las interacciones de repulsion. La suma de ambos componentes,
enlazante y no enlazante, es el potencial total V;,.,; €l cual se usara para obtener el gradiente de

energia en la dindmica molecular clasica (25,26).
5.5. Métodos hibridos

Como se ha visto en el apartado anterior la dindmica molecular clasica es especialmente Util al trabajar
con sistemas de gran tamafio. Pero, en ocasiones es necesario estudiar una region (o molécula) con
mayor precision. Para ello se hace uso de los métodos hibridos. En estos se definen dos regiones: una
region cuantica (QM) o inner (I) y una region clésica o outer (O) la cual puede tratarse de dos formas.
Se puede incorporar el medio de forma explicita (MM) o de forma implicita (PCM). Estos métodos
son especialmente relevantes a la hora de trabajar con medios bioldgicos ya que permiten la

simulacion del entorno y su interaccidon con el sustrato.

En los calculos QM/MM la energia [19] se calcula como la suma de la energia de la region clésica,

la region cuantica y la interaccion de ambas (I/O) (27,28).

Etotar = E; + Eo + EI/O [19]
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Eijo = Een(I / 0) + Epay(I / 0) + E¢; (1 / 0) [20]

La parte clasica de la energia [19] se calcula con un campo de fuerza. El termino Ej ,, hace referencia
a la interaccion entre las regiones y generalmente se expresa con la ecuacion [20] como la suma de
las fuerzas de van der Waals (E,4,,) y las interacciones (E,,,) y las interacciones electrostaticas (Eg;).
El célculo de las dos primeras se realiza cldsicamente mediante un campo de fuerzas. La obtencion
del término electroestatico es compleja y se puede calcular de tres formas: por embedding clésico,
electrostatico o polarizable. El primero, también conocido como Mechanical Embedding en inglés es
el mas sencillo y no simula la polarizacién de la region QM por parte del medio. Para simular la
polarizacion del medio sobre la region cuantica, se puede utilizar el Electrostatic Embedding donde
se usa un hamiltoniano efectivo que incluye las cargas de la region MM. Finalmente, si se desea
incluir también el efecto de la region cuantica sobre la region clasica, se debe usar Polarization
Embedding, aqui ambas regiones pueden polarizarse mutuamente (29). En este estudio se ha

empelado Electrostatic Embedding para entender el efecto del medio sobre la plinabulina.

Los célculos QM/PCM describen el medio de forma implicita donde, en lugar de incluir las moléculas
del disolvente de forma explicita, se utiliza un continuo dieléctrico polarizable que considera la
polarizacion de la region QM por el disolvente y viceversa. En este caso se describe la interaccion
entre ambos mediante la densidad de carga inducida en la superficie de una “cavidad” (Figura 4) de
esferas de van der Waals (VdAW) (30).

Superficie
“accesible” al
disolvente

Esferas de
disolvente

Superficie
“aislada” al
disolvente

Figura 4. Representacion de la "cavidad" de esferas en los célculos PCM.
6. Resultados y discusion
6.1. Detalles computacionales

6.1.1. Espectros de absorcion y dinamica molecular

Para llevar a cabo el estudio primero se ha optimizado, a nivel DFT, la geometria del sistema en So,

tanto la conformacién Z (estable), como la conformacion E (metaestable) (Figura 3), con los
12



funcionales B3LYP (13), CAM-B3LYP (14), M06-2X (15) y ®B97XD (14), todos ellos con la base
cc-pVDZ (24) usando el programa Gaussian 16 (6). Estos calculos se han realizado en vacio, agua y
dimetilsulféxido (DMSO), utilizando IEFPCM (31) para describir el disolvente. Para seleccionar el
funcional que mejor se ajusta a los resultados experimentales (35), se han calculado los espectros de
absorcion, a los mismos niveles de teoria que las optimizaciones. Se han usado las geometrias
optimizadas calculadas en DMSO (espectros estaticos), y de geometrias obtenidas a partir del calculo
de una trayectoria de dindmica molecular clasica en DMSO (espectro dinamico). Tras la eleccion del
funcional se ha calculado el espectro dinamico en agua, para estudiar la absorciéon en un ambiente

mas cercano al medio bioldgico.

Para calcular estas trayectorias de dinamica molecular clasica en agua y DMSO, primero se han
obtenido las cargas electrostaticas de la plinabulina a un nivel HF con una base 6-31G* con
Gaussian16. Posteriormente, se ha incluido el disolvente usando la herramienta de t/eap incluida en
Ambertools20 (32). Para describir la plinabulina, se han utilizado los parametros del campo de fuerzas
GAFF2 (33), exceptuando las cargas que son las previamente calculadas y fueron generadas con
antechamber y parmchk?2. El campo de fuerzas TIP3P (34) fue utilizado para describir el agua y los
parametros de Bryce Group de la Universidad de Manchester (35) para el DMSO. La caja de
solvatacion se ha generado en forma de octaedro truncado con un radio de 12.0 A. A continuacion,
se ha minimizado el sistema durante 2500 pasos utilizando el método steepest descent, seguidos de
2500 pasos utilizando el método conjugate gradient. Tras ello se ha calentado el sistema (heating)
de 0.00 K a 303.15 K mediante el célculo de una dindmica molecular NVT de 1 ns en la que se han
generado las velocidades iniciales de acuerdo con una distribucion de Boltzmann a 300.15K. Para
mantener la temperatura constante, se ha usado un termostato de Langevine que simula una disolucion
con colisiones aleatorias con una frecuencia de 1 ps’'. En esta etapa de heating se ha utilizado un

time-step de 0.002 ps.

El posterior equilibrado y produccion se han realizado en condiciones NPT (temperatura, presion y
numero de particulas constantes), donde la presion de del sistema se regula con un bardstato de
Berendsen y se mantiene a 1 bar. Al igual que en la etapa anterior la temperatura es de 303.15 K y se
ha usado un time-step de 0.002 ps. En total (equilibrado+produccion), se han calculado 120 ns en una
sola trayectoria en la que se consideran los primeros 20 ns como equilibrado y los tltimos 100 ns

como produccion.

Cabe mencionar que, durante el heating, el equilibrado y la produccion, los enlaces que involucran
atomos de hidrogeno han sido restringidos con SHAKE (36) y las interacciones de estos no se han
computado, esto es lo que ha permitido que durante estas etapas se pueda usar un time-step de 0.002

ps. Ademas, como la molécula consta de dos dobles enlaces (que deben tener una geometria
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restringida) los diedros han sido fijados dependiendo del isomero. Para el isémero Z se ha fijado el
valor del 4ngulo diedro del fragmento fotosensible (HPI) en 178 °, con una constante de fuerza igual
14.0. Mientras que el otro doble enlace se ha fijado con un diedro de 0 ° y una constante de 4.4. Para
el isomero E se han usado las mismas constantes, y el doble enlace no perteneciente al fragmento

fotosensible no se ha variado. El enlace del fragmento isomerizable sin embargo, se ha fijado con un

diedro de 0 ° (Figura 3).

Para calcular los espectros dindmicos, se han elegido 100 geometrias equiespaciadas de la dinamica
molecular y se ha calculado el espectro de absorcion para cada una de ellas. El disolvente (agua o
DMSO) en los sistemas se ha descrito usando el modelo electrostatic embedding QM/MM vy, también,
el modelo QM/PCM para DMSO (ver 5.5). Para obtener los espectros dinamicos se ha hecho la
convolucidn de los espectros de cada geometria como funciones gaussianas de anchura a media altura
de 0.3 eV. La region cuantica de los espectros dinamicos en DMSO se ha calculado con TD-DFT
usando los funcionales B3LYP y CAM-B3LYP y la base cc-pVDZ, y unicamente B3LYP/cc-pVDZ

para los espectros en agua.
6.1.2. Mecanismo de fotoisomerizacion

El estudio del mecanismo de fotoisomerizacion Z-E de la plinabulina se ha realizado a nivel
B3LYP/cc-pVDZ en Gaussianl6 de acuerdo con el benchmarking discutido en el apartado 6.2. Este
estudio se ha llevado a cabo en vacio y en agua (para simular el medio bioldgico). Para los célculos

en agua el disolvente se ha simulado con IEFPCM.

El estudio de la fotofisica se ha iniciado mediante el estudio de las excitaciones en la region Franck
Condon del isomero estable (Z), comprobando que el estado brillante es S1. Luego se ha optimizado
la geometria del estado brillante, para posteriormente buscar la interseccion conica Si/ So con SHARC

(37), que se considera cercana al estado de transicion (TS) que conecta ambos isémeros en So.
6.2. Eleccion del funcional
6.2.1. Espectros estaticos

De acuerdo con la revision bibliografica del estudio (38), en el cual se examina la precision de
distintos funcionales en calculos de estados excitados, se considera que los funcionales hibridos
CAM-B3LYP (14),M06-2X (15), ®B97XD (16) y B3LYP (13) son adecuados para iniciar el estudio
de la fotofisica de la plinabulina. Entre estos funcionales se elegird el mas apropiado mediante la
comparacion de los datos tedricos obtenidos con los datos experimentales (5) de ambos isémeros de

la plinabulina en DMSO.
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Para ellos, se han optimizado ambos isémeros de la plinabulina en DMSO (PCM) con los cuatro
funcionales. Seguidamente se obtienen los espectros estaticos de cada isomero con cada funcional,
con un cdlculo Single Point que parte de la geometria de equilibrio de So. De los datos obtenidos en
este calculo se ha determinado que el estado brillante de ambos isémeros es el Si, como se muestra
en laFigura 5, ya que es el estado con mayor fuerza osciladora (f). En otras palabras, el S es el estado
de menor energia con mayor probabilidad de ser poblado después de la absorcion de luz. Por otra
parte, los estados de mayor energia (S» y S3) tienen unas fuerzas osciladoras pequefias en comparacion
y por lo tanto su probabilidad de ser poblados es mas baja. Estados mayores en energia, a pesar de
haber sido calculados, no se consideran relevantes ya que con los datos del estudio experimental (5)

se sabe que no es necesario irradiar la molécula a energias altas para que ocurra la fotoisomerizacion.

Como el S; es el estado brillante, el méximo observado en el espectro de absorcion experimental se
corresponde probablemente con la excitacion al Si. Por tanto, para elegir el funcional, se comparan
los resultados del S; obtenidos de los espectros estaticos con los datos experimentales del maximo de
absorcion. De acuerdo con la Tabla 1, los funcionales B3ALYP y CAM-B3LYP son los que menos
difieren con los resultados experimentales para los isomeros E y Z, respectivamente. Por este motivo,
se seleccionan B3LYP y CAM-B3LYP para el calculo de los espectros dindmicos en DMSO, donde

el efecto de incluir varias geometrias para el calculo del espectro podria facilitar de decision final del

funcional.
(A) B
1.4 —— B3LYP 1.4 ( ) —— B3LYP
-+ CAM-B3LYP -=- CAM-B3LYP
1.24 —— wB97XD 1.2 —— wB97XD
—— M06-2X —— MO06-2X
1 14
2 g
© 0.8 © 0.8
% 0.6 % 0.6
- -
0.4+ 0.4
0.2+ 0.2+
0— 0_

T T T T T T

2 2
Estado Estado

Figura 5. Comparativa de las fuerzas osciladoras del Isoémero Z (A) y del Isomero E (B).
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Tabla 1. Comparacién de los resultados experimentales E (Exp) con los resultados de los espectros
estaticos a (CAM-B3LYP, M06-2X, ®B97XD y B3LYP), donde AE es la diferencia entre el valor

teorico y el experimental.

Isomero Z Isomero E
E (Exp.) 3.34 3.33
Funcional E (cal.) AE Funcional E (cal.)
B3LYP 3.08 -0.25 2.96 -0.38
CAM-B3LYP 3.67 0.34 3.53 0.19
M06-2X 3.69 0.35 3.64 0.30
oB97XD 3.71 0.38 3.68 0.34

6.2.2. Caracterizacion de los estados excitados

En este apartado se van a caracterizar los cinco primeros estados excitados de la estructura optimizada
del isomero estable de la plinabulina (isémero Z) en vacio, agua y DMSO. Los resultados son
parecidos con todos lo funcionales considerados, por lo que Unicamente se muestran al nivel
B3LYP/cc-pVDZ como se ve en la Tabla 2 y la Figura 6. Para los calculos en agua y DMSO, el
disolvente se ha incluido de forma implicita (QM/PCM). Para hacer el analisis se han tomado los
orbitales moleculares involucrados en las transiciones de mayor peso de cada estado y se ha estudiado
su caracter. En este caso los orbitales involucrados en las transiciones estudiadas son todos de tipo ©

o ¥,

Tabla 2. Estados electronicos del isomero Z de la plinabulina calculados a B3LYP/cc-pVDZ, en
vacio, agua (QM/PCM) y DMSO (QM/PCM).

Vacio Agua DMSO
Estado E (eV) f OM E (eV) f OM E (eV) f OM
Si 3.29 0.850 mymy” 3.11 1.021 mymny” 3.08 1.081 mymy”
S, 3.64 0289  m,m;” 3.62 0.311 T,y 3.58 0285 m,m”
Ss 4.08 0.002  mymy” 4.18 0.582 mm,” 4.15 0.053 mm,”
S 4.27 0.004  mgmy” 4.30 0.000 mumy” 4.24 0.000 mumy”
Ss 4.29 0.103 mm,” 4.40 0.000  mymy” 4.36 0.000  mgm;”
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Figura 6. Orbitales moleculares involucrados en los estados excitados del isomero Z en (A) vacio,

(B) agua 'y (C) DMSO a B3LYP/cc-pVDZ, utilizando PCM para describir el disolvente.

En la Tabla 2 se presentan las transiciones mas importantes para cada estado y en la Figura 6 los
orbitales involucrados en estas. Como ya se ha comentado, el estado S; es el que tiene una mayor

fuerza del oscilador (f) y por tanto, es el estado brillante y con mayor probabilidad de ser poblados.

En todos los casos, en el estado brillante, la transicidn mas relevante es m,m;*, en la cual el electrén
pasa de encontrarse en un orbital enlazante a un orbital antienlazante (Figura 7 A) entorno al doble
enlace C=C que fotoisomeriza. Por tanto, la excitacion al S; podria conducir a la fotoisomerizacioén

(ver apartado 6.4).

Figura 7. Orbitales moleculares involucrados en las transiciones mayoritarias de los estados S1 (A) y

del S> (B) del isomero Z de la plinabulina.
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El S; es el segundo estado con mayor probabilidad de poblarse tanto en vacio como en DMSO después
de absorber luz. No obstante, su fuerza del oscilador es considerablemente mas pequena que la del
estado brillante. La transicion predominante de este estado también implica el paso de un electréon de
un orbital enlazante a un orbital antienlazante (Figura 7 B) alrededor del enlace -C=C- que se
fotoisomeriza. Por tanto, si se irradia con la suficiente energia, también podria existir la posibilidad
de fotoisomerizacion tras poblar el estado S (si hubiese algtin cruce con el So que pudiese conducir

a un estado de transicidon que conecta ambos iSOmMeros).

En agua el segundo estado con mayor probabilidad de poblarse es el Sz, que igualmente tiene un valor
de fuerza de oscilador pequefio en comparacion a Si. Este es un estado de transferencia de carga, pero
el hecho de que su valor de fuerza del oscilador es pequefio sumado a su mayor energia y a que su
transicion mayoritaria no parece relevante para el mecanismo de fotoisomerizacion conduce a la
conclusion de que los estados importantes son S; y, tal vez, S,. Por este motivo, no se considera
relevante incluir estados de transferencia de carga para estudiar la fotoisomerizacion de la plinabulina,
y por tanto no es necesario usar un funcional con correccidon long-range, y se podria seleccionar
B3LYP para continuar con el estudio. Por tltimo, a partir del S3, los estados tienen valores de fuerza

del oscilador muy cercanos a cero.
6.2.3. Espectros dinamicos

Los espectros dindmicos se obtienen a partir de 100 geometrias equiespaciadas procedentes de la
dinamica molecular en DMSO en las que el disolvente se ha descrito con dos métodos diferentes: de
forma explicita, mediante QM/MM, y de forma implicita, mediante QM/PCM. De acuerdo con la
Figura 8 y la Tabla 3 todos los espectros calculados, excepto B3LYP QM/PCM, tienen una desviacion
a mayor energia (blue-shift) respecto al valor experimental. Los valores de B3ALYP QM/PCM de

ambos isomeros tienen una desviacion a menor energia respecto al valor experimental.
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Figura 8. Espectros experimentales (negro), espectros dinamicos a B3LYP QM/MM (rojo), CAM-
B3LYP QM/MM (verde), B3LYP QM/PCM (azul oscuro), CAM-B3LYP QM/PCM (azul claro) y
estaticos a B3LYP (rosa) y CAM-B3LYP (naranja) de los isomeros Z (A) y E (B) de la plinabulina.

Respecto a los valores del espectro estitico (Tabla 1), los valores dinamicos calculados,
correspondientes con los méaximos de los espectros de absorcion dindmicos, a B3LYP de ambos
isomeros, sufren un blue-shifi aproximandose mas al valor experimental. Por otra parte, los maximos
de los dos isomeros, obtenidos con CAM-B3LYP QM/MM, también experimentan un blue-shift pero,
en este caso, se alejan del valor experimental. Por ultimo, los valores calculados con CAM-B3LYP
QM/PCM difieren en los dos isémeros: para el isdmero estable (Z) el valor de energia dindmico es
ligeramente menor que el valor estatico y se acerca al valor experimental. Mientras que en isomero E

el valor dinamico es mayor que el estatico, y se aleja del valor experimental.
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Tabla 3. Valores de los maximos de absorcion de los espectros dinamicos a B3LYP y CAM-B3LYP
QM/MM y QM/PCM, valores de los maximos de absorcion experimentales y diferencia entre el valor

tedrico y experimental (AE).

Isomero Z Isomero E
E (Exp.) 3.339 3.331
Método Funcional E (cal.) AE E (cal) AE
MM B3LYP 3.40 0.07 3.40 0.07
CAM-B3LYP 3.83 0.50 3.83 0.49
PCM B3LYP 3.19 -0.14 3.19 -0.15
CAM-B3LYP 3.62 0.29 3.62 0.28

Cabe destacar que los valores maximos de absorcion tedricos (Tabla 3) de ambos isémeros son
iguales, a pesar de que los espectros difieren en su forma (lo cual se puede ver alrededor de 5 eV en
la Figura 8). Esto concuerda con el hecho de que los espectros experimentales de ambos isémero

tienen maximos muy cercanos, con una diferencia de tan solo 0.01 eV en valor absoluto.

Los valores calculados con B3LYP, tanto QM/MM como QM/PCM, difieren menos respecto al valor
experimental y en concreto el valor que mas se acerca es el calculado a B3ALYP QM/MM. Por tanto,
B3LYP puede ser adecuado para el estudio de la plinabulina si no se produce transferencia de carga
en los estados de interés. Si existiera transferencia de carga, CAM-B3LYP seria més indicado debido
a su mejor descripcion de la densidad electronica a distancias mas alejadas de los nucleos. Como se
ha visto en el apartado 6.2.2, no se considera necesario incluir estados con transferencia de carga para

el estudio de la fotoisomerizacion, por tanto, B3LYP es adecuado.
6.3. Efecto del disolvente y del muestreo configuracional

Es relevante comprender el efecto del disolvente, principalmente el agua, debido a que la plinabulina
se estudia para aplicaciones como farmaco. Por ello es importante comprender qué efectos podria
tener la presencia de un medio biologico, como es el agua, en el mecanismo de fotoisomerizacion y
los estados implicados. En este apartado se estudia el efecto de distintos medios en el isomero mas
estable (Z) de la plinabulina. Esto se ha hecho mediante los datos obtenidos de los espectros estaticos
(Tabla 1) en vacio y en dos disolventes (agua y DMSO) que se han calculado mediante el modelo
PCM. Se ha estudiado también el efecto del disolvente en los espectros dindmicos en agua y DMSO.
Estos han sido calculados con el disolvente de forma explicita (QM/MM), ya que en el nivel de

calculo usado da mejores resultados como se ha visto en el apartado 6.2.3.
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Atendiendo a los resultados de las excitaciones de los espectros estaticos comparadas con el momento
dipolar (p) (Tabla 4), se observa que, en el caso del estado brillante (S1), la tendencia general que se
sigue es un red-shift progresivo segun aumenta la polaridad del disolvente. El estado S; parece seguir

una tendencia similar. Aunque en ambos casos parece que los estados se estabilizan mas en DMSO.

Tabla 4. Energias del S1 y S, de los espectros estaticos del isomero Z en funcion del disolvente

calculadas a B3LYP/cc-pVDZ (QM/PCM).

E (eV)
Estado n (D) Vacio DMSO Agua
S1 14.42 3.29 3.08 3.11
S, 1.34 3.64 3.58 3.62
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Figura 9. Espectros dindmicos en agua y DMSO calculados a B3LYP/cc-pVDZ (QM/MM).

Atendiendo a la variacidon observada en agua respecto al vacio del estado brillante (Tabla 4). Esta se
puede explicar a partir de los valores de momento dipolar de S1 y So. El momento dipolar de S; (14.42
D) es mayor que el de So, siendo que el momento dipolar este es de 5.55 D, lo cual podria hacer que
el primer estado excitado se estabilice mas en disolventes polares, como ocurre en el caso del agua.
Esta misma explicacion no se puede aplicar de forma satisfactoria al estado S», que tienen un
momento dipolar igual a 1.34 D, y por lo tanto deberia estabilizarse menos con respecto al So. Esto
indica que deben existir otros factores que influyen en la estabilizacion de S, en agua, como por

ejemplo el cambio de geometria al reoptimizar en el disolvente.

En DMSO, a pesar de ser menos polar respecto al agua, la energia de la excitacion disminuye. La

diferencia sin embargo es pequefia en el caso del S; (la diferencia entre la energia en vacio y en agua

es de 0.18 eV, mientras que la diferencia entre agua y DMSO es de 0.03 eV). Y en S; la diferencia
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entre los tres medios es menos notable que en Sy, 0.02 eV (entre vacio y agua) y 0.04 eV (entre agua
y DMSO). Esto al igual que el caso anterior indica que deben existir otros factores que afectan a la

estabilizacion en DMSO y producen el shift de energias observado.

Al comparar los espectros dindmicos en agua y DMSO se observa que en este caso el valor de la
excitacion en agua es menor que en DMSO como se ve en la Figura 9. La diferencia es muy pequefia,
pero también podria deberse a los momentos dipolares de los distintos estados. Por otra parte, el
modelo utilizado para describir el disolvente puede afectar a los resultados tedricos obtenidos. Como
se ha visto en la Tabla 3 y en la Figura 8 , los resultados varian dependiendo de si el disolvente es
implicito o explicito. En este caso incluir las moléculas de agua de forma explicita puede afectar a la
estabilizacion del Si ya que se tienen en cuenta las interacciones especificas, como los enlaces de
hidrégeno. Como ya se ha mencionado en el apartado 6.2.3, incluir el disolvente de forma explicita
da lugar a que los resultados se aproximen mas al valor experimental, cuando se usa B3LYP.
Comparando ambos modelos (MM y PCM) se observa que, cuando se incluye el DMSO de forma
implicita (PCM), el maximo es menor que el maximo experimental, mientras que si el disolvente se
incluye de forma explicita (MM) la energia calculada es ligeramente mayor (ver Tabla 3 y Figura 8).
Esto podria deberse a que la descripcion explicita de las moléculas de DMSO tiene en cuenta la
direccionalidad de los enlaces a pesar de que este método, como se ha visto en el apartado 5.5 no

incluye la polarizacion mutua entre ambas regiones QM y MM.

En cuanto a la comparacion entre los maximos de los espectros dindmicos y los estaticos, cabe
destacar que los resultados dindmicos se aproximan mejor al dato experimental (Figura 8). Es logico
que los resultados dinamicos difieran menos del valor experimental debido a que se tiene en cuenta
el movimiento de la molécula alrededor de la geometria de equilibrio, siendo esta situacién simulada
mas fiel a lo que ocurre realmente. Cabria esperar, que al considerar varias configuraciones de la
molécula distintas a la de equilibrio, se produjese un red-shift ya que estas configuraciones tienen una
mayor energia que el minimo en el So y por lo tanto estarian mas cerca de Si. El blue-shift observado,

podria deberse a que la energia de dichas geometrias aumente en mayor proporcion en S;.

En conclusion, atendiendo a los espectros estaticos y dinamicos, se produce red-shift en la excitacion
vertical cuando se pasa de vacio a agua. Es decir, la energia necesaria para producir la excitacion es
menor. Esto implica que el estado brillante (S1) se estabiliza més que So en medio acuso. Cuando se
trata de aplicaciones farmacologicas, como es el caso de la plinabulina, es beneficioso que la energia
necesaria para inducir la isomerizacién sea lo menor posible, ya que es menos dafiino para los
organismos y penetra mejor en los tejidos, puesto que tiene mayor longitud de onda (39). Por tanto,

se considera ventajoso que la transicion vertical en agua sea menos energética.
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6.4. Mecanismo de fotoisomerizacion de la plinabulina

Finalmente se ha estudiado el camino de fotoisomerizacion Z-E de la plinabulina, tanto en vacio como
en agua (PCM). Como ya se ha mencionado, este estudio se ha realizado a nivel B3LYP /cc-pVDZ.
Tras la caracterizacion de los estados excitados en el apartado 6.2.2 del isdmero Z (estable), se ha
llegado a la conclusion de que los estados S1 y Sz son los mas prometedores para el estudio de la
fotoisomerizacion, al ser estados brillantes donde el electron pasa de estar en un orbital  a un orbital

n* (Figura 7) alrededor del enlace -C=C- que fotoisomeriza.

La suposicion inicial, es que como la energia de excitacion del estudio experimental es baja (5) y el
S1 es mas brillante que el So (Figura 5 A), cabe esperar que la fotoisomerizacion ocurra tras la
excitacion al Si. Por ello, se estudia primero la posibilidad de fotoisomerizacion tras la excitacion al
estado brillante. Lo que se obtiene es que tanto en agua como en vacio, tras la excitacion vertical al
estado Si, la plinabulina se relaja a un minimo de energia S;. Este minimo tiene una diferencia de
energia con la IC S1/So de alrededor de 1 eV (Figura 10) lo cual sugiere que habria que excitar al S
para poder alcanzar la IC. No obstante, una vez alcanzada la IC S1/So desde esta se puede volver a So.
La geometria de esta IC es intermedia entre las conformaciones E y Z, ya que el enlace C=C de interés
rota (Figura 10) y pasa de 178 ° en el isomero de partida a 134° en la IC y, finalmente, 0° en el isémero
E. Por tanto, se asume que la IC es cercana en energia al estado de transicion que conecta ambos

isomeros en So.

El perfil de energia en vacio y el agua es similar, pero en la region de Franck Condon (FC) la
diferencia de energia entre el S1 y el So es mayor en vacio (3.29 eV frente a 3.11 eV). Tal y como se
habia concluido en el apartado 6.3, la excitacion vertical es menos energética en agua.
Adicionalmente, como se habia previsto en base a los valores de los dipolos, el estado S; se estabiliza
mas que Soen agua: Sp se estabiliza 0.50 eV mientras que S; se estabiliza 0.59 eV. Una menor energia
de excitacion podria conducir a un aumento en el rendimiento de la fotoisomerizacion, debido a un
menor exceso de energia que reduciria la probabilidad de que la molécula tomase mecanismos

alternativos a la fotoisomerizacion.
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Figura 10. Mecanismo de fotoisomerizacion Z-E de la plinabulina en vacio (A) y agua (B). Las lineas
negras y verdes representan estados estacionarios € intersecciones conicas, respectivamente, a lo largo
de la fotoisomerizacion. Los estados So y Si se representan en naranja y azul, respectivamente. Por

ultimo, se incluyen los valores del diedro que fotoisomeriza a lo largo de la fotoisomerizacion.

En el caso de la plinabulina, el minimo Si en agua y la IC Si/So también se estabilizan mas en agua.
No obstante, el minimo S se estabiliza en menor medida que la IC S1/So por lo que la barrera
energética para alcanzar la IC S1/So es mas pequefia. Esto implica que, si se pudiese alcanzar la IC
desde el minimo de S, llegar al estado de transicion entre ambos isomeros seria mas facil en agua.
Por lo tanto, el rendimiento de la fotoisomerizacién aumentaria en medio bioldgico, ya que la IC es

mas accesible energéticamente y la probabilidad de llegar a ella seria mayor.

Con los datos obtenidos en este estudio inicial, se concluye que la fotoisomerizacion de la plinabulina

se ve favorecida por la presencia de un medio polar, y por lo tanto, seria posible en medio acuso, lo
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cual es conveniente para su uso como fotofarmaco. Es importante desatacar que, como la diferencia
energética entre el minimo de S; y la IC S1/So tiene un valor cercano a 1 eV, es probable que para

producir la fotoisomerizacion haya que excitar hasta So.
7. Conclusiones

En este trabajo se ha estudiado el espectro de absorcidn y las propiedades fotofisicas de la plinabulina,
que permiten que actie como un photoswitch y abren la puerta a nuevas aplicaciones para esta
molécula que ya se estudia para el tratamiento del cancer. En concreto, se han calculado los espectros
de absorcidn estaticos y dinamicos en distintos medios (vacio, agua y DMSO), empleando métodos
hibridos (QM/MM y QM/PCM), ademas del mecanismo de fotoisomerizacion en vacio y agua
(QM/PCM) para comprender como puede afectar el disolvente a la absorcion y a al fotoisomerizacion

de la molécula.

De los resultados obtenidos se ha llegado a las siguientes conclusiones: (a) Los espectros estaticos de
la plinabulina calculados con los funcionales M06-2X y ®B97XD difieren mucho de los resultados
experimentales y, por ello, estos funcionales se descartan para el estudio. BSLYP y CAM-B3LYP
dan resultados similares y requieren el calculo de espectros dindmicos para determinar cudl es el mas
adecuado. (b) Del estudio de los espectros dindmicos se concluye que el funcional B3LYP (13),
utilizando QM/MM para describir el medio de forma explicita, ofrece los resultados més cercanos al
experimento. (¢) Se determina también que el estado brillante S se estabiliza més que So al aumentar
la polaridad del medio. Esto se debe a que valor del momento dipolar del S; es mayor que el de So, y
hace que la excitacion vertical requiera menos energia en medio bioldgico. Por tanto, la energia
necesaria para producir la fotoisomerizacion sea menor, siendo ventajoso de cara a las aplicaciones
farmacologicas de la molécula, ya que una radiacion demasiado energética podria causar efectos
adversos en los organismos. (d) En el estudio de las superficies de energia potencial en agua y en
vacio, se ha comprobado la existencia de una interseccion conica Si/So. Y dada su geometria se
concluye que es cercana al estado de transicion que conecta los dos isdémeros en el So. Se observa el
efecto del disolvente en el mecanismo de fotoisomerizacion Z-E, y se determina que la presencia de
un medio polar, como lo es medio bioldgico, favoreceria el mecanismo. Ademads, a partir de los
valores de energia obtenidos se cree que, posiblemente, la excitacion a S; no sea lo suficientemente

energética como para alcanzar la IC, en cuyo caso seria necesario excitar ha S.

Con los estudios realizados se puede especular que la plinabulina es un photoswitch adecuado para
un uso en ambientes biologicos. Su isomero estable (Z) tiene actividad bioldgica como antimitotico
(5), y su mecanismo de fotoisomerizacion es posible en medio acuoso, sobre todo si se excita al S».

Ademas, para fotoinducir la plinabulina no es necesario usar radiaciones muy energéticas, sobre todo
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desde el S1, que sean dafiinas para los organismos vivos ya que el maximo de absorcion de la molécula

se encuentra en el rango de la luz visible.

Por ultimo, cabe mencionar que este estudio podria servir de base para un estudio mas amplio en el
cual se profundice més en las propiedades fotofisicas de la plinabulina. Seria de gran interés conocer
el mecanismo de la fotoisomerizacion E-Z y el estado de transicion que conecta ambos isdémeros. Ya
que idealmente se pretende administrar la plinabulina como profarmaco (isémero E) para luego
activarla en el organismo. Se podrian también explorar los mecanismos de desactivacion tras la
excitacion al Sz que, como ya se ha visto, es un estado que podria conducir a la fotoisomerizacion.
Adicionalmente, estudiar la fotoisomerizacion de la molécula en la tubulina y los sitios de union con
esta, podria proporcionar un mayor entendimiento de las distintas actividades biologicas de ambos

isOmeros.
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