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Algun dia, alguien pulsara un boton y enviard una sefial a un satélite que, a su
vez, iluminard cinco millones de pantallas desde Albania hasta Zanzibar. Existe
el hardware necesario, solo hay que programarlo. Si exceptuamos un pequerio
detalle. ;Qué hay del software? ;Qué pondremos en todas esas pantallas?
JQuién lo escribira? ;Quién lo dirigira? ;Quién lo interpretara? Hay quiéen
esta intentando suplantar el factor humano, sustituir el cerebro y el corazon
humanos por microchips. Gadgets mecanicos que pueden simular emociones,
suenos, risas, lagrimas. Hasta ahora no lo han conseguido. Ast que
tranquilicéemonos. No somos prescindibles. En realidad cuanto mds crecen mds
imprescindibles nos hacemos. Puede que suyo sea el reino, pero nuestros son el
poder y la gloria.

Billy Wilder

Hay libros tan intimamente ligados a viejas imdgenes, olores, sensaciones,
que resulta imposible abrirlos de nuevo sin que, de golpe, reviva todo ese
fragmento de pasado que acompanio su primera lectura. Si el solar de un
hombre lo constituyen, sobre todo, la memoria y los recuerdos de infancia,

ciertos libros, los que mas huella dejaron o acompariaron momentos
decisivos de sus anios transcurridos, terminan adoptando ellos mismos, con
el paso del tiempo, el caracter de bandera o de patria. Esto ocurre a
menudo con ciertas paginas leidas en afios fertiles, cuando la imaginacion
de un muchacho aun mantiene, por fortuna, difusas las fronteras entre
realidad y ficcion que después, tan cruelmente, delimitardn el mundo de los

adultos razonables. Hermosos y nobles libros limpios de corazon, fieles no a

lo que ven o hacen los hombres, sino a lo que los hombres suerian.

Arturo Pérez-Reverte

RESUMEN
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Throughout the XVI century physicians realised that Physics and
Chemistry were very important in the art of healing. Modern Medicine relies on
this knowledge in order to understand how changes are made in the body and
how they would be caused or prevented. It was Paracelsus who first introduced
chemical therapy in his book Labyrinthus medicorum errantium (1553). The
impact of his ideas in those days is shown by the increasing number of followers
of the new trend. Nowadays, Medicine is barely related to the classical discipline
practised by Hippocrates or Galen.

As a starting hypothesis, it is stressed that a proper alteration of DNA
would entail beneficial effects. This is the origin of the medical area which
represents better the connection between Physics, Chemistry and Medicine:
Phototherapy. It consists in the employment of electromagnetic radiation
coupled with a drug (the photosensitizer). Among all the techniques, PUVA
therapy, in which furocoumarins are used as photosensitizers, is one of the most
promising strategies against a plethora of diseases. Understanding the
photochemical mechanism of that type of photosensitization is crucial in order to
put forward better drugs. Two possible mechanisms, which try to explain the
phototherapeutic action, have been suggested: on the one hand, a furocoumarin
in its lowest triplet excited state reacts with thymine in a [2+2]-
photocycloaddition; on the other hand, the furocoumarin in its lowest triplet
excited state transfers its energy to molecular oxygen, generating highly-reactive
singlet oxygen.

Since macroscopic properties (in this case the photosensitizing ability)
of a molecule are determined by its electronic structure, we have to resort to
Quantum Mechanics, a theory whereby the state of a system is represented by a
wave function, in order to study the photosensitizing effectiveness of
furocoumarins. Quantum Mechanics and Relativity have been the most
important scientific revolutions in History and two of the most amazing

humankind’s achievements. Furthermore, both theories are the source of the
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overwhelming majority of the advances which we currently enjoy. The use of
computers and high-level programs has allowed us to analyze chemical
processes theoretically, looking for the whys and the wherefores. Basically, a
theoretical model for any complex process is an approximate but well-defined
mathematical procedure of simulation. When applied to Chemistry, the task is to
use input information about the number and character of component particles
(nuclei and electrons) to derive information and understand the resultant
molecular behaviour.

The development of Quantum Mechanics was spreaded over by Erwin

Schrodinger and Werner Heisenberg in the mid-1920s. The wave and particle

aspects of matter are reconciled by the Schrodinger equation, A¥ = E¥ . The

Hamiltonian operator, H , is the operator associated to the total energy of a
physical system and is the sum of the kinetic energy and the potential energy

operators associated with electrons and nuclei. This is an eigenvalue problem, in

which wave functions W are the eigenfunctions of H and E stands for the
corresponding eigenvalues (energies). The square of the modulus of the wave
function is everywhere positive, and when normalized is interpreted as being the
probability of finding the particle in a volume dV. The probability interpretation
emphasizes one of the most important features of Quantum Mechanics: it is not
always possible to predict with certainty the result of a measurement. Often a
distribution of probabilities is the best that we can obtain. Another feature
emerges when we solve the Schrodinger equation: physical quantities such as
energy or momentum are restricted to certain discrete values instead of having a
large continous range, as we assume in Classical Mechanics.

The molecular orbital is the most fundamental quantity in contemporary
Quantum Chemistry and most computational methods used today start by a
calculation of the molecular orbitals of the system. It is in the simplest model

occupied by zero, one or two electrons. In the case of two electrons occupying
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the same orbital, the Pauli principle demands that they have opposite spin. Such
an approach leads to a total wave function for the system, which is an
antisymmetrized product of molecular spin orbitals, that is, the product of a
spatial molecular orbital times a spin function.

The main challenge in Quantum Chemistry is that we cannot solve
exactly the Schrodinger equation, except for one-electron systems, owing to the
electron repulsion term present in the Hamiltonian. Quantum-chemical methods
look for approximate solutions of the equation, employing computational
numerical methods based on the variational principle or/and on perturbation
theory.

If the 2n electrons in a closed-shell molecule are assigned to a set of n
orthonormal molecular orbitals, ¥; | i=1,...,n, the corresponding many-electron
wave function of the system, ¥, can be written as a Slater determinant: ¥ =
(n)"det [(yio)(wiP)(yso)]. According to the variational principle, the

molecular orbitals are varied to minimize the energy, calculated as the

expectation value of the full Hamiltonian, £ = <l/I‘H ‘ l//> . This procedure leads to

a set of coupled differential equations: the Hartree-Fock theory. In addition, it
was in 1951 that Roothaan published his equations, considering that molecular
orbitals were restricted to be linear combinations of a set of three-dimensional
one-electron functions, ¢, | u=1,...N, with N >n. Thus y; is a linear
combination of these functions, ¢, (basis set). Variation of the total energy was
then carried out respect to the coefficients, C,;, of such a linear combination.
This leads to a set of algebraic equations which can be written in matrix form, F
C = S C E, where F is the matrix representation of the Fock operator, C is the
matrix of coefficients, S is the overlap matrix, and E is the diagonal energy
matrix. The Hartree-Fock SCF method assumes that various electrons move
independently affecting each other only through the requirement of

antisymmetry of the wave function. On the other hand, two electrons, repelling

11
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each other by Coulomb repulsion, will be less likely to be found at the same
point of space than at points separated from each other. In other words, an effect
of the correlation of the motion of electrons should properly be included in the
calculation. As a matter of fact, we have to go beyond the Hartree-Fock
approximation to include such correlation effects. Whereas at the simplest (and
less accurate) level, the wave function is represented by one or two Slater
determinants, at the most complex level we represent the true wave function by a
variationally determined superposition of all determinants in the N-particle Fock

space:

v+ Y Ch

a<b;r<s

@D)=C,|¥,) + . W)+

including one, doubly, triply, and higher excited determinants, replacing
occupied orbitals by virtual ones.

We have a plethora of methods to deal with quantum-chemical problems
in spite of being uncapable of solving the Schrodinger equation exactly (for
systems with more than one electron). A point worth bearing in mind is that
none of these models is applicable under all circumstances. Actually, we should
get the best method for our interests, depending on the size of the system and the
properties we are analyzing, in order to find the right answer for the right reason.

In our case, the CASPT2//CASSCF methodology has been generally
employed. At the CASSCF level we optimize both the many-electron-function
coefficients of the aforesaid expansion and the coefficients included in the
expansion of each molecular orbital. Essentially, we construct, for a given state,
a multiconfigurational wave function which includes all configurations
generated by a set of active orbitals and active electrons that fulfil spin and
spatial symmetry requirements. This provides us the non-dynamic correlation

due to states which are very close in energy. On the other hand, the CASPT2

12
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method includes the remaining dynamic correlation due to short-range electronic
interactions. This method can be seen as a conventional non-degenerate
perturbation theory, that is, a single reference state considered, with the
particularity that this zeroth-order wavefunction is multiconfigurational
(CASSCF).

Quantum Mechanics provides the machinery to describe the states of the
molecules, and the study of the transitions from one state to another falls in the
realm of Spectroscopy. It is different to study a system in its ground state (the
most favourable energetic situation) or in an excited state. Molecules, consisting
of electrically charged nuclei and electrons, may interact with the oscillating
electric and magnetic fields of light. Spectroscopic experiments demonstrate that
energy can be absorbed or emitted by molecules (and atoms) in discrete
amounts, corresponding to precise changes in energy of the molecule (or atom)
concerned. As matter, light is a form of energy that exhibits both wave-like and
particle-like properties. Absorption of the relevant frequencies from incident
radiation raises molecules from lower to higher levels. Electrons in molecules
occupy molecular orbitals with precise energy levels. Transitions from lower,
filled orbitals to upper (higher energy) empty orbitals usually involve absorption
of radiation in the UV and visible parts of the spectrum. Much smaller quantities
of energy are linked to changes in the vibrational and rotational energy of the
molecule.

A molecule in the excited state is often prone to react in an easier way
than in the ground state. The excess energy of an excited species can alter its
reactivity, and is particularly significant in the case of electronic excitation
because of the energies involved. First, the energies are of the same order of
magnitude as bond energies, so that electronic excitation can have a considerable
effect on the bonds in a species. Secondly, the energies correspond roughly with
typical activation energies for several reactions, and the excitation energy can

help a species to surmount an activation barrier. Otherwise, the molecule in its
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ground state is uncapable of overcoming such a barrier. Likewise, the new
electronic rearrangement may be the key of the reactivity since the molecule in
an excited state may exhibit more nucleophilic or electrophilic properties than in
its ground state.

The concept of potential energy surface (PES) comes from the Born-
Oppenheimer approximation, based on the separation of electronic and nuclear
motion owing to the large difference in mass between these particles, and
assumes that the electrons follow the nuclei instantaneously during the motion of
the latter. Therefore we can define an electronic Hamiltonian and a nuclear
Hamiltonian. Solving the electronic Schrodinger equation provides us a
description of the motion of electrons, whereas we consider the rotation,
vibration, and translation of the molecule solving the nuclear counterpart. The
solution of the electronic Schrodinger equation is the energy of a particular
nuclear configuration. The value of this potential energy for every possible
nuclear configuration is specifically the potential energy surface.

Modern theoretical photophysics and photochemistry are based on the
study of the potential energy hypersurfaces of the electronic states given that
they are the playground in which physical and chemical phenomena take place.
Indeed, every photophysical and photochemical process is produced owing to
the relations between the hypersurfaces of the electronic states which contribute
to that process. For the specific case of close degeneracies between the surfaces,
where ultrafast energy transfers take place, the Born-Oppenheimer
approximation breaks down and we need special methods in order to localize,
optimize and study the crossing structures. Since our aim is to explore the
photochemical panorama of furocoumarins, a deep comprehension of the
hypersurfaces of the low-lying electronic states is necessary to ascertain the
pathway that follows the energy once absorbed by the chromophore. This
knowledge is the key to understand the phototherapeutic mechanism of these

drugs.

14
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Quantum Mechanics provides the framework to understand natural
phenomena, from Theoretical Physics (particles, strings) and Theoretical
Chemistry (chemical reactions, intermolecular forces) to the most complex
Theoretical Biology. Complexity increases as the simplicity of models decreases
owing to the progressively larger number of variables that we should deal with
and the difficulty in simulating the environment. The challenge lies in the
ascertainment that life takes place into hierarchically-structured matter
(macromolecules, cells, tissues, organs, and entities) and it requires the action of
several physical properties of its constituent elements on the whole: the
interactions among them and with the environment. Undoubtedly, the
development and refinement of quantum-chemical methods (the software) and
computers (the hardware) has made easier such a task, still unfinished and with

fascinating challenges in the foreseeable future.
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Y es que os juro que sois de lo que mas quiero/sois el unico equipaje que llevo
en el corazon.

Carlos Goni —Revolver—. Tu cancion.

Aquél que dijo “mas vale tener suerte que talento” conocia la esencia de la
vida.

Match Point (2005). Escrita y dirigida por Woody Allen.

Anyone who is not shocked by quantum theory has not understood it.

Niels Bohr

REFLEXIONES
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Durante la realizacion de la presente Tesis Doctoral me he ido dando
cuenta de que alguien se hace cientifico para entender por qué pasan las cosas,
por qué las cosas son como son y no de otra manera.

De entre todas las 4areas de la Quimica me fui decantando
paulatinamente por la Quimica Fisica, ya que es la parte que intenta entender el
porqué de las cosas como fin ultimo. Asimismo, expresa que los mundos de la
Fisica y la Quimica no estan ni mucho menos claramente delimitados, como se
pensaba en los siglos XVII y XVIII. En particular, quedé impactado por la
Quimica Cuantica y sus aplicaciones, especialmente la Espectroscopia
Molecular.

En la actualidad, los adelantos en Fisica Cuantica se plasman en
importantes adelantos tecnologicos en Electronica, Medicina, Optica, Fotonica,
Espectroscopia, etc... El avance cientifico, entendido como avance en la teoria,
se halla inextricablemente unido al progreso tecnoldgico, entendido como
desarrollo de aplicaciones practicas. Si bien es cierto que la Mecanica Cuantica
es muy abstracta y compleja, no viene mal recordar que, tecnolégicamente, mas
del 25% del producto mundial bruto depende de nuestra comprension de esta
ciencia; donde haya un transistor, un laser, una resonancia magnética, ahi estara
la presencia de la Mecanica Cuantica. Podemos decir que la Mecanica Cuantica
y la Teoria de la Relatividad son nuestras mejores herramientas para entender los
fendmenos de la Naturaleza. A pesar de este hecho irrefutable, la Fisica Cuantica
es desconocida para el publico en general. En un articulo escrito con motivo del
centenario, en el afio 2000, de la explicacion de Max Planck de la distribucion de
la energia en la radiacion del cuerpo negro, el acontecimiento que marco el
inicio de la Teoria Cuantica, Rolf Tarrach (ex presidente del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas, CSIC) se preguntaba: “En este mundo ahogado
en la informacion, jcomo es [posible] que casi nadie sepa casi nada de la
revolucion cientifica del siglo XX mas profunda y mas determinante de nuestro

mundo actual? Quiza sea un problema de formacion, o acaso de dificultad, pero
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es una pena que la sociedad no disfrute mas con algo tan relevante para nuestra
actualidad tecnologica y, a la vez, tan irreal, tan sorprendente y provocador
como el mundo de los fenomenos cuanticos”.

En esta linea, y siempre desde mi humilde punto de vista, la Quimica
Teorica y la Quimica Experimental han de ir de la mano. Hay problemas que
podemos resolver mas facilmente (y con mayor precision) los quimicos tedricos,
y otros que pueden analizar con mayor sencillez y mas garantias los
experimentales. Pero, para entender los procesos quimicos, hemos de analizarlos
tanto desde el punto de vista tedrico como experimental. Algo que se escucha a
menudo es que “si experimentalmente me sale lo que quiero, y funciona, para
qué quiero saber por qué funciona”. Esta vision es anacronica, en el sentido de
que podria atribuirsele a un “filésofo de la naturaleza” del siglo XVI. A la sazon
no existia la “Quimica” como tal, pero si se producian productos quimicos:
medicamentos, tintes, bronce, acero... Sin embargo, el marco tedrico era
practicamente inexistente, lo cual impedia que se desarrollaran innovaciones en
estos campos. Estos conocimientos eran transmitidos de generacion en
generacion, eran recetas que pasaban de padres a hijos, y habian sido elaboradas
por el método de ensayo y error. Sin embargo, merced al cambio en la
concepcion de los procesos quimicos introducido en el siglo XVIII por Lavoisier
y otros muchos, fue posible un avance espectacular en todos los ambitos de la
Quimica. Desde mediados del siglo XX, estamos viviendo una nueva revolucion
gracias al desarrollo de la Quimica Cuantica.

Personalmente, me gusta pensar que aporto un granito de arena
minusculo, pero uno al fin y al cabo, a la enorme montafia de conocimientos que
ha ido levantando la Humanidad desde los albores de su raciocinio. Investigar
supone un enorme placer ya que nos permite satisfacer nuestra infinita y natural
curiosidad. Ya dijo en una ocasion el célebre matematico Henri Poincaré: “Los
cientificos no estudian la naturaleza porque sea util; la estudian porque les

place, y les place porque es bella. Si la naturaleza no fuese bella, no valdria la
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pena conocerla, no valdria la pena vivir la vida”. Investigar no es facil.
Requiere de una amplia formacion, pero también de imaginacion, de logica y de
paciencia. De una gran capacidad para conectar fendmenos que aparentemente
no tienen nada que ver unos con otros. Creo que una de las mejores definiciones
de qué es la investigacion la formulo el médico hungaro Albert Szent-Gyorgi:
“Investigar es ver lo que todo el mundo ha visto, y pensar lo que nadie mas ha
pensado”. En definitiva, aunque investigando uno se mueve en ocasiones por
arenas movedizas y terreno pantanoso, ya que muchas veces no se sabe a ciencia
cierta si los esfuerzos van a cristalizar en algo productivo, esto es precisamente
lo que hace tan seductora la vida del investigador: la incertidumbre.

He tenido la suerte durante estos afios de trabajar codo con codo con
personas de una elevada condicion humana y cientifica. Por ello queria
agradecer esta Tesis a mis directores, Luis Serrano y Manuela Merchan. Ellos
han sido los artifices de lo que aqui se expone. Me han llevado de la mano
superando todas las dificultades y explicandome con infinita paciencia todas las
dudas que me han ido surgiendo por el camino. De Luis destacaria
principalmente su imaginacion y sus recursos para resolver los problemas. Es
una fuente inagotable de ideas originales y brillantes, intentando hallar siempre
una explicacion para cada cosa y siendo muy pedagogico en sus explicaciones.
De Manoli siempre he admirado su pasion y la ilusiéon desbordante con que
afronta cada proyecto y cada reto, contagiandote con su entusiasmo y su forma
de ver las cosas. Y, por supuesto, con su capacidad de razonamiento y su
brillantez a la hora de abordar los problemas mas intrincados. En suma, les
agradezco a ambos su apoyo y sus ensefianzas, y también el haberme brindado la
oportunidad de continuar mi formaciéon académica en congresos y escuelas de
verano. Asimismo, quiero hacer extensivo mi agradecimiento a los miembros de
nuestro grupo de investigacion, QCEXVAL, especialmente a Gloria, Dani e

Israel, con quienes he compartido muchas cosas a lo largo de estos afios.
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En el ambito personal dedico muy especialmente esta Tesis a mi familia:
mis padres, mi hermana y mis abuelos. Ellos me han ensefiado, me han ayudado
y me han formado como persona. A ellos les debo todo lo que soy y sin su
carifio, apoyo y comprension nada hubiera sido posible para mi. Y, por
supuesto, también quiero incluir a nuestra perrita Zara.

También dedico esta Tesis a mis amigos Juan y Lola, con los que no
solo he compartido incontables momentos inolvidables, amén de nuestra comun
pasiéon por el Cine, sino que también tuvieron la paciencia de ayudarme en la
correccion de parte del primer manuscrito de esta Tesis. Y quiero hacer
extensivo mi agradecimiento a los amigos, profesores y condiscipulos con
quiénes me he ido relacionando (y, especialmente, con los que he mantenido el
contacto) en el colegio San Pedro Pascual de Valencia, durante la carrera en la
Facultat de Quimica de la Universitat de Valéncia y, mas recientemente, en el
despacho en el dia a dia, en el curso de doctorado de Quimica Teoérica y
Computacional celebrado en Girona en 2004, en escuelas de verano (la ESQC en
Italia en 2005 y la Sostrup en Dinamarca en 2006), en la estancia de tres meses
en Diisseldorf y en diversos congresos. No es necesario especificar nombres,
pues los interesados saben que esta dedicatoria va dirigida a ellos.

In addition, I'd like to thank Prof. Christel M. Marian for the
opportunity to stay in the Institute of Theoretical and Computational Chemistry
in the Heinrich-Heine Universitit in Diisseldorf (Germany). I extend my
gratitude to all her staff. I enjoyed a lot those three months there because of
their charm and kindness. In addition, I want to thank Dr. Jorg Tatchen all his
explanations.

Por ultimo, s6lo me queda por decir que estoy completamente seguro de
que habra mas de un error en este escrito, fruto de su extension y de las multiples
revisiones llevadas a cabo. A este respecto, lei en cierta ocasion un articulo de
Arturo Pérez-Reverte en la revista XL Semanal, y por eso me he decidido a

extractarlo: “Como saben ustedes, gazapo, ademas de conejo, significa mentira
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o embuste; y también error que, a menudo no por ignorancia Ssino por
inadvertencia, deja escapar quien escribe o habla. Cualquiera que trabaje con
palabras impresas sabe a qué me refiero (...). Por lo general, todo gazapo como
Dios manda permanece al acecho en un texto, no importa cudnto se revise y
corrija, y solo salta el dia que, impresa la obra, el autor abre una pagina al azar
y alli esta el gazapo gordo y lustroso, arteramente camuflado durante meses o
anios de trabajo.”. Supongo que, como dice Joe E. Brown en el delirante y
famoso didlogo con Jack Lemmon que pone fin a una de las peliculas mas
emblematicas de Billy Wilder, Con faldas y a lo loco (Some Like It Hot, 1959),

resulta que nadie es perfecto.
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He pasado los mejores arios de mi vida estudiando ardorosamente la ciencia
médica y la quimica. Esta ultima sobre todo siempre ha ejercido una atraccion
irresistible sobre mi por el poder enorme e ilimitado que confiere su
conocimiento. Los quimicos, y lo digo con énfasis, podrian mandar si quisieran
sobre los destinos de la humanidad. Déjenme explicar esto antes de seguir
adelante. Se dice que la mente gobierna al mundo. Pero ;jqué gobierna la
mente? El cuerpo. Y el cuerpo (siganme con atencion) esta a merced del mas
omnipotente de todos los potentados, que es el Quimico. Dadme quimica a mi, a
Fosco, y cuando Shakespeare acaba de concebir Hamlet y se sienta para
ejecutar su concepcion yo, echando en su comida diaria unos granitos de
polvos, reduciré su inteligencia influyendo sobre su cuerpo, hasta que su pluma
escribiese la mas abyecta tonteria que jamas haya degradado papel alguno. En
circunstancias similares hagamos revivir al ilustre Newton. Les garantizo que
cuando vea caer la manzana, la comera en lugar de descubrir el principio de
gravitacion. La cena de Neron le transformara en el hombre mas manso antes
de que pueda digerirla; y el desayuno de Alejandro Magno le hara poner pies en
polvorosa al ver al enemigo esta misma tarde. Doy mi sagrada palabra de
honor de que la sociedad es dichosa porque los quimicos modernos, por una
buena suerte incomprensible, son los seres mds inofensivos del género humano.
En su mayoria son venerables padres de familia alelados con la admiracion por
el sonido de sus voces pedagogicas, visionarios que desperdician su vida en
fantasticas imposibilidades o charlatanes cuya ambicion no vuela mas alto que
donde ponemos los pies. Asi, la sociedad permanece a salvo, y el ilimitado
poder de la Quimica sigue siendo esclavo de los fines mas superficiales y mas
insignificantes.

Wilkie Collins. La dama de blanco (1861).

EXORDIO
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A. Descubrir los secretos de la Naturaleza

Las preguntas ;de qué estamos hechos? o ;por qué sucede lo que
sucede? fueron formuladas probablemente por el primer hominido en cuyos ojos
brillo el genio del ser humano. A lo largo de los siglos, la Humanidad ha
procurado no solo explicar los hechos observados, sino establecer teorias y
modelos para predecir los fenomenos [1,2,3]. La Ciencia [4] es el conjunto de
conocimientos obtenidos mediante la observacion, la experimentacion y el
razonamiento, sistematicamente estructurados dentro de un contexto matematico
y de los que se deducen principios y leyes generales. Podemos afirmar que todo
lo que sucede en la Naturaleza se puede explicar mediante las leyes de la Fisica
y la Quimica [5,6,7,8,9], siendo muy sutil la linea de separacion entre las
mismas. La herramienta empleada para tal fin explicativo es la Matematica
[10,11,12,13,14,15].

El concepto central en todas las ramas de la Fisica es el de energia, esto
es, la capacidad de un cuerpo de realizar un trabajo, siendo el trabajo y el calor
los agentes de transferencia de la energia [16,17,18,19,20,21,22,23]. El primer
principio de la Termodinamica postula que en todo proceso fisico la energia se
conserva. no puede ser creada ni destruida, so6lo puede transformarse. Hay
muchos tipos de energia, que en realidad se reducen a tres y a sus
combinaciones: la energia cinética Ec, la energia potencial U y la energia
asociada a la masa. La conservacion de la energia es la clave para entender
procesos en los cuales la energia cinética y la energia potencial se
interconvierten entre si para satisfacer este Principio, como en el caso del
movimiento de un péndulo. La energia cinética de un cuerpo es la energia que
posee dicho cuerpo en virtud de su movimiento. En cambio, la energia potencial
de un cuerpo es la energia que el cuerpo posee en virtud de su posicion en un

campo de fuerzas (region del espacio en la cual existe una fuerza en cada uno de
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sus puntos) y su forma explicita depende de la interaccidon experimentada por
dicho cuerpo [24,25].

En 1687, en su obra Philosophiae Naturalis Principia Mathematica,
Isaac Newton sentd las bases de la Mecanica [16,17,18]: el movimiento de una
particula de masa m es descrito por las ecuaciones de movimiento
F(7,v,t)=m-a, donde F(F,v,t) es la fuerza que actia sobre la particula y
cuya forma explicita depende del sistema en estudio. Para un sistema de
particulas, existe un conjunto de ecuaciones para cada una de ellas, donde la
fuerza dependera o no del resto. Las fuerzas pueden ser externas (ejercidas por
las particulas que no pertenecen al sistema sobre las que si pertenecen al mismo)
e internas (aquéllas que se ejercen mutuamente las particulas del sistema). En un
sistema conservativo la fuerza es independiente de la velocidad y del tiempo, y

se obtiene a partir de un potencial U(7) de tal forma que F(7)=-VU(7), por lo

que la variacion en la energia potencial de un sistema es el trabajo cambiado de
signo realizado por todas las fuerzas conservativas que actfian sobre el sistema.
Asi, el trabajo realizado por una fuerza conservativa interna es igual a la
disminucién de energia potencial; y es igual al incremento de energia cinética si
no hay fuerzas externas realizando trabajo sobre el sistema y la fuerza
conservativa interna es la unica fuerza que realiza trabajo, conservandose la
energia mecanica total del sistema (E- + U). Sin embargo, si existen fuerzas no
conservativas, la energia mecanica del sistema disminuye al disipar energia en
forma de calor. De este modo, si el trabajo de las fuerzas externas es nulo, el

trabajo total realizado entre dos puntos 4 y B por todas las fuerzas es igual a la

suma del trabajo realizado por todas las fuerzas internas conservativas, W/ﬁg ,

més el trabajo realizado por todas las fuerzas internas no conservativas, W)y :

B B
W s =IFd?=ImCZd?:AEC =W WS + WA =0- AU+ W
A A
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El paso de la Fisica Clésica a la Fisica Moderna se fragué con la
aparicion de dos teorias [26]. Asi, la Teoria Especial de la Relatividad (1905) se
refiere a la comparacion entre las medidas realizadas en diferentes sistemas de
referencia inerciales que se mueven con velocidad constante unos respecto a
otros [16,27]. Las leyes fisicas son idénticas en todos los sistemas de referencia
inerciales y la velocidad de la luz en el vacio es siempre constante, con
independencia del movimiento del foco luminoso o del observador. Por otro
lado, en contraposicion con la visién determinista clasica (el estado del sistema
se define especificando las fuerzas que actian y las posiciones y momentos de
las particulas), la Fisica Cuantica se basa en una vision estadistica de la
Naturaleza [16,19,28,29,30,31,32,33,34]: las particulas se encuentran en un
estado cuantico descrito por una funcion de onda, cuyo moédulo al cuadrado
estima la probabilidad de encontrar a la particula en el tiempo ¢ en una cierta
region del espacio. Los posibles resultados de la medida de una magnitud fisica
son los valores propios de un operador hermitico asociado a esa magnitud'. La
ecuacion de Schrodinger es la ecuacion fundamental de la Mecanica Cuantica

[35,36,37,38]:

AY = EY

Ecuacion 1

Las funciones de onda W son las funciones propias y las energias £ son
los valores propios del operador correspondiente a la energia del sistema

(Hamiltoniano).

!'Si el estado del sistema es uno de los estados propios del operador, el resultado de la medida sera
el valor propio asociado. Si la funcion de onda que describe el estado no es funcion propia, no es
posible predecir el resultado de un experimento concreto, pero si la distribucion de probabilidad de
los resultados de la medida.
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B. La Ciencia de la Luz

En la Antigiiedad, la luz, la electricidad y el magnetismo eran
considerados como tres fenémenos independientes [1,39,40]. Los fildsofos
griegos consideraban la luz como una emision de los cuerpos luminosos, aunque
habia cierta confusion sobre si el rayo de luz partia del ojo (teoria geométrica o
extramisionista) o del cuerpo iluminado (teoria fisioldgica o intromisionista).
Con Euclides y otros autores griegos se formaliza y aplica la geometria a las
leyes de la Optica, independientemente de sus ideas sobre la naturaleza de la luz.

Siguiendo esta linea, Pierre de Fermat presentd, en 1657, el principio
que hoy lleva su nombre, como una generalizacion de una observacion realizada
por Heron de Alejandria hacia el afio 125 antes de la Era Comin: el camino
optico a lo largo de una trayectoria real de luz es estacionario, es decir, un
maximo o un minimo. En otras palabras, la trayectoria efectiva entre dos puntos
es aquélla que se recorre en un tiempo minimo [19,39].

Con los autores modernos se divide la consideracion de la naturaleza de
la luz en dos corrientes: aquéllos, como Descartes, Huygens y Hooke, que la
consideraban un fenémeno ondulatorio, y aquéllos, como Newton, Descartes y
Boyle, que consideraban la luz como formada por particulas luminosas emitidas
por los cuerpos. Estos ultimos bebieron de las divulgaciones de Pierre Gassendi,
que en el siglo XVII propuso un modelo atémico de la materia y de la luz, tras
leer la obra De Rerum Natura, de Lucrecio [41].

La autoridad de Newton motivé la preponderancia de la teoria
corpuscular sobre la ondulatoria en un principio. Sin embargo, los experimentos
sobre la medida de la velocidad de la luz desnivelaron la balanza hacia la teoria

ondulatoria.
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Teoria ondulatoria

ca. 1660: Francesco Grimaldi
estudia con detalle la difraccion de la
luz.

Robert Hooke postula que el
fenomeno de la refraccion se explica
mejor con la teoria ondulatoria.
Erasmus Bartholin estudia el
fendmeno de la doble refraccion en
el espato de Islandia.

1801: Thomas Young explica los
conceptos de interferencia
constructiva y destructiva [42] y
enuncia la Ley General de la
Interferencia de la Luz.

1808: Etienne Louis Malus descubre
la polarizacién de la luz.

1818: Augustine Fresnel, utilizando
el principio de Huygens y las ideas
de Young, propone una teoria
cuantitativa de la difraccion.

Teoria corpuscular

S. XIV: Nicolas de Autrecourt, que
adopto el modelo del atomismo
epicureo, crey6 que la luz era un

movimiento de particulas con
velocidad finita [40].

1660: Se publica postumamente la
obra de Pierre Gassendi, quién
propuso una teoria corpuscular de la
luz.

1672: Explicacion de Newton de la
dispersion de la luz.

1728: James Bradley descubre el
fenémeno de la aberracion estelar.

Foucault demostré a mediados del siglo XIX que la velocidad de la luz

en el agua era menor que en el aire, en franca contradiccion con respecto a la
teoria corpuscular. Esto suponia la existencia de un sustrato material como un
fluido muy sutil denominado éter luminoso que llenaba el espacio vacio. El éter
ya habia sido propuesto por Huygens y se remontaba a las ideas griegas y
medievales sobre la naturaleza de los cuerpos celestes. Igual que el sonido se
propaga por el aire, la luz se propagaba por el éter, cuyas vibraciones constituian
la luz.

Pero para entender la naturaleza de la luz los fisicos tuvieron que
empezar a relacionar los fendémenos Opticos con otras areas. Desde antiguo el
hombre conocia procesos relacionados con la electricidad y el magnetismo, pero
fue en 1819 cuando Hans Christian Oersted demostrd experimentalmente las

acciones mutuas entre corrientes eléctricas e imanes, observando que una aguja
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magnética se desviaba de su posicion inicial al situarse en la proximidad de un
conductor por el que circulaba una corriente eléctrica. Experiencias posteriores,
realizadas por Faraday, Ampére y Henry, dieron origen al Electromagnetismo
[43].

Una figura clave fue Michael Faraday, quien llevd a cabo
descubrimientos experimentales fundamentales e introdujo conceptos, como las
nociones de “lineas de fuerza” y de “campo electromagnético”, que resultaron
claves en el desarrollo de la teoria electromagnética. Especialmente relevante fue
el desarrollo del concepto de campo (region del espacio que cumple que en todos
y cada uno de sus puntos existe una determinada propiedad), tanto en Mecanica
como en Electromagnetismo. En el caso de un campo de fuerzas, actia como un
agente intermedio entre dos cuerpos, de modo que dichos cuerpos pueden ejercer
una fuerza mutua sin estar en contacto directo a través de los campos generados
por cada uno de ellos.

En 1864, James Clerk Maxwell postuld, en su obra 4 dynamical theory
of the electric field, que la mejor manera de concebir las fuerzas eléctrica y
magnética era como las dos caras de una misma moneda. Sus investigaciones le
llevaron a afirmar que la luz era una perturbacion en forma de ondas propagadas
a través del campo electromagnético, unificando la Optica y el
Electromagnetismo, lo que ya habia sido intuido por Faraday. Maxwell predijo
la existencia de ondas electromagnéticas con frecuencias por debajo y por
encima de las correspondientes al espectro de luz visible. El éter luminoso se
convertia en el éter electromagnético.

Las ecuaciones de Maxwell relacionan los vectores de campo eléctrico y
magnético, £ y B, con sus fuentes (las cargas eléctricas, las corrientes y los
campos variables). Maxwell demostrd que estas ecuaciones podian combinarse

para originar una ecuacion de onda que debian satisfacer los vectores campo

eléctrico y magnético, que tiene la forma (aZE/ o> =[1/(e, - 1, )]0 E/ axz), y
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cuya solucion es E=FE, -Sen(a)t—kx); y lo mismo para el campo magnético.
También mostrd que la velocidad de las ondas electromagnéticas en el vacio
debia ser c:1/4/ o€, , que vale aproximadamente 3-10° m-s™', igual que la

velocidad de la luz. Por tanto, la luz es la superposicion de dos campos
oscilantes, uno eléctrico y otro magnético, de idéntica frecuencia y que se
encuentran en fase, perpendiculares entre si y con respecto a la direccion de
propagacion de la radiacion.

El primer paso hacia una teoria moderna de la luz se dio en las
postrimerias del siglo XIX. En 1887, Albert Michelson y Edward Morley
decidieron medir la velocidad de la Tierra respecto al éter mediante un ingenioso
experimento (con ayuda del interferometro inventado por el primero) en el cual
la velocidad de la luz respecto a la Tierra se comparaba entre dos haces
luminosos, uno en la direccion del movimiento de la Tierra relativo al Sol y otro
perpendicular a la direccién del movimiento terrestre. Dado que se suponia que
la Tierra se movia a través del éter en su Orbita alrededor del Sol, la velocidad de
la luz medida en la direccion del movimiento de la Tierra a través del éter
(cuando nos estuviéramos moviendo hacia la fuente luminosa) deberia ser mayor
que la velocidad de la luz en la direcciéon perpendicular. Sin embargo, nunca se
pudo detectar la menor diferencia: el movimiento absoluto de la Tierra respecto
al éter no pudo ser detectado [17,44].

En 1905, Albert Einstein publicé un articulo revolucionario: Zur
Elektrodynamik bewegter Korper, el articulo de la Relatividad Especial [45]. En
este articulo postulaba que el movimiento absoluto no podria detectarse por
ning@n tipo de experimento. Es decir, el éter no existia’. La idea del éter era

innecesaria con tal de abandonar la idea de un tiempo absoluto.

2 Sin embargo, tan arraigado concepto tardé en desaparecer de la cultura popular. Verbigracia: Sir
Arthur Conan Doyle nos narra en su cuento La zona envenenada (The Poison Belt), publicado
unos aflos después del articulo de Einstein, como los protagonistas de E! mundo perdido se
enfrentan al fin del mundo cuando la Tierra entra en la “zona venenosa del éter”.
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Pero aun hacia falta estudiar el problema desde otra perspectiva. Una de
las primeras indicaciones de que la evolucion de la Fisica no habia ni mucho
menos llegado a su apogeo [1,28,40] surgi6 del estudio de la radiacion del
cuerpo negro. De acuerdo con las leyes en las que se creia en aquel tiempo, un
cuerpo negro deberia irradiar una gran cantidad de energia en la region de alta

frecuencia del espectro (catdstrofe ultravioleta).

Figura 1. Placa en memoria de Planck en la Humboldt-Universitiit (Berlin).

Considerando el campo electromagnético como un conjunto de
osciladores de todas las frecuencias posibles, los osciladores de longitud de onda
corta serian fuertemente excitados incluso a temperatura ambiente, con lo que
los objetos frios tendrian que irradiar en la region ultravioleta-visible y
resplandecer en la oscuridad. Para evitar este resultado absurdo, Max Planck
sugirio en 1900 que la radiacion no podia ser emitida en cantidades arbitrarias,
sino so6lo en ciertos paquetes de energia o cuantos. Percatandose de que la
Mecanica Clasica era insatisfactoria para explicar el fenomeno, Planck penso6 en

mantener a toda costa las dos primeras leyes de la Termodinamica, estando
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dispuesto a sacrificar cualquiera de sus convicciones anteriores sobre las leyes
fisicas. Asi, llegd a su célebre formula para la energia de cada cuanto de
radiacion: AE = h-v.

Las dudas de Planck acerca de la discontinuidad cuantica fueron
disipadas por Einstein. En 1905 publicé otro articulo titulado Uber einen die
Erzeugung und Verwandlung des Lichtes betreffenden heuristischen
Gesichtpunkt [45]. Supuso que la energia de la luz esta distribuida espacialmente
de forma discontinua, formada por particulas independientes llamadas fotones,
de energia E = h-v. Para apoyar su tesis (ya que no ignoraba que otros
fenomenos fisicos so6lo se podian explicar entendiendo la luz como una onda
continua) explico tedricamente el efecto fotoeléctrico.

Sin embargo, para entender por fin qué era la luz habia que recurrir a la

Mecéanica. Fue Leonhard Euler quien reconocid que la 2* Ley de Newton
expresada en forma de ecuacion diferencial,Fx’y’Z :m(d 2y, y,z/ dtz), es un

principio fundamental [46]. Basandose en sus ideas, Joseph-Louis Lagrange
formuld sus ecuaciones de movimiento a partir de las expresiones analiticas de
la energia expresadas en funcion de un sistema de coordenadas arbitrario
(coordenadas generalizadas). Se basaba en la funcion Lagrangiana (diferencia
entre energia cinética y energia potencial de un sistema). Las ecuaciones de
Lagrange se derivan del Principio de Minima Accion, enunciado en 1744 por
Pierre Louis Moreau de Maupertuis: entre todos los caminos posibles, con los
mismos estados inicial y final fijos, el camino que sigue el sistema es aquél que
hace la accion (integral a lo largo del camino de la funcion Lagrangiana) minima
(formalismo variacional). Este principio pone de manifiesto la intima
correspondencia entre el movimiento de un cuerpo material y el movimiento de
un rayo de luz, conectando la Mecénica con la Optica. En cierto sentido, tanto el
rayo de luz como el cuerpo material siguen el camino mas “facil” disponible. En

1834 W. Hamilton demostrd que las ecuaciones de movimiento pueden ser
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expresadas en términos de la funcion Hamiltoniana, H, que representa la energia
total del sistema [47,48], y que da lugar a sus ecuaciones de movimiento en
funcion de momentos y coordenadas generalizados.

En 1924, Louis de Broglie present6 su tesis doctoral Recherches sur la
Théorie des quanta, donde extendio la dualidad onda-particula de la luz a la
materia, asociando a cada particula material una longitud de onda. De Broglie
estudio las analogias existentes ente la Mecanica Clasica y la Optica
Geométrica, relacionando el Principio de Minima Accién con el Principio de
Fermat. Consideré que el problema de que la particula “cligiese” el camino de
accion minima podia resolverse del mismo modo que con la luz, atribuyendo a la
particula una onda asociada [19,28,29,30]: las ondas asociadas con la particula
explorarian todos los caminos posibles entre dos puntos, y so6lo los
correspondientes a la linea recta suftririan interferencia constructiva. De Broglie
mostrd que las ondas que siguen la misma trayectoria que las particulas a las

cuales estan asociadas cumplen la relacion: A =#h/p . La ecuacion de De Broglie

es compatible con la naturaleza corpuscular de la luz (fotones) y también tiene
en cuenta la cuantizacion del momento angular que aparece en el modelo de
Bohr de un atomo monoelectronico y, por ende, modifica el concepto arcaico de
un electron puramente corpuscular orbitando alrededor de un nticleo.

En definitiva, la antigua polémica sobre la naturaleza de la luz se zanjo
considerando que presenta una naturaleza dual: actia como una onda cuando se
desplaza por el espacio y actia como un haz de particulas cuando interacciona
con la materia. Enlazando con estas ideas, Richard Feynman sugirié que las
particulas se desplazan de un sitio a otro a lo largo de cada trayectoria posible en
el espacio-tiempo. En lo que respecta al movimiento de los objetos
macroscépicos, so6lo subsiste uno de los infinitos caminos posibles y éste es
precisamente el que emerge de las leyes clasicas de Newton del movimiento.
Para un cuerpo grande las desviaciones de la linea recta son infinitesimales.

Analogamente, cuando observamos la reflexion de un rayo de luz sobre un
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espejo, decimos que la trayectoria del rayo es tal que el angulo de entrada es
igual al angulo de salida, porque éste es el camino de tiempo minimo. Sin
embargo, existen infinitos caminos de reflexion que van de un foco luminoso a
un detector, tras reflejarse. Lo que ocurre es que, si bien hay reflexién a lo largo
de todo el espejo, s6lo los caminos préximos al camino de tiempo minimo son
relevantes, porque el resto se cancelan por interferencia. Asimismo, la luz no se
desplaza en linea recta inicamente, lo que ocurre es que viaja preferentemente
por los caminos proximos a la linea recta porque son los de tiempo minimo [49].

La primera formulacion de la Mecénica Cuéntica moderna [1] se debe a
Werner Heisenberg, y constituyd la Mecdnica Cudntica Matricial (1925).
Heisenberg publicd sus investigaciones en un innovador articulo: Uber
quantentheoretische ~ Umdeutung  kine-matischer  und  mechanischer
Beziehungben. Por otro lado, en 1926, Erwin Schrodinger propuso una
formulacion equivalente, la Mecdnica Cuadntica Ondulatoria, en una serie
memorable de articulos publicados bajo el titulo de Quantisierung als
Eigenwetproblem, concibiendo que el comportamiento de un sistema fisico se
puede describir por medio de una funcién de estado que es solucion de una
ecuacion. Dicha ecuacion describe el comportamiento de los sistemas cuadnticos
de funciones de onda estacionarias y momentos de particulas, conforme la
hipotesis dual de De Broglie. La teoria de Schrédinger enlaza con los
fundamentos matematicos de la Mecanica Analitica desarrollados por Lagrange
y Hamilton.

Asi, el fallo de la teoria ondulatoria de la luz es que no tenia en
consideracion las propiedades de la materia. En realidad, los fotones no se
reflejan en la superficie de un cristal, sino que interaccionan con los electrones
de la estructura del mismo [49]. Los fotones van de un electrén a otro, y la
reflexién y la transmision son fruto de que un electrdn interacciona con un foton,

y como consecuencia de ello se emite un nuevo foton.
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Por tanto, junto al estudio de la naturaleza de la luz, resulta inevitable
estudiar la interaccion de la luz con la materia. La Espectroscopia estudia la
energia absorbida o emitida por un 4&tomo o molécula cuando interacciona con el
campo electromagnético de la radiacion. La naturaleza y los fendmenos
derivados de dicha interaccion dependeran del tipo de radiacion empleada, pero
principalmente de la estructura atdbmica y molecular.

Podemos considerar que Newton es el fundador de la Espectroscopia. Su
genial intuicion fue considerar que la luz no es homogénea, como se admitia
hasta entonces, sino compuesta de tantos “rayos” coloreados como angulos de
refraccion diferentes hubiera. Asi, hacia 1672 llevd a cabo su famoso
experimento de dispersion en el cual hizo pasar la luz blanca a través de un
prisma de vidrio, formando un cierto angulo con su superficie, con lo que la luz
se descomponia en colores, produciendo un espectro. Reciprocamente,
comprobo que al componer esos colores se recuperaba la luz blanca. Newton se
refirid6 a esta experiencia como su experimentum crucis [42] y achaco el
fenomeno a la naturaleza corpuscular de la luz: los corptisculos eran poseedores

de unos estados periodicos que llamo fits [41], fruto de su interaccion con el éter.

A

\uz blancd —

——

Figura 2. Dispersion de la luz por un prisma: la luz de longitud de onda mas corta, al
refractarse, se desvia mas que la luz de longitud de onda mas larga, ya que el indice de
refraccion depende de la longitud de onda. En su célebre experiencia, Newton emple6 dos
prismas observando el diferente Angulo de refraccion segun el color de la luz.
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Newton concluy6 que el grado en que eran refractados los rayos era una
propiedad de los propios rayos y no de los prismas, los cuales no “tefiian” los
rayos de luz blanca para producir el espectro, sino que solo los tamizaban de
acuerdo con su refrangibilidad. A partir de Newton se aboli6 la diferencia entre
color y luz, puesto que la luz contenia todos los colores, y la confusién entre
color y claridad, que provocaba que los colores se clasificaran en funcion de un
criterio acromatico (la claridad), desde los tiempos de Aristoteles. Las
experiencias de Newton motivaron que los colores fueran clasificados por su
grado de refrangibilidad [50]. Ademads, sus trabajos permitieron explicar el
fenémeno del arco iris, como fruto de la reflexion y la refraccion de la luz al
atravesar las gotas de agua [51].

En 1752, Thomas Melvill [1] hizo pasar por un prisma la luz emitida por
una llama producida por sodio, y observo un espectro continuo surcado por una
serie de lineas brillantes: fue la primera observacion de un espectro de emision.
En 1802, Wollaston advirtié que en el espectro de la luz procedente del Sol
aparecian unas pocas lineas oscuras. En 1814, Fraunhofer descubri6 cerca de
600 de tales rayas oscuras, que a partir de entonces se conocieron como “lineas
de Fraunhofer”. En 1859, Kirchhoff sugiri6 que un método muy preciso para
analizar la composicion de sustancias era a través del espectro que producian
éstas al quemarlas con un mechero de Bunsen, y enuncié sus leyes de la
espectroscopia [52]: (i) un cuerpo incandescente emite un espectro continuo; (ii)
un cuerpo gaseoso excitado emite un espectro de lineas brillantes; y (iii) cuando
la luz pasa a través de un vapor produce lineas negras donde el vapor
normalmente emite luz (lineas brillantes). Como fruto de sus investigaciones,
Kirchhoff dedujo que en la atmoésfera del Sol existia sodio, y asi se hacia posible
estudiar por vez primera la composicidon de los cuerpos celestes con s6lo analizar
la luz procedente de los mismos.

Finalmente, en 1913 Niels Bohr propuso su modelo atémico.

Suponiendo que las drbitas eran estacionarias e introduciendo una expresion que

39



Exordio La Ciencia de la Luz

cuantizaba el momento angular de las mismas, obtuvo que su radio variaba de
forma discontinua. Considerd que la energia liberada por un electron al saltar de
una Orbita a otra se emitia en forma de fotones de frecuencia proporcional a la
diferencia de energia entre las dos 6érbitas. En consecuencia, saltos electronicos
entre diferentes Orbitas producen radiacion de diferentes frecuencias. En

definitiva, la Espectroscopia era una parte de la Fisica Cuéntica.
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C. ADN y radiacion

El ADN, portador de la informacion genética [53,54,55,56], posee un
esqueleto constituido por unidades repetitivas de desoxirribosa-fosfato. A cada
molécula de desoxirribosa se puede unir una de estas cuatro bases: las bases
puricas, adenina (A) y guanina (G), y las bases pirimidinicas, timina (T) y
citosina (C). La estructura tridimensional del ADN es una doble hélice, formada
por dos hebras superenrolladas, dispuestas de tal forma que el esqueleto de
azucar-fosfato se encuentra en el exterior y las bases en el interior, formandose
pares de bases especificos unidos por interacciones intermoleculares de puente
de hidrégeno (A T, G---C). La doble hélice presenta dos surcos, denominados
surco mayor 'y surco menor, ya que los enlaces glicosidicos de un par de bases

no estan diametralmente opuestos entre si.

Figura 3. Estructura del ADN. Estos modelos han sido visualizados con el programa Jmol
[57] a partir de una estructura obtenida por difraccion de rayos X [58] almacenada en el
Protein Data Bank [59)].
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El apilamiento de bases unas sobre otras esta favorecido por las fuerzas
de Van der Waals atractivas entre pares de bases adyacentes, y por el fendmeno
de apilamiento o stacking (estabilizacién debida a interacciones entre anillos
aromaticos apilados) [60]. Esta estructura es el origen de interesantes
propiedades de transporte electronico [56].

El ADN se replica para perpetuar la informacién genética. Aunque las
bases de una hebra determinan las bases de la hebra complementaria, se puede
producir un error en la copia del material genético, lo que da lugar a mutaciones’
[54,55]. Existen diversos agentes capaces de provocar cambios en la secuencia
de bases: compuestos analogos a las mismas que pueden sustituirlas, compuestos
que las modifican quimicamente, compuestos que se intercalan entre pares de
bases adyacentes... La radiacion electromagnética produce efectos biologicos
muy distintos segin su frecuencia [61,62], pudiendo ser también un agente
mutageno. De hecho, la razén intima de la fotocarcinogénesis se concreta en el
dafio que se le infringe al ADN al absorber la radiacion ultravioleta [54,55,63],
cuyo principal efecto consiste en unir covalentemente residuos adyacentes de
pirimidinas a lo largo de una hebra. Este dimero de pirimidina (que suele ser de
timina) no puede acomodarse en una doble hélice y, por tanto, la replicacion y la
expresion génica se bloquean hasta que desaparece la lesion. Dado que el
mantenimiento de la integridad de la informacién genética es fundamental para
la vida, todas las células poseen mecanismos para reparar el ADN dafiado. Un
ejemplo de lo que se conoce como reparacion directa es la ruptura fotoquimica
de estos dimeros: un enzima fotorreactivo denominado ADN fotoliasa utiliza la
energia de la luz para, en estado excitado, escindir el dimero en sus bases

originales®.

> Una mutacién puede consistir en un cambio en un Gnico nucledtido, o en la insercién o
eliminacion de varios nucledtidos.

* Los dimeros que no son reparados correctamente y las mutaciones resultantes pueden provocar
cancer de piel, y los individuos incapaces de repararlos sufren una grave enfermedad denominada

xeroderma pygmentosum.
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Los procesos de desexcitacion no radiativos juegan aqui un papel
esencial: estudios experimentales y teéricos de las nucleobases indican que el
mecanismo ultrarrapido de conversion interna S; — Sy es el dominante en la
desactivacion de estas moléculas [64], lo que ayuda a prevenir mutaciones y
garantiza cierta fotoestabilidad gendmica.

Sin embargo, las alteraciones del ADN no siempre conllevan efectos
negativos sobre el organismo, ya que también pueden resultar beneficiosas para
la salud. En muchos tratamientos fototerapéuticos se pretende modificar el ADN
merced a la accion de la radiacion electromagnética en conjuncion con un
farmaco adecuado. Los farmacos pueden interaccionar con el ADN de células

con afecciones, alterando su estructura y sus funciones, mediante dos tipos de

interacciones:
(a) Interacciones  covalentes:  hidrolisis, reacciones redox,
reacciones nucleofilicas o electrofilicas, etc...
(b) Interacciones no covalentes [65]: interacciones electrostaticas

externas con los grupos fosfato; union a los surcos (por efectos
hidrofobos, fuerzas de Van der Waals, interacciones
electrostaticas y enlaces de hidrogeno); e intercalacion (el
farmaco se introduce entre los pares de bases, estabilizandose
por interacciones de stacking, de transferencia de carga, enlaces

de hidrégeno o interacciones electrostaticas).
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®. Qué es la luz?

R, Es un fluido que nos saca de la obscuridad, y los Quimicos no le conocen sino por sus efectos,
aumentdndolos 6 disminuyéndolos sobre los cuerpos que operan, obrando sobre ellos, en particular
sobre los dcidos, los oxides metdlicos, y también sobre los vegetales y animales.

@. Cémo obra la luz en los séres organizados?

R, Son bien patentes los efectos de ella en todas las plantas y frutos, pues d las que no tienen contacto
con la luz les falta color y sabor, como d los animales, en particular los hombres, d quienes se les vuelve
el color pdlido y desagradable; las aguas destiladas en la obscuridad se llenan de filamentos mucosos,
hasta cierto tiempo que se corrompen; los Jardineros saben bien proporcionar las plantas que necesitan

los rayos de luz, y separar otras, como la escarola, el cardo. ..

Prontuario de Quimica, Farmacia y Materia Médica, dividido en tres secciones, por
D. PEDRO GUTIERREZ BUENO, Regente de la Real Botica de S.9., primer

Catedratico Examinador del Real Colegio de Farmacia de esta Corte.

In conclusion, the treatment which I have described seems to have proved its
value, and there is every reason to give it the place that it deserves in
therapeutics, a place which it is at present still far from having obtained,
doubtless owing to its strangeness and unintelligibility. In reality, its scientific
basis is much better and more solid than that of many other methods of medical
treatment.

N.R. Finsen, padre de la Fototerapia
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1.1. De Paracelso a la Medicina cientifica

Dado que todos los procesos que ocurren en la Naturaleza se pueden
explicar mediante la Fisica y la Quimica, la Medicina ha bebido mucho de estas
disciplinas para que se pudiera entender por qué suceden cambios en un
organismo vivo y como evitarlos o provocarlos [17,62,63,66,67,68,69].

(Como empezaron a usarse los compuestos quimicos para combatir las
enfermedades? Probablemente el origen de estas practicas se pierda en la noche
de los tiempos. Los pioneros en estas practicas carecian de un marco tedrico para
explicar los fendmenos que estaban intentando provocar, pero consiguieron
recopilar toda una serie de conocimientos practicos, con el método de ensayo y
error, que fueron transmitidos de generacidén en generacion, y asi estas técnicas
medraron con el paso de los siglos. Fueron los alquimistas, con Jabir ibn-Hayyan
a la cabeza, los que mas empefio pusieron en introducir los remedios quimicos
en la Medicina [2]. El objetivo de la alquimia era transmutar los metales bajos en
oro, y Jabir estaba convencido de que el proceso requeria la presencia de un
catalizador’, algo que ya se habia aventurado en el siglo IV. Este catalizador era
llamado al-iksir (elixir). El elixir no tard6 en ser considerado un remedio capaz
de curar muchas enfermedades, mas tarde se convirtié en una panacea (capaz de
curar fodas las enfermedades) y, finalmente, se convirti6 en el elixir de la vida,
capaz de otorgar la eterna juventud. A partir del siglo XIII, el elixir de los arabes
se convirtid en la “piedra filosofal”, a la cual no tardaron en atribuirsele
propiedades medicinales en la Europa medieval. Asi, los alquimistas empezaron
a prescribir elixires para tratar diversas enfermedades.

En el siglo XVI se produjeron importantes cambios que pusieron en tela

de juicio la doctrina galénica tradicional [1] y que relacionaban la alquimia con

5 Aunque se conocia que esta sustancia podia acelerar una reaccién quimica sin ser alterada, el
término como tal no fue definido de forma precisa hasta los trabajos de J.J. Berzelius en el siglo
XIX.
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la Medicina. Paracelso fue el principal impulsor de la Iatroquimica que, junto a
otra corriente, la latrofisica, introdujo cambios en la concepcidn de la Medicina,
pretendiendo la primera reducir los fendmenos del organismo a explicaciones
quimicas y, la segunda, a explicaciones fisicas. Paracelso realizd6 un enorme
esfuerzo por introducir la terapia quimica. Hasta ese momento, el uso de
productos quimicos en Medicina constituia la excepcidn y no la regla, usandose
frecuentemente en dosis elevadas y toxicas. Para Paracelso, un veneno actuaba
como medicamento tras hacer surgir su naturaleza “oculta” beneficiosa mediante
manipulacion quimica. Sus ideas, recogidas en la obra Labyrinthus medicorum
errantium (1553), influyeron de forma decisiva, aunque no sin gran controversia,
en la Medicina posterior. De hecho, en el siglo XVI, la tnica catedra de
medicamentos quimicos era la de Remediis morborum secretis, et eorum usu
(Remedios secretos de las enfermedades y su utilizacion), que la Universidad de
Valencia cre6 en 1591. Su titular fue el médico Lloreng Cogar, autor del
Dialogus veros medicinae fontes indicans (Didalogo que indica las verdaderas
fuentes de la medicina) en 1589, en el que destacé la importancia de la Quimica
para el médico. Esta tendencia fue seguida por muchos cientificos, como Oswall
Croll, Johannes Hartmann, Tycho Brahe, Johann Tholde, Johann Rudolf Glauber
y Francisco Sylvius.

En el siglo XVII, los médicos y farmacéuticos franceses vinculados a la
corte labraron un nicho social para la practica de la medicina quimica en Paris.
En el llamado Jardin del Rey se pretendia complementar la formacion de los
estudiantes de medicina y farmacia, haciendo hincapié en la utilidad médica de
la Quimica.

En en siglo XVIII, un autor que influy6 de forma decisiva en las teorias
de los seres vivos fue G.W. Leibniz, para quien “e/ organismo o la maquina
natural es una maquina en la que cada parte es una maquina, de manera que la
sutilidad de su artificio se extiende hasta el infinito..., mientras que las partes de

nuestras maquinas artificiales no son maquinas”. El organismo era concebido
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asi por Leibniz como una maquina hipercompleja. La Quimica continud
manteniendo fuertes conexiones con la Medicina y la Farmacia durante este
siglo [1,70]. Muchos de los primeros cursos de Quimica fueron impartidos en las
facultades de medicina o en instituciones dirigidas a la formacion de boticarios.
En la segunda mitad del siglo destaca la figura de Antoine Fourcroy, para quien
la aplicacién de la Quimica moderna podia llegar a producir una “revolucion
médica”. Fourcroy investigd, entre otros asuntos, las propiedades terapéuticas
del oxigeno (al igual que el inglés Thomas Beddoes y otros, que crearon el
“Instituto Pneumatico” para investigar la actividad terapéutica de ciertos gases).
En 1800 publicé su tratado Systéme des connaissances chimiques, y fue ademas
el editor de una revista titulada La médecine éclairée par les sciences physiques,
cuyo objetivo era, precisamente, fomentar la aplicacion de todas las ciencias a la
Medicina. Asimismo, Fourcroy redactd numerosos articulos para demostrar que
la Farmacia era un arte dependiente de la Quimica, destacando que los progresos
realizados en el andlisis quimico permitirian en el futuro conocer mejor la
naturaleza de los productos terapéuticos.

En Espaiia, hacia 1791, el cirujano naval Juan Manuel de Aréjula, que
habia bebido de las ensefianzas de Fourcroy, ostentaba la catedra de Quimica en
el Colegio de Cirugia de Cadiz. En 1795 fue el encargado de pronunciar el
discurso de apertura del afio académico, y decidié hablar Sobre la necesidad de
la quimia en la teoria, y la practica de la medicina. “jPero qué cosa mas
grande! —exclamaba Aréjula en el climax de su alocucion- haber llegado el
Quimico a mostrar que los mismos principios proximos, que se hallan en el
Animal, se encuentran igualmente en el Vegetal y que entre si solo se
diferencian por la proporcion de los principios remotos”. En el terreno de la
Fisiologia, la Quimica habia desvelado la naturaleza de las funciones organicas
como la respiracion o la digestion. “;Quién podia adivinar ha pocos aiios —
volvia a maravillarse Aréjula, ahora en forma de pregunta retérica- que en la

respiracion sucede exactamente lo mismo que en la combustion del carbon, de
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una bugia, del aceite y substancias semejantes? ;jQuién imaginaria que en
nuestro pecho se executa en un todo la misma operacion que en nuestros
hogares, que el pulmon es el organo secretorio del calorico y la sangre arterial
el instrumento por donde se reparte en las diversas partes del animal?”. Aréjula
sefialaba que ya no era posible concebir como un facultativo podia decidir entre
un remedio u otro sin el conocimiento de las propiedades quimicas [70].

A partir del siglo XIX podemos decir que la Medicina dejo de ser un
“arte” para pasar a ser verdaderamente “cientifica”, especialmente a través de
una de sus ramas: la Fisiologia. Como dijo el gran fisidlogo, fisico y matematico
aleman Hermann von Helmbholtz, “los fisiologos creian que era el principio vital
el que producia los procesos de la vida, y que se rebajaba la dignidad y
naturaleza de esta si alguien expresaba la creencia de que la sangre era
conducida a través de las arterias por la accion mecanica del corazon, o que la
respiracion tenia lugar siguiendo las leyes habituales de la difusion de los
gases. Por el contrario, la generacion actual trabaja duramente para encontrar
las causas reales de los procesos que tienen lugar en un cuerpo vivo. No
suponen que exista ninguna diferencia entre las acciones quimicas y las
mecanicas en un cuerpo vivo y fuera de ¢él” [1]. Estudiando la produccion de
calor durante la contraccién muscular, demostré que el calor no era producido
por los propios tejidos. Cuantificando estos hechos fisiologicos, dedujo un
equivalente mecanico del calor que incorpord en su gran memoria de 1847, Uber
die Erhaltung der Kraft. En realidad, acaba de descubrir un pilar de la Fisica: el
Principio de la Conservacién de la Energia. En este siglo se produjo un avance
espectacular de los saberes médicos merced a que las ciencias fisico-quimicas
pusieron a su disposicion las leyes imprescindibles para explicar todos los
fendmenos que tienen lugar en un organismo. Tal fue la esencia y razon de ser
de la medicina cientifica, una corriente que encontrd en Claude Bernard a su mas
conspicuo paladin, autor del célebre Introduction a I'étude de la médicine

expérimentale en 1865. Pasteur califico esta obra como “monumento en honor

50



1. Introduccion 1.1. Medicina cientifica

del método que ha constituido las ciencias fisicas y quimicas desde Galileo y
Newton, y que Claude Bernard se esfuerza por introducir en la fisiologia y en la
patologia’.

En Espafia, Pedro Gutiérrez Bueno publicé un Prontuario de Quimica,
Farmacia y Materia Médica [71] en el que sefalaba que “la mayor parte de los
Meédicos y Cirujanos del dia hablan de la Quimica, como indispensable para el
buen desemperio de su profesion, pues ella les enseiia da conocer los
instrumentos de que se valen para la curacion de sus enfermos, y asi es, que sin
algun conocimiento de esta ciencia no pueden saber las alteraciones que sufren
los medicamentos, y alimentos en su mixtion, caminando a ciegas en la
prescripcion de los diferentes compuestos que piden en sus formulas”.

Con estos datos queda patente la importancia creciente de la Fisica y la
Quimica en la Medicina a lo largo de la Historia. El objeto de la presente Tesis
Doctoral es el estudio tedrico de compuestos empleados como farmacos en
Fototerapia [72], una disciplina médica que ha experimentado un notable auge
desde los albores del siglo XX. Quizas esta terapia representa como ninguna otra
la combinacion entre la Fisica (radiacion electromagnética) y la Quimica (el

farmaco empleado o fotosensibilizador) para combatir enfermedades.
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1.2. Fotolerapia

La Fototerapia es uno de los campos de la Medicina que ha
experimentado un mayor desarrollo en las ultimas décadas, amplidandose cada
vez mas el rango de enfermedades que pueden ser tratadas de esta forma:
enfermedades cutaneas (verbigracia: psoriasis y vitiligo), cancer (tumor de piel,
cabeza y cuello, y de las mucosas de la boca, esofago, estomago, vejiga y
pulmoén), tratamiento de infecciones (destruccion de microorganismos),
enfermedades oculares (degeneracion macular htimeda), etc... La fotomedicina
terapéutica trata no solo de suprimir enfermedades, sino también la prevencion o
modulacion de los mecanismos patdogenos que las originan [73].

Los beneficios de la luz solar son conocidos desde tiempos pretéritos, y
se han conservado testimonios de autores que alababan sus efectos medicinales:
Herodoto (600 AEC) se percatd de los efectos beneficiosos de la luz solar sobre
el crecimiento de los huesos, e Hipocrates (ca. 400 AEC) abogd por el uso de la
helioterapia para tratar diversas enfermedades. Pero la introducciéon de la
Fototerapia y su estudio mediante el método cientifico se atribuye a Niels
Ryberg Finsen, considerado el padre de esta técnica y autor del libro
Phototherapy (1901). Finsen llevo a cabo experimentos del efecto de la luz de
diferente color en animales y descubrio la forma de aplicar luz filtrada en el
tratamiento de enfermedades como el /upus vulgaris o la viruela. En 1903 fue
galardonado con el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia “in recognition of his
contribution to the treatment of diseases, especially lupus vulgaris, with
concentrated light radiation, whereby he has opened a new avenue for medical
science” [74]. Desde entonces han sido tratadas con relativo éxito diversas
enfermedades merced a la accion de la luz (ictericia, raquitismo, psoriasis,
etc...) a la par que se comprobaba que muchas enfermedades eran mas graves en

paises poco soleados.
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Figura 4. Estatua en honor de 1a Reina Alexandra, erigida en 1908 en el jardin del Royal London Hospital (Whitechapel), en el cual se
constituyé un Light Department en los albores del siglo XX. Abajo se ve la inscripcion de la estatua, en la cual se destaca la labor de la esposa de
Eduardo VII en traer a Inglaterra el remedio de Finsen contra el lupus.
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Hay diferentes areas dentro de la Fototerapia: el croméforo, que es el
fragmento molecular basicamente responsable de la absorcidon, puede estar
presente en el organismo (Fototerapia: cura de hiperbilirubinemia neonatal o
fotorregeneraciéon de vitamina D) o ser administrado externamente
(Fotoquimioterapia). En este ltimo caso se administra un farmaco al paciente,
denominado fotosensibilizador, inocuo en la oscuridad pero activo tras la
absorcion de una radiacion tipicamente del rango del ultravioleta, visible o
infrarrojo cercano.

Si bien los mecanismos fototerapéuticos no son del todo conocidos, se
distingue entre procesos de fotosensibilizacion de Tipo [, Il y I1l. Los Tipos 1y II
son mecanismos dependientes del oxigeno y tienen lugar cuando la luz, en
presencia del fotosensibilizador y del oxigeno molecular, induce una reaccion
quimica en un sustrato [72,75,76]. En las reacciones de Tipo I, el compuesto

fotoactivo en su estado triplete promueve una reaccion de transferencia

electronica al oxigeno molecular, conduciendo a la formacion de radicales 05~

o HO;. Las reacciones de Tipo II corresponden a una transferencia de energia
desde el estado excitado triplete del fotosensibilizador al oxigeno molecular en

su estado fundamental, O, (32; ), presente en el medio celular, para generar

oxigeno muy reactivo en su estado excitado singlete, O, (‘A ) Este tipo de

protocolo se denomina Terapia Fotodinamica (PDT, Photodynamic Therapy)
[72,77,78]. Todos estos intermedios interaccionan después con diversos
componentes de la membrana celular danando, consecuentemente, las células
andémalas, lo cual conduce a una remision de la lesion; pero también provoca, en
ocasiones, fotosensibilizacion cutanea, mutacion, errores en la reparacioén del
material genético y carcinogénesis [72,75,79,80]. Por el contrario, el mecanismo
Tipo III es independiente del oxigeno y se basa en la interaccion del
fotosensibilizador con las bases del ADN, lo cual interfiere en la actividad

genética [81,82,83,84,85,86]. Desde mediados del siglo XX se han descrito las
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propiedades fotosensibilizadoras de diversos compuestos [72,77,87,88,89]:
porfirinas, porficenos, clorinas, bacterioclorinas, ftalocianinas, naftalocianinas,
acridinas, santefios, quinonas extendidas...

Entre los diferentes tipos de fotosensibilizadores destacan las
furocumarinas, una familia de compuestos heterociclicos con una actividad
fototerapéutica reconocida [82,83,84,90,91,92,93,94,95], que incluye los tres
mecanismos anteriormente descritos [96] y cuya molécula parental es el
psoraleno (7-H-furo[3,2-g][1]benzopirano-2-ona, vide Figura 5). Un tratamiento
especifico denominado ferapia PUVA (psoraleno + UVA, entre 400 y 200 nm°)
ha sido disefiado para tratar diversas enfermedades como psoriasis o vitiligo
[97,98,99,100]. El tratamiento con plantas que contienen furocumarinas es
conocido desde antafio (en Egipto y la India se vienen utilizando desde 2000-
1200 AEC) [92]. En Egipto, los médicos usaban extractos hervidos de hojas,
semillas y raices de Ammi majus para el tratamiento del leucoderma. En la
antigua India, extractos de Psoralea coryfolia eran administrados oralmente en
forma de infusion, seguido de exposicion a la luz solar, con objeto de tratar el
vitiligo. Este tratamiento fue certificado por los Hindues en el antiguo sistema
Ayurvédico de Medicina y aparece registrado en el libro sagrado de la India
(Atharva-Veda) y en muchos otros manuscritos médicos antiguos que datan de
antes del afio 200. Ibn El Bitar, en su libro del siglo XIII, Madafrat Al Adwiya,
también describi6 el tratamiento del vitiligo con Ammi majus y luz solar.

En 1834 Kalbruner aisl6 a partir del aceite de bergamota el componente
activo de estas plantas, el 5-metoxipsoraleno (5-MOP) o bergapteno. Hacia 1930
se habia demostrado que varias plantas de las familias Rutaceae y Umbelliferae
contenian furocumarinas lineales (como el psoraleno) y furocumarinas angulares

(como la angelicina), y las estructuras y sintesis de estos compuestos fueron

8 Este es el rango comunmente empleado, si bien la radiacion UV-A (nomenclatura basada en sus
efectos sobre la salud) abarca entre 390 y 315 nm; en este sentido, la radiaciéon UV cercano (segun
la nomenclatura usual en Quimica), que abarca entre 390 y 200 nm, se acerca mas al rango antes
sefialado.
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objeto de una investigacion exhaustiva (Thoms, Spith). En los afios 40 del siglo
XX, Abdel Monem El Mofty fue el primero en emplear 8-metoxipsoraleno (8-
MOP) en el tratamiento del vitiligo, que acababa de ser aislado a partir del Ammi
majus por el farmacdlogo egipcio Fahmy y sus colaboradores. En la década
siguiente el 8-MOP (también llamado xantotoxina) estuvo ya disponible
comercialmente, y le sigui6 pronto el compuesto sintético TMP
(trimetilpsoraleno) [83]. En 1953, Lerner, Denton y Fitzpatrick, y mas tarde
Parrish en 1974 [98], publicaron estudios del tratamiento de vitiligo y psoriasis,
respectivamente, con 8-MOP junto a exposicion a luz ultravioleta (320-400 nm).
La efectividad de la terapia PUVA se basa en la inhibicion de la replicacion de

ADN vy en la muerte de las células con proliferacion anomala.

OCHg
3-CPS Kelina

Figura S. Familia de las furocumarinas.
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Actualmente, el empleo de las furocumarinas, especialmente el 8-MOP,
es habitual en diversos tratamientos médicos. Por ello, estos compuestos han
sido extensamente estudiados, tanto en lo referente a su sintesis [101] como a
sus propiedades fisico-quimicas, tanto desde la perspectiva experimental
[102,103,104,105,106,107,108,109,110,111,112,113,114,115,116,117,118,119,120]
como teorica [81,121,122,123,124,125,126,127,128,129,130,131].

Experimentalmente, se ha hallado que el psoraleno presenta una débil y
estructurada banda entre 360 y 270 nm (3.44 y 4.77 eV, respectivamente) con un
maximo entre 360 y 310 nm (3.44-4.00 eV) en disolucién acuosa y etanol
[102,103]; ademas, se localiza otra banda puntiaguda a 248 nm (5.00 eV). El
patron de intensidad varia segin la furocumarina y la posicién del maximo
depende del solvente, oscilando entre 305 nm (4.02 eV) y 340 nm (3.60 eV)
[104,107,108,110,113,114,115,116]. Esta transicion electronica es la
responsable de la absorcion UV-A, origen de la accion fotosensibilizadora.

Respecto a las emisiones fluorescente (F) y fosforescente (P), se han
detectado en el psoraleno en etanol a 409 nm (F, 3.03 eV) y 456 nm (P, 2.72 eV,
T, —origen de banda) [102]; para el resto, los valores del méximo de emision de
fluorescencia varian entre 553 y 395 nm (2.22-2.77 eV), y el origen de banda de
fosforescencia se sitia entre 490 y 4465 nm (2.53-2.74 eV)
[104,107,108,110,111, 112,113,115,116,117].

El rendimiento cudntico ® de fluorescencia medido es similar (en torno
a 0.02) para el psoraleno (= 0.019, ®p = 0.13 [104]), 5-MOP y 3-CPS, algo
mas alto para TMP, y menor para 8-MOP y kelina [104,108,113,115]. Junto con
este parametro, que indica que la fluorescencia del 8-MOP vy la kelina esta mas
eficientemente amortiguada, podemos emplear la razéon de rendimientos
cuanticos de fosforescencia/fluorescencia, ®p/®Pr, como un indicador de cuin
favorable es el proceso de cruce entre sistemas. Comparando datos en etanol a
77 K, la razén @p/Pr va de 7.1 para el psoraleno, a 13.1 para 8-MOP, 11.9 para
5-MOP y 6.0 para TMP [104], indicando que la poblacion relativa del estado
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triplete es mayor en el 8-MOP. Kelina y 3-CPS, por otro lado, parece que dan
lugar a rendimientos cuanticos de formacion de triplete mas altos que el resto de
la familia en diferentes solventes [108,112,115,132].

A tenor de estos datos experimentales podemos concluir que el 8-MOP y
la kelina, y quizds también el 3-CPS, son los fotosensibilizadores mas
relevantes, teniendo en cuenta que la poblacion eficiente del estado 7) es
condicion sine qua non para ejercer una apropiada accion fototerapéutica [84].

Se ha sugerido que la accidn fotosensibilizadora de las furocumarinas se
gjerce principalmente mediante el mecanismo de 7Tipo III, basado en la
interaccion entre el psoraleno en su estado excitado triplete mas bajo y una base

pirimidinica del ADN, en un proceso que se sugiere en tres pasos [133]:

1) La furocumarina se inserta entre bases pirimidinicas adyacentes
en el ADN en ausencia de luz, formando un complejo que es

estabilizado por apilamiento (stacking) y por fuerzas hidrofobicas.

2) La absorcion de un foton induce la formacion de monoaductos,
mediante un mecanismo de fotocicloadicion [2+2], entre un doble
enlace reactivo de la base pirimidinica y uno de los dos dobles enlaces
reactivos de la furocumarina, uno en el anillo de furano, C; — C%, y otro
en el de pirona, C; —C, (vide Figura 6), formando el FMA (furan-
monoadduct) y el PMA (pyrone-monoadduct), respectivamente’; la base
mas favorable para la interaccion con el psoraleno es la timina, en
concordancia con su predominancia en la formacioén de dimeros T< >T
en ADN irradiado con luz UV [134,135,136]. Asimismo, se ha

comprobado que irradiando soluciones acuosas conteniendo purinas y

7 Segiin la numeracion tradicional, que es diferente a la numeracién sugerida por la Unidn
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC).
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pirimidinas junto a psoralenos se produce una modificacion en el

espectro de fluorescencia de las segundas, mas no en las primeras [137].

3) El monoaducto, merced a la absorcion de otro foton, puede
inducir a su otro doble enlace reactivo a interaccionar con una molécula
de timina de la cadena opuesta de ADN, provocando la formacion de un
diaducto que entrecruza las dos hebras (cross-link), lo cual tiene
importantes consecuencias, dado que se trata de una lesion importante

del material genético que impide la replicacion.

Insercion del psoraleno Vi oS

Cadena

de AD%

Grupo .,
J“J;::mau fosfato Formacion de monoaductos

Grupo

Cadena fosfato

de I\D‘h<

Formacion del diaducto

o
. 5 4 5
/ 3 NH
. .- LI
o o o 6>y )
8 H
Psoraleno

Timina

Figura 6. Mecanismo 7ipo III: interaccion psoraleno-timina en tres pasos. La terapia PUVA
esta basada en este tipo de interaccion del fotosensibilizador (en este caso, la molécula de
psoraleno) con el ADN.
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Se ha demostrado que las furocumarinas son capaces de formar
complejos moleculares cuando se afiaden a una disolucién acuosa de acidos
nucleicos [81], y la formacion de mono- y diaductos ha sido analizada mediante
estudios de elasticidad de mezclas psoraleno-ADN tras irradiacion [138].
Asimismo, estos fotoaductos furocumarina-timina han sido caracterizados por
cristalografia de rayos X para el 8-MOP [139] y espectros RMN de protén 'H
para los aductos formados por 8-MOP y TMP [140,141]. Ademas, también se
han estudiado en profundidad los aductos formados por el 3-CPS [142,143,144].

Las regiones del ADN con la secuencia poli [dA-dT]-poli [dA-dT]
parecen ser las mas favorables para estas reacciones de fotocicloadicion [114].
De hecho, recientes estudios de mecéanica molecular y dindmica molecular
sugieren, en base a las conformaciones mas favorables para la reaccion
fotoquimica, que el psoraleno fotorreacciona preferentemente en secuencias
[AT],, y especialmente en regiones 5’-TpA [145]. Estos autores sugieren que la
relativamente baja eficiencia en obtener el alineamiento geométrico correcto
para la fotoadicion, ya sefialado en otros estudios [146], es debida a que hay dos
mecanismos competitivos: por un lado la intercalacion del psoraleno y por otro
su union al surco menor del ADN.

A pesar de que ambos dobles enlaces (C;, —C; y C,—C,) son

susceptibles de reaccionar con la timina, el primero parece ser el mas
fotorreactivo biologicamente [95]. El mecanismo fotoquimico subyacente y la
contribucién de los diferentes derivados del psoraleno no esta claramente
dilucidado. Los diaductos, por ejemplo, se dice que son formados solamente a
partir del FMA, que es el unico monoaducto capaz de formar cross-links a 360
nm [140,147] y, ademas, es el monoaducto que se forma preferentemente,
aunque también se observa una cantidad significativa de PMA en muchos
derivados [140,141,148]. Respecto al 8-MOP, el rendimiento de conversion de
FMA a diaducto es aproximadamente cuatro veces mayor que el rendimiento de

fotocicloadicion del 8-MOP al ADN [146], esto es, la formacion del
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monoaducto. Se cree que el estado triplete del monoaducto estd implicado en la
formacion de los entrecruzamientos [149].

Como ya hemos indicado, la implicacién de uno u otro monoaducto en
el proceso de entrecruzamiento no estd clara. Por irradiaciéon a 365.5 nm (3.39
eV) se forman ambos monoaductos; mientras que el PMA no presenta
fluorescencia, el FMA si que es fluorescente [150,151,152]. Por otro lado,
diversos estudios destacan el hecho de que el FMA, tras irradiacion con luz UV
de 253.7 nm (4.89 eV), se descompone en los reactivos originales [150]. Otros
estudios sefalan que la distribucién de monoaductos en muestras de ADN difiere
segun la longitud de onda de la radiacion empleada: 341.5 nm (3.63 eV) 0 397.9
nm (3.12 eV): en el primer caso el producto principal es el diaducto, mientras
que en el segundo lo es el FMA, aunque también se forma un pequefio pero
definido numero de diaductos [148]. Los monoaductos y los diaductos pueden
romperse en sus mondmeros originales tras irradiacion con luz UV de longitud
de onda corta [94,138].

Las  furocumarinas  también  experimentan  reacciones  de
fotocicloadicion-C4 con acidos grasos insaturados [80,96], lo que se traduce en
efectos sobre la membrana celular. Por otro lado, se han obtenido resultados
basados en observaciones microscopicas fluorescentes de células humanas de la
mucosa oral que indican la asimilacion de 5-MOP y 8-MOP por nucleos
celulares [151].

Por lo que respecta al uso clinico de las furocumarinas, el 8-MOP se
administra habitualmente por via oral en el tratamiento del vitiligo [92] y de la
psoriasis [98]. El 5-MOP también se emplea en la fotoquimioterapia de la
psoriasis y, en comparacion con el 8-MOP, muestra unos efectos secundarios
menos severos y es mejor tolerado por los pacientes [84]. Por otro lado, la kelina
se emplea fundamentalmente en el tratamiento fotoquimioterapéutico del vitiligo
[84]. Este compuesto no muestra efectos secundarios adversos prolongados ni

eritema cutaneo, presumiblemente porque s6lo forma monoaductos. E1 TMP se
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usa igualmente para tratar la psoriasis y el vitiligo [113]. Por ultimo, el 3-CPS ha
sido probado en la fotoquimioterapia de la psoriasis [132] y sélo forma
monoaductos con el ADN, en concreto FMA [142,144], igual que la kelina
[153], y por ello es considerado como una alternativa no carcinogénica al 8-
MOP. Ello ha suscitado un enorme interés por dicho compuesto que se ha
traducido en numerosos estudios sobre el mismo [116,142,143,144,154]. Cabe
destacar que todas estas furocumarinas son capaces de formar monoaductos,
pero so6lo el psoraleno y el TMP muestran una tendencia muy favorable a formar
diaductos. El 5-MOP y el 8-MOP también pueden formar diaductos, pero el
proceso es menos favorable. En cambio, el 3-CPS y la kelina no forman
diaductos [75,155]. De hecho, algunos autores han destacado la escasa
fotoactividad hacia el ADN mostrada por la kelina [116]. La capacidad de
formacion de diaductos fue considerada en un principio como la clave de la
actividad fototerapéutica de las furocumarinas, a pesar de que se cree que causan
efectos secundarios adversos dificilmente reparables por los mecanismos de
reparacion del material genético, como carcinogénesis, mutagénesis e
inmunosupresion [82,75]. Sélo las furocumarinas con grupos bifuncionales (es
decir, con dos C = C reactivos) como el psoraleno pueden formar diaductos y
provocar estos efectos mutagénicos y letales.

No obstante, ciertas furocumarinas monofuncionales han resultado ser
tan eficientes en los tratamientos como las bifuncionales, lo que sugiere que la
induccion de lesiones en el ADN no puede ser considerada como el tnico
mecanismo responsable de los efectos fototerapéuticos [84]. De hecho, estos
compuestos, en estado triplete, también interaccionan con el oxigeno

produciendo oxigeno singlete (mecanismo 7Tipo II) [75,79,132,156,157].
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Ps(T;)
102,
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Figura 7. Mecanismo Tipo II: interacciéon psoraleno-oxigeno.

El oxigeno singlete, de naturaleza electrofila, reacciona con
componentes de la membrana celular originando la muerte de la célula por
apoptosis o “muerte celular programada” [53,72,158,159,160]. El psoraleno, por
tanto, puede interaccionar con el oxigeno molecular, y de hecho el oxigeno actia
como amortiguador [161,162,163] en la reaccidon fotoquimica entre psoraleno y
timina [164], que resulta mas lenta en su presencia. El psoraleno, el 8-MOP vy el
3-CPS son considerados los mas eficientes productores de oxigeno singlete
[75,79,132,156,164,165].

Para explicar las propiedades fisico-quimicas de estos compuestos
debemos recurrir a la Mecéanica Cuantica y elucidar la estructura electronica de
cada sistema. Dichas propiedades deseables son: que la molécula presente un
estado triplete que se pueble eficientemente a partir del estado excitado singlete,
que dicho estado presente una vida media lo suficientemente larga como para
poder interactuar con el ADN o con el oxigeno molecular, que el farmaco sea
inocuo en ausencia de radiacidén, que absorba a longitudes de onda largas
(porque asi la radiacion incidente es dispersada en menor grado por los 6rganos

y tejidos y podemos tratar zonas mas internas del organismo), y que forme
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monoaductos y no diaductos (para evitar los efectos carcinogénicos secundarios)
[72,89].

Ademas, un buen fotosensibilizador debe ser ambifilico (con una parte
hidréfila para poder ser administrado por via intravenosa, pero también con una
cierta hidrofobicidad para interaccionar con el ADN), sintetizable con un grado
de pureza adecuado y que sea eliminado rapidamente del organismo, para que no

persista la fotosensibilizacion mas de lo estrictamente necesario [72].

Atenuacion del campo

Fototerapia

Fotoquimioterapia PIEL GRASA HUESO

s — Fotoquimioterapia
. (PUVA)

Figura 8. La fototerapia engloba fodos los casos en los que la luz es empleada con fines
terapéuticos. La fotoquimioterapia es un subconjunto de la misma (con la condicién de
emplear un farmaco exégeno), y la terapia PUVA es un caso particular de fotoquimioterapia,
al igual que la PDT.
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1.3. Estudio de la estructura electronica

1.3.1. Quimica Cuantica

En primera instancia, la materia estd compuesta por atomos, que se
pueden agrupar formando moléculas. Los atomos constan de un nucleo (con
protones y neutrones) y electrones. Sin embargo, el esquema es mas complejo,
ya que existen muchas particulas subatomicas relacionadas entre si
[19,16,28,40,44,166,167,168]. En lineas generales, las particulas elementales
[169,170,171] se pueden clasificar atendiendo a diversos criterios: por el tipo de
interaccion en la que participan (leptones y hadrones), por los productos de
desintegracion (mesones y bariones), y por el espin (bosones y fermiones). El
modelo estandar establece que las particulas se dividen en fermiones (como el
electron), que constituyen la materia (y sus antiparticulas, la antimateria); y
bosones (como el fotdn), que transmiten las fuerzas. Asi, en los bosones se halla
el origen de las fuerzas que actuan en la materia o, dicho de otro modo, de los
campos a través de los cuales interaccionan los fermiones.

Los fermiones, de espin semientero, se caracterizan por cumplir el
Principio de Antisimetria, ¥ (....x;,....x;,...) = =¥ (... x},....X;,...), segin el cual
la funcion de onda asociada a un conjunto de particulas debe ser antisimétrica
con respecto al intercambio de cualesquiera dos particulas, y tienden a estar
todos en estados cuanticos diferentes, comportandose segun la estadistica de
Fermi-Dirac; por el contrario, los bosones tienden a estar todos en el mismo
estado de energia y se comportan segun la estadistica de Bose-Einstein [172].

Los electrones en un atomo no pueden ocupar cualquier lugar del
espacio en torno al nucleo. A aquella region del espacio en la que existe una

probabilidad finita de encontrar un electréon en un atomo o molécula se le da el
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nombre de orbital, una funcidn espacial de un electrén. Su forma se define como
una superficie de densidad de probabilidad |yf* constante que encierra una gran
parte de la probabilidad de encontrar al electrén y estima, por tanto, la densidad
electronica. Si el sistema esta formado por una unica particula, la probabilidad

de encontrarla en un elemento de volumen dx-dy-dz en la posicion (x,y,z) viene
definida por P = ”J.“P(x, ¥, ZX 2 dxdydz .

El concepto de orbital molecular (MO, molecular orbital) es el mas
importante dentro del marco de la Quimica Cuantica contemporanea. Casi todo
nuestro conocimiento sobre “lo que hacen los electrones en las moléculas™ esta
basado en este concepto, y practicamente todos los métodos computacionales
empleados para el andlisis de la estructura electronica de las moléculas
comienzan con un calculo de los orbitales moleculares del sistema. En su
modelo mas simple el MO est4 ocupado por cero, uno o dos electrones [173]. Un
orbital atdbmico viene definido por los valores de los numeros cuanticos n, [ y m;.
Para cada una de las combinaciones permitidas de estos tres niimeros cuanticos
existe una funcion de onda que, en el caso de sistemas monoelectronicos, es
solucion de la ecuacion de Schrodinger [25]. Los orbitales que pertenecen a una
capa (designada por n) estan agrupados en subcapas (designadas por /). Cada
subcapa esta a su vez formada por 2/+1 orbitales individuales, designados por el
numero cuantico m;. Pauli afiadié el nimero cudntico, s, cuyos valores podian
ser +1/2 y —1/2, que corresponden al momento angular de espin del electron
[166]. En 1925 formuld el Principio de Exclusion, que impone que dos
electrones en un mismo atomo no pueden tener los cuatro nimeros cuanticos
iguales (lo que equivale a decir que en un mismo orbital no puede haber dos
electrones con espines paralelos), y que es un caso particular del Principio de
Antisimetria.

El espin no fue tenido en cuenta en las primeras formulaciones de la

Mecanica Cuantica. Este efecto fue introducido por Paul Dirac en 1928, quien
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teniendo en cuenta el efecto de la Relatividad Especial fundd la Mecdnica
Cuantica Relativista. Demostrd matematicamente por qué el electron tenia espin
1/2. Esta teoria es esencial para entender fendmenos como el acoplamiento
espin-0rbita, muy importante en Espectroscopia. La ecuacion de Dirac permite
describir el movimiento relativista del electron [173,174], obteniéndose valores
de energia positivos correspondientes a los niveles energéticos del electrén, y
valores negativos que representan los niveles energéticos del positron, su
antiparticula.

Un aspecto esencial de la Quimica Cuantica es el estudio de la estructura
electronica de la materia. En general, los métodos quimico-cuanticos buscan,
mediante  procedimientos numéricos computacionales [35,46,175,176],

soluciones aproximadas de la ecuacidon de Schrédinger no relativista

independiente del tiempo, Hy=Ew, siendo el operador Hamiltoniano

A=T,+T,+0,,+U, +U,y, cuyos términos representan la energia cinética

de los electrones, la energia cinética de los nucleos, la energia potencial de
atraccion nucleo-electrén, la energia potencial de repulsion electron-electrén y la
energia potencial de repulsion nucleo-ntcleo, respectivamente.

El Hamiltoniano para N electrones y M nucleos es, en unidades atomicas

[177]:
N M N N M M
H=3 vty ovio3s LS Ly 3 A
i=1 A=1 Tia i=1 j>i 'jj A=1B>4 AB
Ecuacion 2

El Hamiltoniano es un operador lineal y hermitico [31,177,178], lo cual
implica que sus valores propios son reales y las funciones propias

correspondientes a diferentes valores propios del operador son ortogonales.

Siempre es posible diagonalizar la representacion matricial O de un operador O
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mediante una transformacién unitaria, U tou =@, siendo U tu =1,
expresandola asi en la base de sus vectores propios y obteniendo también los
valores propios, que son precisamente los elementos diagonales de la matriz @
[177].

La principal dificultad para resolver la ecuacion de Schrodinger proviene

de la presencia en el Hamiltoniano del término de repulsion interelectronica, rl.j_l ,

que representa la repulsion entre los electrones i y j, la cual se hace infinita para

r; =0, lo cual impide un acercamiento excesivo de cualesquiera dos electrones.

Por tanto, el movimiento de los electrones no es independiente, sino que esta

correlacionado. Este fendmeno se denomina correlacion electronica. De esta

forma, decir que el movimiento de los electrones esta correlacionado equivale a
plantear que la probabilidad de encontrar dos electrones en un mismo elemento
de volumen es nula. Por ello se dice que cada electron esta rodeado por un hueco
de Coulomb.

En muchos problemas quimico-cuanticos podemos considerar que se
cumple la aproximacion de Born-Oppenheimer: los electrones en una molécula,
mas ligeros, se mueven en un campo de nucleos fijos, mas pesados. Este
formalismo nos permite definir un Hamiltoniano electrénico y un Hamiltoniano
nuclear. La solucion de la ecuacion de Schrodinger electronica

H o Posee = Eatec P otec

elec * elec

Ecuaciéon 3

es una funcion de onda electronica que describe el movimiento de los electrones
y que depende directamente de las coordenadas electronicas y paramétricamente
de las coordenadas nucleares (para diferentes disposiciones de los nucleos, W, ..
es una funcion diferente de las coordenadas electronicas). La energia total sera la

suma de la energia electronica y la energia de repulsion nuclear (que es
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constante para una disposicion concreta de los nucleos). Una vez resuelto el
problema electrénico, el siguiente paso es solucionar el problema nuclear: el
movimiento de los nicleos bajo las mismas suposiciones tenidas en cuenta para
formular el problema electronico. Las soluciones de la ecuacion de Schrodinger

nuclear

A, @, =P

nucl nucl

Ecuacion 4

son las funciones ®,,., que describen la vibracion, rotacion y traslacion de la
molécula, y la aproximacion de Born-Oppenheimer a la energia total, & que
incluye las energias electronica, traslacional, vibracional y rotacional. Estas

+oo
funciones estan normalizadas: <‘P(7 )‘ lP(f)> = J Y (7)Y (7)d7 =1. La funcién de

—oo

onda total es:

YRR )= Yoo (R 1R D) ¥, (R D)

Ecuaciéon 5

La energia total, ¢,, ({R 4 }), constituye una hipersuperficie de energia

potencial, que describe el valor de la energia potencial para todas las
configuraciones nucleares posibles. Por consiguiente, los nucleos se mueven
sobre una superficie de energia potencial obtenida resolviendo el problema
electronico.

Sin embargo, en ciertos procesos que implican cruces entre
hipersuperficies, la aproximacion de Born-Oppenheimer no es aplicable; por
tanto, se requieren métodos especiales para la localizaciéon, optimizacion y

estudio de las estructuras de cruce. Dado que la Fotofisica y la Fotoquimica
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modernas se basan en los cruces (cruces evitados, intersecciones conicas) entre
las hipersuperficies de los estados implicados, debemos ir mds alla de Born-
Oppenheimer para analizar los procesos espectroscopicos no adiabaticos
(cuando participan varias hipersuperficies).

Hasta ahora se ha soslayado la cuestion de la forma explicita de una
funcion de onda. El producto de una funcion espacial (orbital) por una funcion
de espin (& o f) se denomina espin-orbital. La funcion de onda antisimétrica
mas simple con la que podemos describir el estado fundamental de un sistema
polielectronico (de N electrones) es un determinante de Slater, que es un

producto antisimetrizado y normalizado de espin-orbitales, de la forma:

Z,'(xl) Zj(xl) Zk(xl)

P(x,,x,,...,xy )= (N1)"? %x,) Z./(_xZ) - Zk(‘xz)

260) 2,(0y) o 2y

Ecuaciéon 6

Este determinante de Slater tiene N electrones ocupando N espin-
orbitales (que son ortonormales: (¥|y) = J;, definiendo el delta de Kronecker
como: & = 1sii=j; & =0 sii#j), sin especificar qué electron ocupa cada
orbital (particulas indistinguibles). Los espin-orbitales estan completamente
determinados excepto por una transformacion unitaria entre los mismos [179]:
esto implica que podemos elegir un conjunto ortonormal de espin-orbitales para

calcular mas facilmente los elementos matriciales del Hamiltoniano®.

¥ Si llevamos a cabo una transformacion lineal del conjunto {y}, X=Zx:Ay;, siendo 4; un
elemento de la matriz A de dimension NxN, cuyo determinante es no nulo, entonces ¥’ = det (A)
Y, y dado que ambas funciones so6lo difieren en una constante, representan la misma situacion
fisica. Ademas, como los espin-orbitales, J;, son linealmente independientes, podemos escoger una
matriz de transformacion A de tal modo que los espin-orbitales resultantes sean ortonormales vy,
por ende, la funcion de onda esté normalizada.
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Ademas, los espin-orbitales han de ser linealmente independientes (en
caso contrario, el determinante es cero), el intercambio de dos filas (que equivale
al intercambio de las coordenadas de dos electrones) cambia el signo del
determinante (principio de antisimetria), y si dos columnas son iguales (esto es,
dos electrones ocupan el mismo espin-orbital) el determinante es cero (principio
de exclusion de Pauli).

Esta funcion de onda cumple con las restantes condiciones de
aceptabilidad [31,174]: cuadraticamente integrable y por tanto normalizable,
esto es, (¥|¥) = 1, univoca y continua (para que la probabilidad esté¢ bien
definida en cada punto del espacio), y pertenece al espacio vectorial de Hilbert’.

Utilizando un determinante de Slater como funcion de onda se cumple
que la probabilidad de encontrar dos electrones con espines paralelos en el
mismo punto del espacio es cero, mientras que dicha probabilidad es no nula
para electrones de espin opuesto, ya que la probabilidad de encontrar
simultaneamente dos electrones en dos puntos distintos del espacio es igual al
producto de ambas probabilidades (sucesos independientes) [180], lo cual no
tiene sentido fisico. Por tanto, dentro de la descripcién unideterminantal de la
funcion de onda, el movimiento de electrones con espines paralelos esta
correlacionado, pero el movimiento de electrones con espines opuestos no lo
esta. Fisicamente, al utilizar una funcién tipo determinante de Slater estamos
utilizando un modelo de electrones independientes, despreciando el hueco de
Coulomb. Pero, como el movimiento de dos electrones con espines paralelos si
esta correlacionado, se dice que existe un hueco de Fermi alrededor de cada
electron, lo cual es consecuencia directa del principio de antisimetria [181].

Si la funcién de onda para un sistema de N electrones es el determinante

de Slater ¥, :‘ XiXo oo Kap - ;(N>, construido a partir de N espin-orbitales

? Espacio vectorial lineal que puede tener un némero infinito de dimensiones y definido, en
general, para funciones complejas. El estado de un sistema en Mecanica Cuantica se representa por
un vector en un espacio de Hilbert.
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ortonormales ¥, |a=1,..., N, la energia electronica viene dada por la expresion

_Jawine, (v, A,
[ae; ¥, (o[ %)

o . Para conocer el valor de E, se han de evalular

los elementos matriciales del Hamiltoniano, considerado éste como suma de
operadores monoelectronicos y dielectronicos, utilizando las reglas de Slater

[177]:

Ey=(%, A %,)= Y alf )+

a

iz]::(<abab>—<abba>)

a

| —

Ecuacion 7

Cada espin-orbital ocupado ¥, contribuye con un término <a‘ﬁ‘ a> ala
energia, que expresa la energia cinética y de atraccion nuclear promedio de un
electron descrito por dicho espin-orbital. Cada par de espin-orbitales ocupados
( Xas ){b) contribuyen con dos términos: la integral dielectronica <ab‘ ab> , que es
la integral coulombiana y representa la repulsion clasica entre las densidades de

J 2 2 . . , .
probabilidad ‘ Xa (XJ y ‘ X (xzx ; y la integral dielectronica <ab‘ ba> , que es la

integral de intercambio y proviene del requerimiento de antisimetria de la
funcion de onda polielectronica, y puede ser positiva o cero (si los dos electrones
tienen espines paralelos), lo cual justifica que un estado triplete tenga menor
energia que un estado singlete con la misma configuracion electronica. Es
posible clasificar los estados atendiendo a la multiplicidad de espin (singletes,

dobletes, tripletes, etc...) porque el operador Hamiltoniano no depende de las
coordenadas de espin y, por consiguiente, conmuta con los operadores $? y S,

que a su vez conmutan entre si. Esto implica que los tres operadores poseen un

conjunto completo de funciones propias comunes.
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En Quimica Cuantica existen varios tipos de métodos aproximados,
basados en el método variacional y/o en la teoria de perturbaciones'
[29,31,177], para soslayar la dificultad que presenta el término de repulsion
electron-electron presente en el operador Hamiltoniano para la soluciéon de la
ecuacion de Schrodinger.

El método variacional [177] se basa en el principio variacional, que
consiste en que, habiendo definido una funcion de prueba ® (normalizada y que

se anula en los limites del sistema) tal que

sy @1
(@] @)
Ecuacion 8

la energia aP) es estacionaria con respecto a cualquier variacion en ®. Ello nos
lleva a que g®P) > &: dada cualquier funcion de onda que satisfaga las
condiciones de contorno del problema, el valor esperado de la energia calculado
con esta funcion es mayor o igual que el valor de la energia exacta (&) del
estado fundamental.

El método de variaciones lineales [177] consiste en que la funcién de

prueba es combinacion lineal de funciones conocidas (conjunto de base):

P = Zcil//i

Ecuacion 9

1% También existen métodos mixtos que no se pueden adscribir a una aproximacion concreta (CC,
DFT, MCPT...), tal y como veremos mas adelante.

73



1. Introduccion 1.3. Estructura Electronica

donde ¢; son los coeficientes de la expansion. Cuanto mayor sea el numero de
coeficientes en la combinacidn lineal, menor sera la energia variacional y, por
ende, tanto mas proxima a la energia exacta.

Si el conjunto de base es ortonormal, la condicion de normalizacion para

la funcién de prueba resulta: (®|P) = ZZcicj <l//i l//j> = Zciz =1. Se cumple
i i

igualmente la relacion: <<I>‘H\ CI>>=ZZcich”.. El objetivo es aplicar la
i

condicién de estacionario a (H), esto es, 9/dc; (<<I>\H\ <I>>)=0, siendo
k=1,...,N, con la restriccion de la condicion de normalizacion. El problema de
hallar un punto estacionario de una funcién sujeta a una restriccién, cuyas
variables no son todas independientes (precisamente por la condicion de
normalizacidon), se resuelve aplicando el método de multiplicadores
indeterminados de Lagrange [11,161,177], que consiste en construir una funcion
cuyos puntos singulares tengan lugar al mismo valor de los coeficientes, y en el
caso del valor esperado de la energia esta funcion es:
Lle,,....cy, E)={®|A| @) - E(@| @) -1).

Por tanto, dL/dc, =0, con k=1,...,N—1. Y como el multiplicador

indeterminado £ lo escogemos segun nuestra conveniencia, imponemos que
dL/dc) =0, y resolvemos la ecuacion resultante. Por tanto, el procedimiento
consiste en proponer varias funciones de prueba, calcular el valor esperado de la
energia para cada una de ellas, escoger aquélla de energia menor y concluir que
es la mejor funcion que se puede obtener de entre los tipos de funcion de prueba
consideradas.

Asi, desarrollando la expresion del valor esperado de la energia:

(@A[@)/(@]@) (e +-|Hlcys ) lcaut|eyat)
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y derivandola con respecto a los coeficientes e igualando a cero (para asegurar la
condicion de punto estacionario), obtenemos un sistema de ecuaciones
homogéneas (ecuaciones seculares). Para que este sistema tenga una solucion
diferente de la trivial, el determinante de los coeficientes debe ser nulo, de
acuerdo con el teorema de Rouché-Frobeniiis [36]. Imponiendo esta igualdad, y
considerando la condiciéon de normalizacion, obtenemos las energias de los
orbitales y los propios orbitales moleculares ®; como combinacion lineal de
orbitales atomicos (¥, Wz, ...), lo que se conoce como aproximacion MO-
LCAO (molecular orbitals as linear combination of atomic orbitals). El método
variacional puede extenderse también a los valores propios que estén por encima
del estado fundamental (estados excitados), si empleamos el método de
variaciones lineales (teorema de McDonald).

Por otro lado, la teoria de perturbaciones [29,177,183] se basa en aplicar
un parametro de perturbacion al Hamiltoniano y relacionar las funciones propias
y los valores propios desconocidos del sistema perturbado, con las funciones

propias 'y los valores propios conocidos del sistema sin perturbar
(AP0 = FOWOy B decir, A=A +A1-A’, y se va variando el
parametro A desde 0 (sistema sin perturbar) hasta 1 (sistema perturbado),

cumpliéndose necesariamente que H’ <<< H”.
Los niveles energéticos y sus funciones propias se obtienen mediante

desarrollos en serie de Taylor, afiadiendo correcciones de 1%, 2° orden.. ., esto es,

E.=E, +Z(1/n!)[8”E,./aﬂn] A =E,.(°) +Ei(1) +E,.(2) +..., y por otro lado,
i=l A=0

W=, S Un)orw, o), A =90 + w0+ WP 4 La correccion
i=1

de orden 7 a la energia se expresa como El.(”) = <‘Pi(°) ‘H { ‘Pl.(”_l)> . Cabe destacar

que con correcciones de orden n a la funcion de onda se pueden calcular

correcciones de orden n + 1 a la energia.
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Resumiendo, en la aproximaciéon MO-LCAO los orbitales moleculares
se pueden considerar como una mezcla de los orbitales atomicos de los atomos
que constituyen la molécula [25,182]. Al formarse una molécula, se combinan
los orbitales atomicos de cada atomo que presentan la misma simetria. Al
solaparse los orbitales se puede sumar o restar la densidad electronica en las
areas de solapamiento, dando lugar, respectivamente, a orbitales moleculares
enlazantes o antienlazantes, que segin su simetria serin o, T o n'.
Tradicionalmente, los orbitales mas importantes en la reactividad quimica son el
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital), el orbital ocupado de mas alta
energia, y el LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), el orbital vacio de
mas baja energia, ya que, en el modelo orbital mas simple, si la molécula capta
un electron sera mas favorable energéticamente situarlo en el LUMO, y si lo

pierde, sera mas favorable que sea del HOMO.

"' Nomenclatura segin el comportamiento del orbital respecto a la rotacion respecto al eje
principal de simetria. Sin embargo, en general, los orbitales se clasifican segun las
representaciones irreducibles del grupo puntual al cual pertenece la molécula.
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1.3.2. Métodos de calculo

La Quimica Cuantica se ha consagrado en las ultimas décadas como una
valiosa herramienta para poder desentrafar los misterios de la Naturaleza.
Actualmente, hay una extensa variedad de métodos quimico-cuanticos, cada uno
de los cuales desarrollado para resolver una serie de problemas especificos. En
realidad, no tiene sentido preguntarse cual es el mejor, sino cual es el mas
adecuado para un problema concreto [173,177,174,183,184,185]. Nos
centraremos en los métodos ab initio, que emplean el Hamiltoniano correcto sin
hacer uso de otros datos que no sean las constantes fisicas fundamentales. El
método Hartree-Fock (HF) [177,186] es el mas simple. Con este método
obtenemos los mejores espin-orbitales de tal modo que el determinante
resultante hace estacionaria la energia. La flexibilidad variacional en la funcion
de onda estriba en la eleccion de los espin-orbitales. Minimizando el
correspondiente valor promedio del Hamiltoniano podemos obtener la ecuacion

Hartree-Fock'%:

fx.)=¢€x.)

Ecuaciéon 10

donde f es un operador monoelectronico denominado operador de Fock, en el
cual existe un término que representa el potencial promedio que experimenta
cada electrén debido a la presencia de los otros electrones. El término £ es la

energia de los espin-orbitales. La esencia de la aproximacion HF es sustituir el

2 Como el determinante de una matriz es invariante frente a una transformacién unitaria,
diferentes conjuntos de espin-orbitales hacen estacionaria la energia, y el conjunto que da lugar a
una representacion diagonal de la matriz de valores propios, obteniéndose esta ecuacion, se
denomina conjunto candnico, que forma una base para una representacion irreducible del grupo
puntual de la molécula.
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complicado problema polielectronico por un problema monoelectronico en el
cual la repulsion interelectrénica se trata de forma promedio. La ecuacion HF es
no lineal, dado que el operador de Fock depende de sus funciones propias, y
hemos de resolverla iterativamente mediante el método SCF (self-consistent
field).

La solucion de la ecuacion HF proporciona un conjunto de espin-
orbitales ortonormales y; con energias orbitales . Los N espin-orbitales de
menor energia son los ocupados. El determinante de Slater formado a partir de
estos orbitales es la funcion de onda HF del estado fundamental. El resto de
espin-orbitales son los virtuales. Los espin-orbitales ocupados, 7, | a = 1,...,N,
forman un conjunto ortonormal y expanden el espacio de Fock. Los espin-
orbitales restantes (no ocupados), que junto con los espin-orbitales ocupados
forman un conjunto ortonormal completo, los denotaremos por Y, | r =
N=+1,...,00, y corresponden al subespacio complementario de Fock.

Segiin empleemos espin-orbitales restringidos o no restringidos,
hablaremos respectivamente de Restricted Hartree-Fock (RHF) o Unrestricted
Hartree-Fock (UHF). En el primer caso tenemos el mismo orbital espacial para
las dos funciones de espin, mientras que en el segundo caso, a través de una
ruptura de simetria, se permite que los espin-orbitales correspondientes a
funciones de espin diferentes tengan distribuciones espaciales distintas. El
método RHF es size-consistent”, pero presenta un comportamiento incorrecto a
largas distancias (para sistemas que disocian en productos capa abierta, esto es,
con electrones desapareados), lo cual implica un tratamiento erréneo de la
disociacion; verbigracia, en la molécula de H, se obliga a los dos electrones a
tener la misma distribucion espacial mientras se alarga la distancia de enlace,
cuando en realidad los fragmentos separados las tendran localizadas en regiones

muy diferentes [181], pero el método UHF si permite la disociacion correcta

1 La energia del conjunto de dos sistemas no interaccionantes no coincide con la suma de las
energias individuales.
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(aunque tiene el problema de presentar contaminacion de espin, esto es, las
soluciones no son funciones propias de espin). Sin embargo, la mejor opcidon
para obtener la disociacion correcta es emplear los métodos
multiconfiguracionales autoconsistentes MCSCF (multi-configurational self-

consistent field).

Para mejorar los resultados a nivel Hartree-Fock hemos de incluir el
efecto de la correlacion electronica. La funcion de onda Hartree-Fock sélo tiene
en cuenta los orbitales moleculares ocupados y es uniconfiguracional. Por tanto,
aunque en ocasiones puede ser una buena aproximacion para el estudio del
estado fundamental, adolece de falta de precision y es inadecuada para tratar, por
ejemplo, estados excitados. Asi, debemos incluir mas de una configuracion'* en
la expansion de la funcion de onda polielectronica, por otro. Asi, la funcion de

onda exacta para cualquier estado del sistema se puede escribir como:

rs
i)+

W)+ > Cn

a<b;r<s

\‘I>>=Co\‘Po>+ZCZ

Ecuacion 11

En esta ecuacion tenemos en cuenta, sucesivamente, el determinante del
estado fundamental, la suma de los determinantes uniexcitados (promociéon a —
r), la suma de los determinantes biexcitados (promociones a — ry b — ), etc...
Si bien el conjunto infinito de determinantes |¥;) es un conjunto completo para
la expansion de cualquier funcidon de onda polielectronica, en la practica solemos
truncar esta expansion N-electrénica por motivos computacionales. Igualmente,
cada una de las funciones de onda polielectronicas |¥;) estd constituida por

espin-orbitales, y; =y, - s, cuya funcion espacial u orbital molecular es a su vez

' Distribucién de los electrones del sistema en espin-orbitales que es funcion propia del operador
espin electronico total al cuadrado. Se denominan CSFs (Configuration State Functions):
combinaciones lineales apropiadas de determinantes.

79



1. Introduccion 1.3. Estructura Electronica

una combinacion lineal de funciones de base u orbitales atomicos dentro de la
K

aproximacion MO-LCAO: vy, (F)= ZC i (7). En la practica también
u=1

truncamos esta expansion monoelectrénica. Ambos truncamientos constituyen la
fuente de imprecision mas importante en los calculos quimico-cuanticos ab

initio. La funcion ¢, (7) es una funcién de base (generalmente, una funcion

contraida), y es a su vez combinacion lineal de un conjunto de primitivas,

P, = Z gd,, - Obviamente, se podria obtener la solucion exacta de la ecuacion
k

de Schrodinger si el conjunto de funciones de base fuese completo y si se
consideraran todos los determinantes posibles que se pueden obtener a partir de
todas las ocupaciones posibles de los correspondientes orbitales moleculares. La
Ecuacion 11 representa una expansion Cl (configuration interaction). Con CI se
optimizan variacionalmente los coeficientes de la expansién de la funcion de
onda polielectronica, dados los orbitales HF; esto es, se construye la
representacion matricial del operador Hamiltoniano, que ha de ser diagonalizada
para obtener la energia de correlacion y los coeficientes de la expansion (siendo

estacionaria la energia).

(WA, 0 (¥AD) 0
\s|als) (s|AD) (S|A|T)
(p|A[D) (DIAIT)
(TA|T)

0
0

=
I

La energia de correlacion £, se define como E.., = & — Eo,
siendo el minuendo el valor propio mas bajo de la matriz Hamiltoniana

(es la energia exacta no relativista del estado fundamental del sistema
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dentro de la aproximacion de Born-Oppenheimer), y el sustraendo es la
energia HF, obtenidos ambos en el limite en que la base se aproxima a la
completitud (se alcanzaria empleando un conjunto de base infinito).

Un célculo full-CI (FCI) consiste en calcular la funcion de onda con
todos los determinantes posibles de la funcion polielectronica (vide Ecuacion
11), empleando en la practica un conjunto de funciones de base finito;
obtenemos la solucion exacta dentro del subespacio abarcado por dicho conjunto
de base.

Por lo general, se suele tomar como estado de referencia, [¥,), la
configuracion Hartree-Fock. De acuerdo con las reglas de Slater [177], sélo los
determinantes que difieran en al menos dos orbitales tendran un elemento
matricial comin no nulo. Esto resulta del hecho de que el operador
Hamiltoniano no contiene mas que operadores uniparticula y biparticula, de ahi
que se suela truncar la expansion CI de la Ecuacién 11 a segundo orden, dando

lugar al método CISD, que incluye excitaciones simples y dobles sobre ‘ ‘PO> .

Segun el nimero de configuraciones inicialmente consideradas, los
diferentes métodos empleados en Quimica Cuantica se pueden clasificar en

[183]:

v' Métodos uniconfiguracionales. Normalmente estan basados en una

referencia Hartree-Fock, la cual determina los orbitales moleculares. Para
el tratamiento de la correlacion electronica se utilizan técnicas CI, CC
(coupled-cluster) o MP (Maoller-Plesset), siendo esta ultima la técnica
perturbativa més usual. En general, la aplicacion de los mismos queda
limitada al caso de que una sola funcion de referencia sea adecuada para
la descripcidn del proceso quimico en estudio (por ejemplo, una transicion

espectroscopica no se suele describir por una Unica excitacion entre
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orbitales, sino por muchas, y una sola funciéon de referencia no seria

adecuada).

v' Métodos multiconfiguracionales. Parte de la correlacion se incluye ya en

la referencia (correlacion estatica, cuasidegeneraciones...), la cual suele
ser una funcion MCSCEF, y ésta determina los orbitales moleculares. Los
efectos restantes de correlacion electronica se tratan mediante
aproximaciones MRCI (multi-reference CI), MRCC (multi-reference CC)
0 MRPT (multi-reference perturbation theory). Su uso es imprescindible
cuando se trata de estudiar sistemas en los que dos 0 mas configuraciones

son igualmente relevantes.

[Métodos cuanticos ab /'n/'tiz%

Uniconfiguracionales Multiconfiguracionales
L 1

[ Variacionales } Perturbacionales}[ Otros }[ Variacionales }[Perturbacionales}[ Mixtos J
HF MCSCF MRPT
il } I-[ o } (CASSCF) ] I-[ il } (CaspPT2) }

)

a
Q

Figura 9. Métodos cuanticos ab initio.

Para el estudio tedrico de estados excitados el protocolo
CASPT2//CASSCF [173,183] ha demostrado una gran solvencia [187,188,189].
Partimos de una funcion de referencia CASSCF (complete active space self-
consistent field) [190,191,192,193], que tiene la forma de la Ecuacion 11
optimizandose simultaneamente los coeficientes de la expansion y los
coeficientes de los orbitales moleculares, considerandose sus variaciones como

rotaciones en un espacio vectorial ortonormalizado. Es un caso particular de los
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métodos MCSCF. Se seleccionan unos orbitales y electrones “activos”, de
importancia en el sistema quimico, y se construye la funcion
multiconfiguracional con todas las configuraciones posibles que pueden
generarse con estos electrones y orbitales, teniendo el mismo espin y los mismos
valores propios de simetria espacial que el estado tratado. En el espacio
configuracional expandido por los orbitales activos, la funcion CASSCF es
completa (se corresponde con un espacio FCI), constituyendo el espacio CAS-
CI, en el cual los orbitales activos presentan una ocupacion que varia entre 0 y 2.
El resto de orbitales se denominan inactivos (doblemente ocupados) y
secundarios (vacios).

Con el método CASSCF introducimos la correlacion estatica debida a

efectos de cuasidegeneraciones energéticas entre estados. El resto de la

correlacion, no incluida, se denomina correlacion dindmica y tiene en cuenta

interacciones electronicas de corto alcance.

Orbitales inactivos Orbitales activos Orbitales secundarios
(FCI)

Figura 10. Método CASSCF.

Las técnicas concretas para llevar a cabo la optimizacion de los
parametros variacionales de la funcion MCSCF pueden ser de primer orden
(basadas en el calculo de la energia y de su primera derivada respecto de los
parametros variacionales) y de segundo orden (basadas en una expansion de la
energia a segundo orden, considerandose las primeras y las segundas derivadas).
La aproximacion Newton-Raphson [11,173] de segundo orden, donde la energia
se expande en serie de Taylor en los parametros variacionales, es el método mas

prominente [183].
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La energia CASSCF es invariante frente a rotaciones entre orbitales
inactivos o entre orbitales secundarios. Los valores de energia obtenidos no son,
en general, precisos, si bien esperamos mejores valores para los momentos de
transicion, que no resultan muy afectados por la correlacion dinamica.

El calculo MCSCF de estados excitados es muy complicado si el estado
de interés no es el mas bajo de su correspondiente representacion irreducible.
Para tratar muchos estados, el procedimiento mas seguro es emplear la técnica
SA-CASSCEF (State-Average CASSCF). Se define un funcional de energia que

M
= z w.E, ,donde w. son los factores
i=1

es promedio entre varios estados: E

promedio

de peso relativo para cada estado. El resultado de un calculo SA-CASSCF es un
unico conjunto de orbitales promedio y un nimero de funciones de onda CI igual
al numero de raices usadas en el calculo. Este tipo de célculos permite evitar el
problema del intercambio o salto de raices (root flipping). Las funciones de
onda obtenidas mediante un céalculo SA-CASSCF son ortogonales entre si,
mientras que las funciones obtenidas mediante calculos CASSCF por separado
no lo son. En este caso se dificulta el calculo de los momentos de transicion.
Para tal fin se emplea el método CASSI (CAS State Interaction) [194], que
emplea una transformacion biortonormal para calcular estados de diferente
simetria (y obtenidos, por consiguiente, en calculos diferentes) con el mismo
espacio activo.

Por otro lado, el método RASSCF (restricted-active space self-
consistent field) [173], constituye una extension del método CASSCF en el cual
se adicionan al espacio activo dos nuevos subespacios en los que se restringe el
nimero de huecos y particulas, optimizandose el conjunto de orbitales
implicados. Entre los orbitales activos hay tres subespacios: RAS1, RAS2 y
RAS3. En RASI1 tenemos orbitales con un nimero maximo de huecos definido
por el usuario, en RAS2 tenemos el equivalente al espacio CAS-CI (con

orbitales activos entre los que estan permitidas todas las excitaciones posibles) y
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en RAS3 tenemos orbitales con un nimero méximo de electrones definido por el

usuario.

RAS1 RAS2 RAS3
(Huecos) (FCI) (Particulas)

Orbitales inactivos Orbitales secundarios

Figura 11. Método RASSCF.

El método RASSCF permite incluir un mayor nimero de orbitales y
electrones activos en la expansion multiconfiguracional. Se suele emplear para
optimizar geometrias y para seleccionar un espacio activo adecuado para
calculos CASSCEF posteriores.

Para recuperar la correlacion dindmica empleamos el método CASPT2
(complete active space perturbation theory to second order) [195,196,197]. Este
método queda enmarcado dentro de una teoria de perturbaciones no degenerada
convencional: se considera una sola funcion de referencia (de orden cero) que es
multiconfiguracional (una funcion CASSCF). Se corrige la funcion de onda a
primer orden y, por consiguiente, la energia a segundo orden.

El espacio configuracional en el cual la funcién de onda se expande
puede dividirse en cuatro subespacios: V, (espacio unidimensional expandido
por la funcion de referencia |0) del estado considerado); Vk (espacio ortogonal a
|0) en el subespacio restringido fu// CI utilizado para generar la funcion CAS);
Vsp (espacio formado por configuraciones simplemente y doblemente excitadas
respecto a la funcidon de referencia CASSCF) y V1o . (espacio que contiene el
resto de excitaciones de orden superior). El espacio de todas las funciones
implicadas en la correccion de primer orden a la funcion de onda en la teoria de
perturbaciones de Rayleigh-Schrodinger, que son aquéllas que interaccionan con

la funcion de orden cero a través del Hamiltoniano, constituye el espacio de
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interaccién de primer orden (las funciones en el espacio Vgp). Debido a la

naturaleza uni- y biparticula del operador Hamiltoniano, # = H, + H ; (suma de

operadores monoelectronicos y dielectronicos), el espacio de interaccion de
primer orden consta de funciones generadas mediante uni- y biexcitaciones a
partir de la funcioén de onda de orden cero. A su vez, los orbitales se dividen en:
congelados (doblemente ocupados; no se correlacionan ni aparecen
explicitamente), inactivos (doblemente ocupados en la funcion de referencia),
activos (con cualquier nimero de ocupacién en la funcion de referencia) y
secundarios (no ocupados en la funcion de referencia).

La funcion corregida a primer orden y normalizada viene dada por

‘ ‘P> = CO‘ 0> + Cl‘ l> , denominando ‘l> a la funcion de primer orden normalizada,

y donde C}+C}=1. El término C; corresponde al peso de la funcion de
referencia CASSCF en la funcion ‘LP> y se utiliza como un criterio de calidad

del tratamiento de perturbaciones realizado. El peso de la referencia deberia ser
cercano a la unidad, pero su valor depende del nimero de electrones
correlacionados [183]. En la practica, la descripcion CASPT2 para los estados
excitados debe tener, aproximadamente, el mismo peso que para el estado
fundamental, como garantia de que el tratamiento perturbativo se ha llevado a
cabo de forma equilibrada. Sin embargo, pueden aparecer estados intrusos, esto
es, estados con un peso relativamente alto en la funcién de onda de primer
orden, lo cual invalida el tratamiento perturbativo al no cumplirse que
H’<<< H . Estos estados pertenecen al subespacio Vgp y tienen una energia de
orden cero similar a la energia de referencia, £y. Cuando estos estados presentan
una contribucion a la energia de segundo orden mayor o igual a 0.1 au podemos
incluir los orbitales implicados en estos estados en el espacio activo para
tratarlos variacionalmente. Sin embargo, en el tratamiento de estados excitados
el peso de la referencia puede ser bajo con respecto al estado fundamental,

existiendo muchas contribuciones de poca importancia, de tal modo que hay

86



1. Introduccion 1.3. Estructura Electronica

muchos orbitales responsables de la situacion (estados intrusos que interaccionan
débilmente con la referencia), y en este caso particular se puede emplear la
técnica level-shift (LS-CASPT2) [198,199], que consiste en la adicién de un
parametro de desplazamiento al Hamiltoniano de orden cero. Con objeto de
evitar singularidades (puntos donde la funcién se hace infinita), se suele utilizar
en la actualidad la técnica imaginary level-shift [200].

El método CASPT2 puede ser, segin el espacio activo elegido, size-
consistent, pero no es estrictamente size-extensive'> [173], aunque lo es en la
practica. La precision esperable es de 0.1-0.3 eV. El método CASPT2 ha
demostrado una reconocida solvencia en la elucidacion de la espectroscopia de
sistemas orgédnicos e inorganicos, incluidas muchas biomoléculas, con una
relacion calidad/coste computacional muy ventajosa [187,188,201,202,203,204].

Otros métodos complementarios a los ab initio en la Quimica Cuantica
moderna son los basados en el DFT [183]. La aproximacion clave es modelizar
la correlacion electronica mediante funcionales generales de la densidad
electronica (densidad de probabilidad de encontrar un electréon en un punto del
espacio multiplicada por el nimero de electrones), sin calcular una funcion de
onda.

El DFT esté basado en los teoremas de Hohenberg y Kohn [183,184]: (i)
cualquier observable de un estado estacionario fundamental no degenerado
puede ser calculado a partir de la densidad electronica de este estado
fundamental; esto es, cualquier observable puede escribirse como un funcional
de la densidad electronica del estado fundamental y (ii) la densidad electronica
de un estado fundamental no degenerado puede calcularse determinando aquella
densidad que minimice la energia del estado fundamental. La formulaciéon de
Kohn-Sham establece que la ecuacion a resolver es

(—;Vf +Veff(,—»-)j w)=e

N
‘P.>, siendo la densidad p(?)zZ“Pi(?y, y

i
i=1

15 Que implica un correcto escalado, tal y como lo hace la energia, con el nimero de particulas.
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Vor (7) es el potencial de un sistema de electrones no interaccionantes, de tal

forma que la densidad construida a partir de los orbitales de Kohn-Sham es la
misma que la densidad del sistema real.

El principal problema es que la expresion exacta que relaciona la energia
con la densidad electrénica no es conocida, y es necesario recurrir a derivaciones
aproximadas que contienen parametros ajustables. Por ello proliferan los
funcionales, como por ejemplo el funcional hibrido de Becke3-Lee-Yang-Parr
(B3LYP) [205], donde se incluye parcialmente el intercambio exacto procedente
de un calculo HF. Ello implica que para sistemas en los que el DFT proporciona
resultados erréneos no hay forma sistematica de mejorarlos (a diferencia de los
métodos ab initio, en los cuales el problema suele radicar en el truncamiento de
las expansiones mono- y polielectronica).

La aproximacion TD-DFT (time-dependent density functional theory)
[184,206] incluye los efectos de las perturbaciones dependientes del tiempo y
puede generalizarse para el calculo de estados electronicos excitados, aunque
suele presentar errores importantes en situaciones en las que el estado
fundamental no queda perfectamente definido por la funcién HF, como
biradicales, intersecciones conicas, disociaciones, o en estados de transferencia
de carga, estados multiconfiguracionales o estados con gran acumulacién de
carga negativa.

Un método muy en boga en la actualidad es el método DFT/MRCI
[207], que se basa en una expansion MRCI con funciones de onda
multiconfiguracionales, utilizando orbitales de Kohn-Sham a la hora de construir
las CSFs, y modificando los elementos matriciales del Hamiltoniano con

parametros empiricos.
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1.3.3. Conjuntos de base monoelectronica

Nuestro objetivo es representar los orbitales moleculares de la forma
mas exacta posible como combinaciéon lineal de funciones matematicas
(aproximacion MO-LCAO). La introduccion de una base en los calculos
quimico-cuanticos ha permitido que los métodos ab initio sean operativos
[177,183]. Ello transforma los enormes problemas numéricos del método
Hartree-Fock en un conjunto de ecuaciones algebraicas que se resuelven
mediante técnicas matriciales, al transformarse las ecuaciones Hartree-Fock en
las ecuaciones de Roothaan, FC=SC¢; son la transcripcion de las ecuaciones
HF cuando se ha definido una base de orbitales atomicos para expandir los

orbitales espaciales [177,179].

Conjunto de base polielectronica

‘P;;j>+...

W)+ Y Ch

a<b;r<s

‘¢>=C0“P0>+ZC;

Conjunto de base monoelectrénica

W)= \Xx ) K=Y |0=a.f

wi<f>=§=lc,d¢,,<f> 0ulr)= T dy

Figura 12. Expansién polielectrénica (CI) y monoelectrénica (conjunto de base). La funcion
de onda total, ®, se expresa como combinacion lineal de las funciones de onda
polielectrénicas ¥, ¥,’, etc... A su vez, cada una de estas funciones es un producto
antisimetrizado y normalizado de espin-orbitales, ¥;. Cada espin orbital esta constituido por
una funcién de onda monoelectronica, ¥;, y una funcién de espin, @. Cada funcién
monoelectrénica es combinacion lineal de una serie de funciones de base, ¢,,, que suelen ser
funciones gaussianas contraidas, CGTFs, esto es, combinaciones lineales de un conjunto de
funciones primitivas, gy.
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. . . . — 2
Las funciones gaussianas (GTFs, Gaussian-Type Functions, g<e *"),

son las funciones de base cominmente empleadas [30,177]. Si bien no describen
correctamente el comportamiento del electron tanto cerca como lejos del nucleo,
son muy eficientes desde el punto de vista computacional. Se puede mejorar su

comportamiento empleando funciones gaussianas contraidas (CGTFs), que son

combinaciones lineales de GTFs:¢, =Zd xu8k » siendo { ¢, } el conjunto de
K

funciones contraidas y { g, } el conjunto de primitivas normalizadas (PGTFs).

El coeficiente de contraccion es d,, .

SEGMENTADA GENERAL

8

&

&3

&4

&5

8s

&7
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¢(CGTF)= Z dg(PGTF)  $(CGTF)=> d, g, (PGTF)
6,(CGTF)=Y g, (PGTF)  $,(CGTF)=Y dy,g, (PGTF)

K=5 K=1

¢,(CGTF)= g,(PGTF) 0,(CGTF)=Y d, g, (PGTF)

K=1
Figura 13. En la contraccion segmentada, no todas las primitivas contribuyen a todas las
funciones contraidas. En la contraccion general, todas las funciones primitivas forman parte
de todas las funciones contraidas, con lo que la base es mas flexible y constituye un
verdadero conjunto de orbitales atomicos.
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Para construir un conjunto de CGTFs hemos de (i) optimizar las
primitivas —seleccionar los exponentes variacionalmente- y (ii) optimizar los
coeficientes de contraccion. La contraccion implica combinar el conjunto entero
de funciones de base, PGTFs, y transformarlo en un pequefio conjunto de
funciones formando combinaciones lineales fijas, cuyos coeficientes se escogen
por medio de diferentes criterios [174,208].

Una vez hemos decidido qué tipo de funcion vamos a emplear
(usualmente, una CGTF) y donde va a estar localizada (la mayoria de las veces,
en la posicion del ntcleo), queda por determinar el nimero de funciones que se
va a emplear: una unica funcién de base por orbital atomico ocupado (base
minima) o dos, tres... (conjuntos doble, triple...- (). Asimismo, podemos
duplicar, triplicar..., las funciones de la capa de valencia, empleando una base
minima para el core (conjuntos split-valence como la base 6-31G). También
podemos afiadir funciones de polarizacién (gaussianas con un momento angular
superior al de la capa de valencia, para describir los cambios que ocurren en la
densidad electronica de un atomo cuando entra a formar parte de una molécula;
por ejemplo, la base 6-31G").

En Quimica Cuantica se emplean principalmente tres tipos de funciones
de base [209,210]: bases de Pople, bases correlation-consistent de Dunning y los
ANOs. Las Dbases de Pople presentan contraccion segmentada
[177,211,212,213]. Se optimizan simultaneamente exponentes y coeficientes, lo
que aumenta la flexibilidad, aunque se emplean métodos no correlacionados.
Para tratar correctamente la correlacion necesitamos como minimo conjuntos de
base de calidad doble-{ de valencia o split-valence con funciones de
polarizacion. Para estos calculos, los requerimientos del conjunto de base son
diferentes (y mas exigentes), dado que debemos proveer un espacio orbital
virtual capaz de recuperar una gran parte de la energia de correlaciéon. Con

frecuencia es suficiente correlacionar so6lo los electrones de valencia. Para
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calculos que incluyan la correlacion electronica, se suelen emplear las bases de
Dunning o los ANOs.

Las bases correlation-consistent (cc-pVXZ, donde X indica si son doble,
triple...-{) son bases de contraccion segmentada e incluyen funciones de
polarizacion. Las bases cc emplean menos primitivas que los ANOs. Cada base
contraida parte de un conjunto diferente de primitivas, y los exponentes de las
funciones de polarizacion se optimizan mediante calculos con correlacion
[211,212].

Los orbitales naturales atomicos (ANOSs, Atomic Natural Orbitals) se
optimizan con métodos que incluyen la correlacion electronica. Los orbitales
naturales son las funciones propias de la matriz de densidad reducida de primer
orden del sistema. Las bases de ANOs dan lugar a expansiones CI mas
rapidamente convergentes que cualquier otra base, y ademas permiten obtener
una precision dada con un menor numero de configuraciones. El numero de
ocupacion del orbital es una referencia de su importancia en la funciéon de onda,
por lo cual podemos adoptar este hecho como criterio discriminador. El esquema
original [214,215] se centra en que los coeficientes de los ANOs obtenidos en un
calculo correlacionado del estado fundamental del atomo constituyen los
coeficientes de las funciones de base, de acuerdo con un esquema de contraccion
general. Se simplifica enormemente el andlisis de los orbitales moleculares, al
corresponderse una funcién de base con un orbital atomico. Ademas, este
método de obtencion nos permite disefiar bases de cualquier tamafio con un
unico célculo con el conjunto de primitivas y se obtienen directamente conjuntos
contraidos de funciones de polarizacion. Dado que siempre usamos el mismo
conjunto de primitivas para todas las contracciones, un conjunto de base menor
siempre es un subconjunto de un conjunto de base mayor. Podemos, por tanto,
aumentar nuestro conjunto de base, mejorarlo, sin cambiar de espacio vectorial.
Una mejora del esquema original [216] se basa en incluir matrices

correspondientes al estado fundamental del atomo, estado excitado, cation
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monovalente, anidon monovalente y presencia de campo eléctrico. Esta ultima
matriz permite el tratamiento de la polarizacidon de la nube electrénica (con lo
que ya incluimos las funciones de polarizacién en el mismo disefio original del
conjunto de base). Este promedio hace que sean bases muy validas para calculos
moleculares al permitir el tratamiento equilibrado de diversos estados. Ademas,
su extension a problemas mas complejos, en los que haga falta incorporar el
efecto de otras estructuras, es muy sencillo, ya que basta con incluir en el
promedio de matrices de densidad aquéllas que corresponden a los estados que
deseamos considerar.

Un error que aparece en calculos quimico-cuanticos de dimeros y
agregados moleculares es el BSSE (basis set superposition error) [211]: si la
base de un atomo es variacionalmente deficiente en zonas internas, un método
variacional recupera mucha energia corrigiendo esa zona deficiente con las bases
de los atomos vecinos, con lo que se acortan las distancias de enlace y aumentan
las energias de enlace. La supermolécula posee una base mas extensa que los
monomenos por separado, y como consecuencia se altera la hipersuperficie de
energia potencial. El método de correccion del BSSE mas popular es el de
counterpoise [217,218], que sigue un esquema de compensacion de error que
asume que el BSSE se minimiza si la energia de las moléculas interaccionantes
se determina mediante el uso de todas las funciones de base disponibles en el
complejo molecular. De esta forma, la energia de interaccion se calcula como la
diferencia entre la energia del complejo y las de los fragmentos, calculandose
estas ultimas con el conjunto de base ampliado resultante de incluir para cada
fragmento las funciones de base del resto de mondmeros sin nucleos ni

electrones (ghost functions).
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1.4. Espectroscopia Molecular

1.4.1. Consideraciones generales

La Espectroscopia es el estudio de la interaccion de la radiacion
electromagnética con la materia. El analisis espectroscopico puede cristalizar en
informacién muy util acerca de la materia irradiada, y es una herramienta
habitual y muy util en todas las ramas de la Quimica
[64,163,219,220,221,222,223,224,225,226,227]. La comprension de los
fenomenos espectroscopicos aplicados a la Quimica, explicados mediante la
teoria de orbitales moleculares [228], ha permitido que en la actualidad
disfrutemos de la gran cantidad de técnicas y aplicaciones que constituye la
Espectroscopia Molecular. En esta Tesis Doctoral nos limitaremos al analisis de
procesos monofotonicos empleando métodos quimico-cuanticos [188,189,229].

Considerando un cierto nimero de niveles de energia molecular
cuantizada, para pasar de un nivel menos energético a otro con mayor energia se
requiere un aporte de energia externo, que puede llegar a través de la interaccion
con una radiacién electromagnética de la adecuada frecuencia. Si el sistema ha
de pasar de un estado con mayor energia a otro con menor energia, se emite la
energia sobrante, en principio, como una radiaciéon de frecuencia determinada
por la misma condicidon. La diferencia de energia entre dos estados cumple la
relacion AE = h-v (condicion de resonancia). El estado de energia mas bajo de un
atomo o molécula es su estado fundamental (el mas estable). Los estados de
energia superiores se denominan estados excitados. Un sistema fisico en un
estado excitado puede disipar ese exceso de energia por tres tipos de procesos
que, en general, no son mutuamente excluyentes: una transicion radiativa, que

transcurre con emision de luz; una transicidon no radiativa entre diferentes
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estados de la molécula, de forma que la energia se disipa en forma de calor, o de
una molécula a otra (quenching); y, finalmente, una reacciéon quimica.

Al analizar los estados, cifiéndonos al modelo orbital, es imprescindible
estudiar las transiciones entre orbitales que dan lugar a dichos estados. Los
orbitales se pueden clasificar en core, valencia y Rydberg. A su vez, los orbitales
de valencia pueden ser enlazantes y antienlazantes (deslocalizados por toda la
molécula), o pares solitarios localizados en un atomo [183,219,228]. Mientras
que un estado excitado de valencia se puede entender como una promocion de
un electron de un orbital molecular ocupado de la molécula a un orbital
molecular virtual de la misma molécula, el estado Rydberg es el resultado de
excitar un electron desde un orbital ocupado de la molécula y situarlo en un
orbital de caracter puramente atdomico, de nimero cuantico n creciente, cuya
naturaleza difusa sitia la carga lejos del resto de los electrones de la molécula,
de tal forma que el electron en el orbital Rydberg “sentira” a la molécula como
un cation que actua como una carga puntual. También existen los llamados
estados de transferencia de carga [206], en los que un electron en un orbital
molecular ocupado de una molécula es transferido a un orbital molecular virtual
de otra molécula distinta (o de la misma si es intramolecular).

Segun el rango de energias considerado las zonas del espectro reciben

diferentes denominaciones:
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Figura 14. Espectro electromagnético.
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Tabla 1. Regiones del espectro de interés quimico y fenémenos moleculares asociados.

Zona Fenémeno molecular Energia (eV) Longitud de onda
Excitacion de electrones
Rayos X . 120 eV — 240 keV 10 nm — 6x10™ nm
nternos
Ultravioleta- Redistribucion de
. UV:3.2-120 UV:390 nm - 10 nm
Visible electrones externos
o ) VIS:1.7-3.2 VIS: 780 nm — 390 nm
(UV-VIS) (transicion electronica)
Infrarrojo Cambio de configuracion s
. 107-1.7 1 mm — 780 nm
(IR) (transicion vibracional)
Microondas Cambio de orientacion s s
o ) 4x10™-10" 30cm— 1 mm
MO) (transicion rotacional)

Al estudiar la interaccidon radiacidn-materia emplearemos un tratamiento
semiclasico, en el cual la materia se trata cuanticamente (con niveles
rotacionales, vibracionales y electronicos), mientras que la radiacion
electromagnética se trata cldsicamente como una onda. Cada estado electrénico
engloba distintos estados vibracionales, mas proximos en energia y asociados a
la energia de las vibraciones interatomicas. Y cada estado vibracional, a su vez,
engloba distintos estados rotacionales, l6gicamente alin mas proximos en energia
unos de otros, que provienen de la rotacion de las moléculas alrededor de sus
centros de gravedad. Al interaccionar la radiacion con la materia, los cuantos de
energia se distribuyen entre los distintos grados de libertad o movimientos que
¢ésta posee (traslacionales, rotacionales, vibracionales, electronicos y nucleares,

citados en orden de energia creciente) [230].
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Debido a las cargas parciales de los atomos generadas por diferencias de
electronegatividad, muchas moléculas son polares, lo que implica que tienen un
momento dipolar eléctrico no nulo. Un dipolo eléctrico esta formado por dos
cargas eléctricas +¢q y —¢q separadas una distancia r. Esta distribucion de cargas

se representa mediante un vector, el momento dipolar eléctrico, d=¢q -7,

dirigido por convenio desde la carga negativa a la positiva.

En el tratamiento semiclasico [64,219,220] la emision y la absorcion se
deben a la existencia de un potencial dependiente de la interaccion entre la
molécula (en primera aproximacién, por su vector dipolo eléctrico d) y la
radiacion electromagnética (por su vector campo eléctrico E): U=-d-E.
Ambos vectores oscilan en el tiempo y en el espacio. Este potencial estacionario

campo-dipolo se considera, desde el punto de vista cuantico, como una
perturbacién (H '(t):—c?E(t) ). Si las dos magnitudes tienen la misma

frecuencia, la transferencia de energia entre ambas es maxima (resonancia)
[16,17] y la amplitud aumenta drasticamente (la energia es directamente

proporcional al cuadrado de la amplitud). Podemos definir el operador dipolo
eléctrico como: d = id, +jd, +kd., siendo cada componente igual a la suma

de los productos de la carga por la componente cartesiana correspondiente (4 =

x,,2):d, =Zinl. .

La intensidad de banda es proporcional a la probabilidad por unidad de
tiempo de que tenga lugar una transicion entre dos estados determinados.
Definimos asi el momento dipolar de transicion d,,, entre los estados n y m, cuyo
cuadrado estima la probabilidad de la transicion (proporcional a la intensidad de

la banda) n — m:
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d, =<%¥ |d|W¥, >=TDM

Ecuacion 12

Es decir, la intensidad o probabilidad de transicion |n) — [m) es
proporcional al cuadrado del elemento de la matriz de transicion <m‘c?‘ n>2

(Regla de Oro de Fermi). Si el momento dipolar de transicion es cero, la
transicion monofotonica estd formalmente prohibida. Por tanto, encontrar las
condiciones que hacen estos elementos matriciales distintos de cero es

equivalente a definir las reglas de seleccion para las transiciones. Asi, un valor

nulo de la integral I w.d,w,dr, , lo cual se puede predecir mediante la Teoria

de Grupos [219,221,231,232,233,234], representa una transicion prohibida por

dipolo eléctrico. La transicion es permitida si y solo si el producto directo de las
representaciones irreducibles de los componentes, F(l//m)®F(c7d)® Iy, ), es

igual a la representacion irreducible totalmente simétrica del grupo puntual al
cual pertenece la molécula. Esto s6lo puede ocurrir si el producto directo de las
representaciones de dos funciones del integrando es igual, o contiene, a la
representacion de la tercera funcion [64]. Ademas, dado que el momento dipolar
es un vector, bastara con ver qué componente del resultado del producto directo
es la representacion totalmente simétrica para determinar si esa transicion estara
polarizada en el eje x, y o z [221]. En una molécula plana (grupo puntual Cs),
que esté en el plano X7, las transiciones permitidas seran aquéllas en las que el
producto directo definido anteriormente sea igual a 4”. En este caso, las luces x-
polarizada e y-polarizada pertenecen a la representacion A4”, mientras que la luz
z-polarizada pertenece a la representacion 4”.

Por tanto, se cumple que:
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e[ 4o 1) e( plet-(%)

Es decir, si excitamos desde el estado fundamental A" los estados
accesibles son 4" en el caso de luz x-polarizada o y-polarizada, mientras que

son A” en el caso de luz z-polarizada.

dy,).

Interesa la direccion tanto del momento dipolar (indica la distribucion de carga

Por otro lado, el momento dipolar se define como c?n =y,

en la molécula en el estado considerado) como del momento dipolar de
transicion (indica la polarizacion de la transicidon espectroscopica, esto es, la
direccion de desplazamiento de la carga a causa de la excitacion).

Las transiciones prohibidas si que pueden observarse experimentalmente
en ciertas condiciones (aunque suelen ser débiles). Esto es debido a que al
definir las reglas de seleccion estamos haciendo uso de diversas aproximaciones,
bien en la resolucion de la ecuacion de Schrodinger, bien en el tratamiento de la
interaccion radiacion-materia. Verbigracia: en una molécula pueden existir otros
tipos de redes de cargas puntuales aparte de los dipolos, como cuadrupolos y
octupolos (un multipolo de orden n es una red de cargas puntuales con un
momento #n-polar, pero sin un momento inferior). De este modo existen
transiciones de cuadrupolo eléctrico, mucho mas débiles que las de dipolo
eléctrico porque, a diferencia de éste, no dependen intrinsecamente del campo
eléctrico, sino de la variacion del campo a lo largo de toda la extension de la
molécula; al ser ésta mucho menor que la longitud de onda, la variacion del
campo es muy leve.

De acuerdo con las reglas de seleccion para transiciones electronicas
entre los estados del sistema [219], y si se cumple la aproximacion de Born-

Oppenheimer, el TDM es proporcional a la magnitud del solapamiento entre los

99



1. Introduccion 1.4. Espectroscopia Molecular

estados vibracionales de los correspondientes estados electronicos fundamental y
excitado, (0,|v,), lo que se conoce como Principio de Franck-Condon.

Formalmente, el momento dipolar de transicion cumple que
TDM =<V¥,, (g,0)| ﬁel +d v, (¢,0)>, siendo ¢ las coordenadas electronicas

y Q las coordenadas nucleares, y su expresion mediante expansion en serie de

Taylor en torno al punto Q, es conocida como expansion Herzberg-Teller:

TDM =TDM (0, v, (0)|v, (0)) + >

k

(ot

90, JQO<”m(Q)QKU,,(Q)>+...

Ecuaciéon 13

siendo habitual truncar la expansion en el primer término (aproximacion de
Condon) cuando calculamos el momento dipolar de transicion. Cuando este
término es nulo, el resto de coeficientes del desarrollo cobra importancia y
pueden calcularse intensidades de bandas prohibidas. Esta aproximacion es
valida mientras lo sea la aproximacion de Born-Oppenheimer. Si no se cumple
dicha aproximacion, surge el fendmeno de acoplamiento vibrénico [235] entre
estados electronicos, lo cual implica que un nivel vibracional dado de un estado
electronico puede mezclarse con niveles vibracionales de estados electronicos de
mas alta energia, lo que da lugar a otras aproximaciones [236].

Asimismo, también existe el acoplamiento espin-6rbita que permite, por
ejemplo, explicar los fendmenos de la fosforescencia y del cruce entre sistemas.
Por tultimo, hay que sefialar que hemos considerado la interaccion de la molécula

con la componente eléctrica de la radiacion, pero también hay interaccion con la

componente magnética (aunque es mas débil porque ‘B‘ =‘E‘ / ¢). De esta forma,

se infiere que pueden existir transiciones de dipolo magnético, si bien serdn

mucho mas débiles que las de dipolo eléctrico.
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Una vez explicado cémo interacciona la luz con la materia, hay que

destacar que existen tres formas de interaccion:

v' Absorcién: A+hv — A* — la molécula absorbe un foton y

pasa a un estado excitado.

v’ Emision estimulada: A*+hv — A+2hv — la molécula, en
estado excitado, absorbe un foton y como consecuencia emite
dos fotones.

v' Emision espontdanea. A*— A+ hv — la molécula, en estado

excitado, emite un foton sin intervencion previa de la radiacion.

La absorcion y la emision estimulada se derivan del tratamiento
semiclasico de la interaccion y de la ecuacion de Schrodinger dependiente del
tiempo [219], mientras que para explicar la emision espontinea hemos de
recurrir a la Electrodinamica Cuantica. La forma mas habitual de tratar la
interaccion radiacion-materia es considerar la luz como una perturbacion, H'(¢),

del sistema en estado fundamental. Partimos de un atomo o molécula en estado

estacionario y con una energia definida, cuyo Hamiltoniano es A’, que se
expone a la radiacion electromagnética durante un tiempo limitado, y después se
encuentra en algiin otro estado estacionario. Durante el intervalo de tiempo en el
que actta la perturbacion tenemos que la ecuacion a resolver para caracterizar

los fendmenos espectroscopicos es:

i ¥

27 ot =[HO +ﬂ,(t)]‘¥

Ecuacion 14
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Siguiendo este razonamiento, se llega a que en un sistema en el que la
materia y la radiacion estan en equilibrio, la probabilidad de transicion desde el
estado |n) al estado |m) es proporcional al nimero de moléculas que se hallan en
el estado |n) y al nimero de fotones con frecuencia Vv,,, y viene dada por el

coeficiente de Einstein para la absorcion:

Ecuacion 15

Por otro lado, la probabilidad de emision espontanea desde m hasta n es
independiente de la presencia o no de radiacion; por tanto, es proporcional al
nimero de moléculas en el estado superior y a un nuevo coeficiente, 4,,
(coeficiente de Einstein para la emision espontanea).

Los estados excitados de una molécula, fruto de estas transiciones, se
pueden etiquetar de forma enumerativa por orden creciente de energia segln la
multiplicidad de espin (singlete, S, y triplete, 7). Cuando una molécula absorbe
radiacion electromagnética (ABS) puebla mayoritariamente un estado excitado
de la misma multiplicidad que el estado fundamental (por ejemplo, singlete). En
realidad, pasa a un estado vibracional excitado de un estado electronico excitado.

A continuacion, se desexcita no radiativamente, emitiendo calor,
mediante relajacion vibracional intramolecular (IVR, intramolecular vibrational
relaxation) hacia la conformacién de menor energia potencial del estado
electronico excitado. Seguidamente pasa a otro estado electronico excitado
mediante conversion interna no radiativa (IC, internal conversion), y asi hasta
llegar al primer estado excitado singlete, S;. A partir de este punto, la molécula
puede emitir radiacion (fluorescencia, F) y regresar al estado fundamental. Por

otro lado, también es posible que se produzca una transicion no radiativa entre
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estados electronicos de diferente multiplicidad o cruce entre sistemas (ISC,
intersystem-crossing). Por conversion interna la molécula llega al primer estado
excitado triplete, 7;, y desde ese estado la molécula puede emitir radiacion

(fosforescencia, P).

S, IVR

- % ABS: 1015 s

s, | p— % IVR: 10410 s
T,  %IC:10'2-10%s
Ic IC % 1SC: 108-102 s
ABS % F:109-10%s

P ISC % P:10%-10%s

Fluorescencia Fosforescencia

/'

Conversioén interna a S, )
S, — T{—— Cruce entre sistemas a S,

\‘ Cruce entre sistemas a T . .
\ ! Transferencia de energia

Transferencia de energia 0 reaccion quimica
0 reaccioén quimica

Figura 15. Diagrama de Jablonski, tiempos de vida comunes de los procesos fotofisicos y
posibles caminos de desexcitacion del primer estado excitado singlete y triplete.

Las transiciones entre estados de diferente multiplicidad violan una de
las reglas de seleccion de dipolo eléctrico dentro de una aproximaciéon no
relativista, por lo que hemos de recurrir a correcciones relativistas para explicar
su existencia, como el acoplamiento espin-6rbita.

El acoplamiento espin-orbita (SOC, spin-orbit coupling) se produce por

el acoplamiento entre el momento angular orbital L y el momento angular de
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espin S, cuyas representaciones vectoriales realizan un movimiento de
precesion alrededor de su resultante J (momento angular total) [30]. Dicho
acoplamiento, que se debe al hecho de que la energia de un electron depende del
momento angular orbital y de su momento magnético, permite el cruce entre los
grados de libertad en los dominios del momento angular orbital y del momento
angular de espin. En virtud de este acoplamiento, algo del caracter de espin
triplete es “traspasado” a un estado puro de espin singlete, y viceversa. Para
cualquier cambio neto en el momento angular de espin en una transicion, se
produce un cambio en el momento angular orbital de tal forma que el momento
angular total del sistema se conserva. El hecho de que una perturbacion como el
acoplamiento espin-orbita provoque la mezcla de dos estados que de otro modo
son independientes es la causa de la transicion entre singletes y tripletes:
mezclando algo del caracter de espin triplete en un estado singlete dado S;, y
mezclando algo del caracter de espin singlete en un estado triplete dado 7}, la
transicion S; — T;, formalmente prohibida en el sistema sin perturbar, se
convierte en una transicion mas probable.

La descripcion mecano-cuantica de la interaccion espin-Orbita es:
Ago=H,+ A, +HA* [30], donde el Hamiltoniano se expresa como suma de

operadores monoelectronicos, dielectronicos (de repulsion interelectronica) y
espin-orbita. La longitud del vector de acoplamiento espin-6rbita entre un estado

singlete y uno triplete se calcula como:

2
HSO‘Sk>‘ | U=x,y,z

SOC, = \/Z<Tlu
u

Ecuacion 16

Como hemos visto en el diagrama de Jablonski, un proceso de

desactivacion posible es un cruce entre sistemas (ISC) entre estados de diferente
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multiplicidad. En general, la eficiencia de un proceso ISC es discutida en
términos de la interaccidon entre niveles vibracionales de energia de las dos
hipersuperficies de energia potencial implicadas en un proceso dado, empleando

la Regla de Oro de Fermi:

27
kNR(i—>f) = 7<'//;

Aly,) py

Ecuaciéon 17

donde kygi_y es la constante cinética de la transicion no radiativa desde un
estado inicial i hasta un estado final f, cuyas funciones de onda son
respectivamente ¥; y ¥; y pr es la densidad de estados vibracionales en el
estado electronico final (numero de estados cuya energia se encuentra entre £ y
E + dF).

Los estados electronicos excitados del sistema dan lugar a una
superposicion de bandas que caracterizan el espectro de absorcion.
Centrandonos en la parte electronica inicamente, en cada uno de ellos el rango
de energias absorbidas oscila aproximadamente entre la obtenida como
diferencia entre el estado fundamental relajado de la molécula y el estado
excitado a la misma geometria (transicion vertical o Franck-Condon) y la
diferencia entre el primero y el estado excitado relajado (transicién adiabatica u
origen de banda).

El origen de banda vibracional se define como 7o = T, + ZVE, y es
comparable con el dato experimental. El origen de banda electronico, T,, se
calcula como la diferencia de energia entre los minimos de las dos
hipersuperficies de energia potencial, correspondientes al estado fundamental y
al estado excitado, mientras que el origen de banda vibracional 7 corresponde a
la diferencia de energia entre los niveles vibracionales mas bajos de ambas

hipersuperficies. Por ello incluimos el ZVE (Zero-point Vibrational Energy) o
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correccion de punto cero, la cual se estima empleando el modelo fisico del

oscilador armonico.

Figura 16. Energias verticales y origenes de banda. Estados vibracionales representados por

la letra v.
= Energia de absorcion vertical: = Origen de banda de fluorescencia:
E, =E(S,)-E; (S,) T = E (S,)-E, (S,)
= Energia de emisién vertical: = Origen de banda de fosforescencia:
E, =Eg(S))-E (S) 1" =E, (1)-E; (S,)
= Fuerza de oscilador: = Tiempo de vida radiativo:
f=(2/3)E,,TDM* (Vz,,)=2.142005-10"TDM °T’}

Figura 17. Parametros espectroscépicos basicos (entre paréntesis figura la geometria
optimizada a la cual se realiza el calculo).

Ademas de la energia de los estados, interesa la probabilidad de
transicion. Estados con la misma multiplicidad de espin que el fundamental
tienen una mayor probabilidad para absorber fotones, ya que en espectroscopia

electronica las transiciones permitidas son aquéllas que cumplen que AS = 0. La
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magnitud que mide dicha probabilidad es la fuerza de oscilador de la transicion

2
87 anmeJ

2

(2, |d )

espectroscopica, que se calcula [64,219] como: f =( 3he?
e

El origen de banda puede relacionarse con el tiempo de radiacion, 7.4, a
través de la aproximacion de Strickler-Berg [237,238], que define el coeficiente

de Einstein de emision espontanea, 4,1, como:

1

Ay, = = 2.142005-10"° 7’ TDM

rad

Ecuaciéon 18

siendo T, el origen de banda (en realidad, en la aproximacion se considera Eyr),
y TDM el momento dipolar de transicion.

La mayoria de las aplicaciones de espectroscopia de absorcion en
compuestos organicos se basan en transiciones de los electrones n y 7 al estado
excitado 7. Las transiciones 77 suelen ser mas intensas, ya que los orbitales 7
solapan mejor entre si. Respecto a las transiciones n7, suelen presentar un
momento dipolar mas bajo, por lo que en disolventes polares se desestabilizan y
se sitian a mayor energia (desplazamiento hipsocromico o hacia el azul), al
contrario que las transiciones 77, que se estabilizan (desplazamiento
batocromico o hacia el rojo) [163].

Los procesos fotofisicos conllevaran, en muchas ocasiones, un cambio
quimico, lo que entra en el dominio de la Fotoquimica [161,162]. Los fotones
incidentes son absorbidos por el estado electronico fundamental de la molécula
para dar lugar al sistema excitado o a un radical libre. El rendimiento cuéntico,
®x, cuantifica cualquier reaccion fotoquimica, y es el cociente entre los moles de
reactivo consumidos y los moles de fotones absorbidos. Si estas cantidades se

expresan por unidad de volumen y tiempo, el numerador se convierte en la
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velocidad de reaccion v, y el denominador en la intensidad de radiacion

absorbida /,,, de tal modo que ®x = (v/1,). Hay sustancias amortiguadoras que

desactivan las moléculas excitadas (vide Figura 15) y, como consecuencia,

disminuye la intensidad de emision. Los reactivos, cuando se excitan, se pueden

desactivar por procesos no radiativos (conversion interna o cruce entre sistemas,

genéricamente NR), por procesos radiativos (fluorescencia o fosforescencia,

genéricamente R) o por amortiguacion o quenching (Q), incluyendo la

transferencia de energia.

Tabla II. Cinética fotoquimica elemental.

Proceso Velocidad
. ., % 16
Activacion: S, +hv — S 1 s
Proceso no radiativo: S — S kg [S* ]
Proceso radiativo: S* — S, + hv kg [S* ]
Amortiguaciéon: S* + Q0 — S, + Q" ko [S* IQ]

'8 Velocidad a la que son absorbidos los fotones de una frecuencia adecuada dividida por el

volumen en el que tiene lugar el proceso de absorcion.
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1.4.2. Espectroscopia electronica

La absorcion de energia radiante desde el estado fundamental se invierte
en cambiar la distribucion de carga de la molécula mediante la excitacion o
reubicacion de sus electrones; los nucleos responden a esta redistribucion
cambiando sus movimientos vibracionales y rotacionales. Asi pues, toda
transicion electronica lleva pareja un conjunto de transiciones correspondientes a
los estados vibracionales y rotacionales de la molécula. La molécula en estado
excitado puede ser mas proclive a reaccionar, especialmente en el caso de
excitaciones electronicas: las energias son del orden de las energias de enlace y
de las energias de activacion de muchas reacciones y, ademas, la redistribucion
electronica puede intensificar las propiedades nucleofilicas o electrofilicas de la
molécula.

Existen varias notaciones posibles para los estados electronicos
(Mulliken, Platt, Kasha, a partir de la teoria de grupos, enumerativa...). De todas
ellas, las mas ttiles, en mi opinidn, son la enumerativa (S, — ), que ordena los
estados por orden energético y multiplicidad de espin (S: singlete; T triplete); y
la basada en la teoria de grupos (1A1g — 'By,): los operadores de simetria de una
molécula conmutan con el Hamiltoniano'’, luego los estados electrénicos de
dicha molécula pueden clasificarse de acuerdo con el comportamiento de la
funcion de onda electronica cuando aplicamos estos operadores [219,223]. Para
una molécula dada, los orbitales que participan en las diferentes configuraciones
pueden ser caracterizados como pertenecientes a una representacion irreducible
del grupo puntual de la molécula y la simetria espacial de una configuracion
determinada se halla mediante el producto directo de las simetrias de los
orbitales. El estado fundamental de la mayoria de las moléculas cuya estructura

electronica es de capa cerrada (sin electrones desapareados) pertenece a la

7 Dado que un operador de simetria deja la molécula en una configuracién indistinguible de la
inicial, ambas configuraciones, inicial y final, tendran la misma energia.
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representacion irreducible totalmente simétrica, asi que los orbitales doblemente
ocupados no nos interesan para determinar la simetria espacial, sino que son los
orbitales ocupados por un solo electron los que hay que analizar. El simbolo de
simetria caracteriza el estado. Ademas, se aflade un superindice a la izquierda
indicando la multiplicidad de espin (25 + 1) del estado.

Para una molécula con N 4atomos tenemos que especificar 3N
coordenadas, que son los grados de libertad de la molécula. Para definir el
movimiento molecular tenemos que tener en cuenta la traslacion del centro de
masas de la molécula (se requieren tres grados de libertad), la rotacion alrededor
del centro de masas (se requieren dos o tres grados de libertad, segiin si la
molécula es o no lineal, respectivamente), y los restantes 3N — 6 grados de
libertad (caso no lineal) representan el nimero de vibraciones posibles en la
molécula o modos normales de vibracion. Todos estos movimientos estan
descritos en la correspondiente Tabla de Caracteres o se pueden deducir a partir
de la misma y de la Simetria.

Por lo que respecta a la evolucion de los procesos espectroscopicos, la
Fotofisica y la Fotoquimica modernas estan basadas en el estudio de las
relaciones entre las superficies de energia potencial (PES, potential energy
surface) de los estados implicados en un proceso determinado [229,230,239].
Por tanto, podemos decir que la hipersuperficie de energia potencial es el terreno
de juego donde tienen lugar los procesos fisicos y quimicos.

Existen dos tipos de puntos estacionarios (las derivadas primeras de la
energia respecto a las coordenadas —vector gradiente- son todas nulas) esenciales
en la PES. Por un lado, tenemos los minimos relativos correspondientes a
reactivos (R) y productos (P), de los cuales el sistema no puede salir sin aporte
externo de energia. En un minimo, al diagonalizar la matriz de derivadas
segundas de la energia (Hessiano), obtenemos todos los valores propios
positivos. Por otro lado, tenemos una estructura que es un maximo en una

direccion (la que corresponde al camino de reaccion R—P), pero es un minimo
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en la direccion perpendicular a ésta. Su topologia recuerda a una silla de montar:
es un punto de silla de primer orden (saddle-point), y quimicamente se relaciona
con el estado de transicion (TS, transition state) de la reaccion. Ademas,
tenemos puntos de cruce entre hipersuperficies (intersecciones cénicas y cruces

singlete-triplete).

Figura 18. Minimo (izquierda) y punto de silla (derecha) en una hipersuperficie de potencial.

En el caso de procesos de optimizacion para hallar las geometrias de
equilibrio en cada estado electronico (minimos), hemos de localizar dichos
puntos estacionarios mediante procedimientos numéricos (el problema equivale
a minimizar una funcion de N dimensiones), dado que no tenemos una forma
analitica de la PES debido a su elevado numero de dimensiones (3N coordenadas
cartesianas o 3N—6 coordenadas internas para un sistema molecular constituido
por N atomos).

Para estudiar los procesos fotofisicos y fotoquimicos desde un punto de
vista tedrico, se requiere conocer la topologia de las superficies de energia
potencial implicadas, es decir, la posicion de sus puntos singulares, y el camino
mas favorable entre dichos puntos y sus regiones cercanas. Dentro del panorama
fotoquimico se puede distinguir, atendiendo al niimero y naturaleza de las

hipersuperficies implicadas, dos tipos fundamentales de esquemas basicos:
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fotoquimica no adiabatica (la reaccion tiene lugar en dos o mas hipersuperficies)

y fotoquimica adiabatica (la reaccion tiene lugar en una tnica hipersuperficie).

Absorcion

Reactivo (R)

Fluorescencia

\ 17
\ P

P.roces.,o NPPTo

adiabatico

Fosforescencia
Fluorescencia

Fotoproducto (P)

Fotoproducto (P)

Q

Figura 19. Esquema de los procesos moleculares fotofisicos y fotoquimicos mas relevantes.

Las funciones de onda de los estados adiabaticos diagonalizan el

Hamiltoniano electronico (i.e., son funciones propias de H,) y gobiernan el

movimiento nuclear si éste es suficientemente lento. En cambio, para describir

movimientos rapidos sobre las PES es conveniente trabajar con superficies que

no diagonalicen el Hamiltoniano electronico y, por tanto, puedan cruzarse, es

decir, estados diabaticos [239] descritos por funciones de onda cuya naturaleza

apenas cambia en el cruce. El camino de reaccion de una reaccion fotoquimica

no adiabatica empieza en la PES del estado excitado en la region Franck-Condon

y termina en el minimo del producto en la PES del estado fundamental. Ambos
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estados estan conectados por un canal o funnel (o varios) que permite el
decaimiento no radiativo.

Los cruces entre el estado excitado relevante desde el punto de vista
fotoquimico y el estado fundamental tienen lugar con frecuencia, y son la base
de los procesos espectroscopicos. Por consiguiente, una molécula evolucionando
a través de la PES de un estado excitado tiene una elevada probabilidad de entrar
en una region de cruce entre hipersuperficies, durante el tiempo de vida de dicho
estado excitado. Dichos cruces, intersecciones conicas (Cl, conical intersections)
en el caso de cruce entre estados con la misma multiplicidad de espin, o cruces
singlete-triplete (STC, singlet-triplet crossings) en el caso de cruce de
hipersuperficies de diferente multiplicidad, proporcionan un canal eficiente para
la desactivacion no radiativa o para otros procesos espectroscopicos
[239,240,241,242,243,244,245,246].

Las curvas de potencial de moléculas diatdomicas no se cruzaran salvo
que los dos estados electronicos en cuestion difieran bien en sus propiedades de
simetria, bien en su multiplicidad de espin [240]. Esto se debe a que, si dos
curvas se cruzan, el estado electronico debe ser degenerado en el punto de cruce,
algo que no puede lograrse variando solo la distancia internuclear. En cambio,
en moléculas poliatdbmicas pueden cruzarse hipersuperficies con la misma
simetria espacial y de espin. Asi, se entiende que tenemos una interseccion
conica entre dos estados, incluso de la misma simetria, cuando representando la
energia respecto a las F' coordenadas nucleares obtenemos una interseccion a lo
largo de la hiperlinea de dimension F — 2, siendo F = 3N — 6 los grados de
libertad de un sistema de N particulas [230,244]. De esta forma, el espacio total
de coordenadas (de dimension F) se divide en el subespacio de interseccion de
dimension F — 2, en el que los dos estados estan degenerados, y el subespacio
ramificado (branching space) de dos dimensiones en el que la degeneracion

desaparece a lo largo de los vectores X, y X,. En moddulo, el vector

X :(E)(E1 -FE, )/E)Q) representa la diferencia de gradientes, mientras que el
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vector x, = <l//l ‘81//2 / 8Q> representa el acoplamiento no adiabatico, siendo Q el
conjunto de coordenadas nucleares del sistema. La diferencia mas pronunciada
entre las pendientes de las hipersuperficies superior e inferior se da a lo largo de
la direccion de X;, mientras que a lo largo de la direccion de X, se da el
desplazamiento nuclear optimo que mezcla las dos funciones adiabaticas en el
punto de CI. Cuando representamos la energia de los dos estados frente a los
vectores X, y X,, las superficies de energia correspondientes presentan la forma

de un doble cono [243].

espacio de interseccion de
E dimension F-2
Estado excitado 4

- Cl ¢l

espacio ramificado
de dimensi6on 2 -

Estado fundamental

Figura 20. Representacion topolégica de una interseccién cénica entre dos estados
electronicos.

Obsérvese que el espacio de interseccion es una hiperlinea consistente
en un numero infinito de puntos de interseccion conica. En un punto de CI se
cumple que E, = E,, lo cual es condicidon necesaria pero no suficiente para su
determinacion. Es mas, en un punto de CI ni la superficie superior ni la inferior
presentan gradiente nulo, como lo seria para un verdadero punto estacionario, y
por ello se requieren algoritmos especiales para su determinacion. Realmente, es
la proyeccion del gradiente en el subespacio de interseccion F' — 2 ortogonal a

X, y X, la magnitud que va hacia cero cuando se optimiza la estructura de una

CI [230,244]. Por otro lado, cuando tenemos un cruce entre hipersuperficies de
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diferente multiplicidad tenemos un cruce singlete-triplete (STC, singlet-triplet
crossing). En este caso hablamos de un hiperplano, ya que nos movemos en un
espacio de F'— 1 dimensiones, ya que el vector de acoplamiento no adiabatico es
nulo (en el tratamiento no relativista).

Los algoritmos teéricos necesarios para localizar minimos de energia,
estados de transicion y caminos de reaccidon adiabaticos en estados excitados
suelen ser mas complejos que los empleados para el estado fundamental.
Mencion especial merece la localizacion y descripcion de las regiones en las que
tienen lugar procesos de decaimiento no radiativo: conversiones internas (se
producen en regiones proximas a cruces débilmente evitados o a intersecciones
coOnicas) y cruces entre sistemas (tienen lugar en regiones cercanas a cruces
singlete-triplete, si existe una combinacion favorable entre la diferencia de
energia y el acoplamiento espin-Orbita entre los estados). Desde un punto de
visto estatico nos interesa la determinacion estructural y el emplazamiento
energético de la CI mas accesible, si bien hemos de tener en cuenta que es
realmente la hiperlinea la que juega el papel primordial para comprender
detalladamente el comportamiento dinamico del sistema. Si para localizar un TS
en una PES de dimensiéon N se realiza una minimizacion en un espacio de
dimension N — 1 y una maximizacion en la direccion restante, el punto de mas
baja energia en una CI se obtiene minimizando la energia en el espacio de
interseccion de dimension £ — 2.

Aparte de localizar los cruces, para estudiar un mecanismo fotoquimico
hemos de determinar qué ocurre a lo largo de la coordenada de reaccion desde el
mismo acto de la absorcion de radiacion hasta la formacion del producto. Para
ello podemos aplicar el concepto de camino de reaccion fotoquimica
(photochemical reaction path), basado en el camino de reaccion de minima
energia 0 MEP (minimum energy path) [183,246], que normalmente se origina
en el estado excitado a la geometria Franck-Condon hasta el fotoproducto en

estado fundamental a través de una interseccion conica.
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La frase mas excitante que se puede oir en ciencia, la que anuncia nuevos
descubrimientos, no es "jEureka!" (;Lo encontré!), sino "Es extrano...".

Isaac Asimov

1t’s lots of fun to blow bubbles - but it’s wiser to prick them yourself before
someone else tries to... It’s hazardous to go off half cocked -and embarrassing
to have to retract later.

Oswald T. Avery
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Our aim is to study the photochemical behaviour of the furocoumarins in
order to propose the best photosensitizer.

Firstly the photophysics of psoralen, the parent molecule, will be
studied. Afterwards how the lowest triplet excited state is populated will be
analized, in both psoralen and thymine, since this state is the responsible for the
photosensitizing action. The next step is studying the photocycloaddition
between psoralen and thymine that culminates in the formation of monoadducts
and diadducts in DNA, which is the key point in the photosensitizing ability of
these compounds. A parallel study of other furocoumarins (8-MOP, 5-MOP,
TMP, khellin and 3-CPS) will be carried out in order to rationalize which is the
best drug from a quantum-chemical viewpoint.

We will consider the other side of PUVA therapy as well: the interaction
of furocoumarins with molecular oxygen through energy transfer to yield singlet
oxygen, which is a strong electrophilic species that reacts with some components
of the cellular membrane causing cell death by apoptosis.

Finally, the properties of thymine dimers, formed via another sort of
photocycloaddition reaction, will be studied.

The overwhelming majority of the calculations presented here will be
carried out with the CASPT2//CASSCF methodology, that is, energies at
CASPT2 level and geometries at CASSCF level. Specifically, we will compute
the lowest-lying singlet and triplet excited states, in order to rationalize the
photophysical (electronic energies, oscillator strengths, dipole moments,
radiative lifetimes, band origins, spin-orbit coupling...) and photochemical

properties (photocycloaddition, energy transfer) of furocoumarins.
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Often in the history of physics a guiding line of mathematical thought has
permeated the whole of the science for years, tying together apparently
unrelated branches of the subjetct, contributing to the unity of physics, but at the
same time stimulating philosophical thought, and focussing attention on a
branch of mathematics, and leading to its development.

J.C. Slater

The underlying physical laws necessary for the mathematical theory of a large
part of physics and the whole of chemistry are thus completely known, and the
difficulty is only that the exact solution of these laws leads to equations much too
complicated to be soluble.

Paul Dirac

3. Metodologia
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Los calculos quimico-cuanticos realizados en la presente Tesis Doctoral
han sido llevados a cabo, en su mayoria, empleando el programa MOLCAS
[247,248,249], aunque también se ha utilizado el programa GAUSSIAN [250],
asi como el programa MOLDEN [251] para la visualizacién de orbitales
moleculares, geometrias y modos normales de vibracion, y el paquete de
programas ChemOffice para Windows [252].

Para el calculo de los estados excitados, en todos los sistemas en estudio,
se ha empleado el método CASPT2, utilizando una funcion de onda
multiconfiguracional CASSCF como referencia y dejando congelados los
electrones de core 1s de todos los atomos, excepto el hidrégeno. Se ha recurrido
a la técnica level-shift para evitar la presencia de estados intrusos (vide seccion
1.4.2), con un parametro imaginario de 0.3 qu afiadido al Hamiltoniano de orden
cero.

Las geometrias de los estados electronicos fueron optimizadas
calculando gradientes analiticos a nivel RASSCF, permitiendo hasta cuadruples
excitaciones en los espacios complementarios RAS1 y RAS3 (excepto para la
kelina, donde s6lo se permitieron hasta triples excitaciones). También se ha
empleado el método RASSCF para calcular MEPs, como se describe en otro
trabajo [253], y para la busqueda de STCs y ClIs se ha empleado el método
CASSCEF.

La busqueda de los puntos del MEP y los puntos de cruce es similar a
los procesos de optimizacidon (pero con condiciones). E1 MEP es construido
como caminos de maxima pendiente [35,175,177,183], esto es, se va buscando el
descenso mas pronunciado en la direccion del gradiente. Cada paso requiere una
minimizaciéon de la PES en una seccién de cruce hiperesférica centrada en la
geometria inicial y caracterizada por un radio determinado (con unidades de
coordenadas ponderadas por la masa, dividido por la raiz cuadrada de la masa

172

total de la molécula, bohr-amu ). La estructura optimizada se toma como el
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centro de una nueva hiperesfera del mismo radio, y el procedimiento se repite
iterativamente hasta que se alcanza la parte inferior de la superficie de energia.

Para la busqueda de los cruces entre hipersuperficies se define de nuevo
un cierto radio de una hiperesfera definida por dos estructuras moleculares (el
origen es la primera estructura) correspondientes a dos estados electronicos del
sistema. La hiperesfera va avanzando paso a paso (cada paso se corresponde con
una longitud igual a su radio) en la direccidon de minimizacion de la diferencia de
energia entre los dos estados, hasta que finalmente se llega a la degeneracion (en
realidad, llegamos a un minimo bajo la restriccion de degeneracion entre
estados, empleando la técnica de los multiplicadores de Lagrange). Por lo que
respecta a las intersecciones conicas, en realidad no calculamos un punto de
interseccion conica como tal, pues no calculamos los términos de acoplamiento
no adiabatico, por lo que es mas correcto denominarlo un punto MECP
(minimum energy crossing point) o punto de cruce de minima energia.

Las propiedades de transicion (fuerzas de oscilador, TDMs, SOC) se han
hallado con el método CASSI, empleando el programa RASSI del paquete
MOLCAS, incluyendo los elementos matriciales de acoplamiento espin-Orbita
(SOME, spin-orbit matrix element) como se ha descrito en otros trabajos

[188,254,255]. En concreto, se calculé el TDM en una representaciéon de

longitud, <W¥, |d|¥, >=<Y¥,, |Z?’k |W,>. Todos los calculos fueron
k

realizando considerando que las moléculas pertenecian al grupo puntual de
simetria Cs, manteniendo por tanto el plano de simetria molecular. Para el
calculo de tiempos de vida radiativos se empled la aproximacion de Strickler-
Berg [256], tanto para transiciones singlete-singlete como singlete-triplete [257].

La eleccion del espacio activo para los calculos CASSCF fue realizada
considerando calculos RASSCF previos, empleando el criterio del nimero de
ocupacion para seleccionar los orbitales activos (aquéllos cuyos numeros de

ocupacion no estuviesen proximos ni a 2 ni a 0).
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Tabla III. Espacio activo empleado para los calculos de las furocumarinas, considerando las
representaciones irreducibles (a’, @ ") del grupo puntual Cs. El orbital a“incluido es el par
solitario del oxigeno carbonilico presente en la estructura principal del compuesto. Dicha
eleccion se basé en el analisis de los orbitales y de sus energias en cilculos SCF y RASSCF.

RASSCEF (4" RASSCF (4") CASSCF (4',4")

RAS1 RAS3 N°e" RAS1 RAS3 N°e RAS2 Nee

Psoraleno  (0.8) (0,6) 16  (1,8) (0.6) 18 (1,12) 14
8&MOP  (09) (0.6) 18 (1,9 (0,6) 20 (1,11) 12
5MOP  (09) (0.6) 18 (1,9 (0,6) 20 (1,11) 12

TMP  (08) (06) 16 (1.8) (0.6) 18 (1,100 14
Kelina  (0,10) (0,6) 20 (1,100 (0,6) 22  (1,9) 12
3PS (08) (07) 16 (1.8) (0, 18 (1,9 12

Como criterio inicial para la eleccion del espacio activo se eligid todo el
espacio 7, junto al par solitario n del oxigeno carbonilico de la estructura
principal. Dicha eleccion se baso en un calculo SCF previo y en el analisis de los
orbitales moleculares ¢ y 7 de la molécula.

El espacio activo fue el mismo para estados A" y 4A” en CASSCF, pero
en los célculos de optimizacion se empled un espacio activo distinto seglin la
simetria'®.

En el caso del psoraleno y sus derivados, las funciones de onda CASSCF
fueron generadas con el método SA-CASSCEF. El ntimero de raices fue de 11, 4,
7y 3, para las simetrias ' 4", '4”, *4" y *4”, respectivamente.

Para obtener las estructuras cercanas al punto de STC se realizdo un
calculo de interpolacion lineal en coordenadas internas o LIIC (/inear
interpolation of internal coordinates) entre el minimo del primer estado excitado

singlete de naturaleza 77 y el minimo del primer estado excitado singlete de

'8 Lo importante es que los estados pertenecientes a ambas representaciones irreducibles tengan el
mismo espacio activo cuando calculamos estados excitados, no cuando optimizamos las raices.
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naturaleza n7r, obteniendo una serie de geometrias a las cuales calculamos los
estados excitados mas bajos y el SOC entre los mismos.

El conjunto de base empleado fue siempre un conjunto de orbitales
naturales atomicos (ANO-L): C, O [4s3p1d]/H [2s1p], lo cual corresponde a una
base de calidad TZVP (triple-{ de valencia con funciones de polarizacion) para
todos los atomos, excepto para los atomos de hidroégeno, cuya calidad es DZVP
(doble-{ de valencia con funciones de polarizacion). En el caso del psoraleno
también se calculo el primer estado excitado de naturaleza Rydberg, para lo cual
el conjunto de base fue aumentado con una funcion difusa s adicional localizada
en el centro de cargas del cation [187,258].

En el estudio de la timina, para los resultados finales se empled un
espacio activo de 14 electrones distribuidos en 10 orbitales, con una base ANO-
S contraida a C,N,O [3s2p1d]/H[2s1p]. Se empled la técnica LS-CASPT2 con
un parametro de desplazamiento imaginario de 0.2 au. En el estudio de los
MEPs se emplearon diferentes espacios activos: CASSCF (10,11), CASSCF
(12,9) y CASSCF (10,8) para los MEP sobre los estados '(77), '(n7) y *(#7),
respectivamente. Mientras que el espacio total 77z comprende 10 electrones en
ocho orbitales, se afiadieron tres MOs 7 adicionales para balancear los efectos
de la correlacion dinamica. La naturaleza de los orbitales no cambia
esencialmente a lo largo del proceso de optimizacion. En todos los casos se
incluyeron 7 singletes y 7 tripletes en los célculos.

En el caso de los monoaductos psoraleno-timina, tanto FMA como
PMA, se partié de unas estructuras creadas a partir de los estados considerados
de psoraleno y timina, optimizados a nivel DFT/B3LYP/6-31G*. Los calculos
fueron realizados en el grupo puntual C;. Se calcularon los estados Sy, S1y 7} a
nivel CASPT2//CASSCF, con un espacio activo de 8 orbitales y 8 electrones,
elegido mediante estudios RASSCF previos y calculos de los sistemas aislados.
Este mismo espacio activo fue el empleado para la optimizacion de CIs y STCs

en las diferentes hipersuperficies.
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Con el fin de verificar los resultados obtenidos, los correspondientes
estados electronicos Sy y 77 de los reactivos aislados (psoraleno y timina) fueron
optimizados a nivel CASSCF con los espacios activos aproximadamente
equivalentes a los que posee cada fragmento en la supermolécula (6/6 y 2/2,
respectivamente). Es importante destacar que las energias obtenidas a nivel
CASPT2 pueden ser consideradas suficientemente precisas respecto al calculo
de los sistemas aislados a niveles superiores de calculo (tanto en lo referente al
conjunto de base como al espacio activo), ya que las diferencias son siempre
menores de 0.2 eV. No se impuso ninguna restriccion geométrica o de simetria
en estos calculos de los monoaductos.

Para concluir con el estudio de la terapia PUVA, en el estudio de la
interaccion furocumarina-oxigeno, se hallaron funciones de onda CASSCF y
energias CASPT2. No es trivial la conformacion de la supermolécula mas
favorable para la transferencia de energia entre los fragmentos, dadas las
caracteristicas de las hipersuperficies [molécula organica-O,], como luego se
detallara. Por ello, en otro estudio [259] se consideraron diferentes orientaciones
(cara a cara, lado a lado y perpendicular) con diferentes sistemas: etileno-etileno
(Et-Et), i6n metaniminio-etileno (MetN'-Et) y etileno-oxigeno (Et-O,). El
resultado fue que la orientacion mas favorable para el proceso de la transferencia
de energia es la cara a cara (FF, face-to-face). Por tanto, dicha orientacion se
empled para el caso furocumarina-oxigeno, colocando el oxigeno molecular en
estado fundamental, cuya geometria fue tomada de la bibliografia [221], a
diferentes distancias con respecto al doble enlace reactivo de cada furocumarina
en estado triplete. La geometria de cada furocumarina era la 6ptima para el
estado excitado triplete mas bajo; la misma que se ha utilizado anteriormente en
los célculos de las furocumarinas aisladas. El espacio activo elegido fue, en
todos los casos, de 14 electrones/11 orbitales (8/7 localizados en la furocumarina
y 6/4 en el oxigeno), y fue validado comparando los resultados con estudios

previos de las furocumarinas y del oxigeno por separado con espacios activos y
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conjuntos de base mas precisos. Asi se calcularon los cuatro primeros estados
singletes y los tres primeros tripletes del sistema. No se impusieron restricciones
de simetria y se emple6 un conjunto de base ANO-L C,N,0O[4s3p1d]/H[2s1p], al
igual que en los estudios previos de las furocumarinas aisladas.

Con respecto al estudio de los dimeros de timina, se empled el método
CASPT2 con un espacio activo de 12 electrones 7/ 12 orbitales 7 para calcular
los valores de energia, incluyendo la correccion BSSE. Se emple6 un conjunto
de base ANO-S C,N,O[3s2p1d]/H[2s1p]. Se consideraron cinco geometrias en el
estudio: mondmeros no interaccionantes (7 + 7': uno en estado fundamental y
otro en estado excitado), excimero deslocalizado, '(TT)ee, dimero con la
disposicion geométrica propia del B-ADN, (TT)sg, el cruce (Si/So)c; y el dimero
optimizado, '(T<>T). Las optimizaciones de geometria del estado fundamental
del dimero optimizado, (T<>T), y del excimero deslocalizado, 1(TT)exc, fueron
llevadas a cabo con el método CASSCF (espacio activo: 16 electrones 7/ 14
orbitales 7). Los orbitales moleculares 7 totalmente simétricos de cada timina
fueron considerados inactivos. Para simular la interaccion real entre pirimidinas
en la doble hélice, la optimizacidon se realizd inicialmente imponiendo una
simetria Cs, para asegurarnos de que se forme el estereoisomero cis-syn. A las
geometrias optimizadas, las energias fueron calculadas sin restricciones de
simetria (C,) dado que la ruptura de la funcion de onda es un requisito previo
para describir correctamente el limite asintotico para la transicion electronica
singlete-singlete mas baja de dos fragmentos. Se dice que el calculo rompe la
simetria cuando la funcion de onda electronica calculada presenta una simetria
menor que la implicada por las coordenadas nucleares. Para los calculos C,
otros dos orbitales moleculares x fueron considerados inactivos, dado que el
numero de ocupacion de los orbitales naturales correspondientes cuando fueron
tomados como activos era practicamente de 2.0. Por tanto, se emple6 una
funcion de onda de 12 electrones 7 /12 orbitales 7, que denominaremos

CASSCF (12,12) de ahora en adelante.
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Los cruces de interseccion cdnica en el sistema timina-timina fueron
obtenidos como MECPs mediante el empleo de la técnica de multiplicadores de
Lagrange, implementada en el paquete MOLCAS, hallandose el punto de
minima energia con la restriccion de degeneracion entre los dos estados
considerados [260]. Ademas, para la forma correspondiente al B-ADN, (77)g,
se empled la disposicion estandar [261].

Empleando las funciones de onda CASSCF (12,12) sin restriccion de
simetria (C;), promediadas para tres raices, se introdujo la correlacion
electronica dinamica con el método CASPT2, etiquetado como CASPT2
(12,12). Para minimizar la presencia de estados intrusos se empled la técnica
imaginary level-shift, con un parametro de desplazamiento de 0.2 au en los
calculos. La interseccion conica (S1/Sy)c; fue obtenida con el método CASPT2
explorando una red de puntos a lo largo de las distorsiones que implican los
valores minimos para los gradientes CASSCF (12,12) en la region de cruce
[297]. La estructura obtenida es consistente con resultados CASSCF
previamente obtenidos [262], aunque las distancias entre monomeros son
mayores, tal y como ocurre en el dimero eteno-eteno [297,263]. Este efecto esta

directamente relacionado con la inclusion de la correlacion dinamica.
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One of the main objectives of a theoretical chemist should be to provide a
critical quantitative background for simple qualitative hypotheses about
electronmic structure.

John A. Pople

¢ Crees que la Fisica Cuantica es la respuesta? Porque no sé, jen el fondo de
qué me sirve a mi que el tiempo y el espacio sean exactamente lo mismo? En fin,
si le pregunto a un tio qué hora es y me dice que 6 kilometros, ;jqué diablos es
eso?

Anything else (2003). Escrita y dirigida por Woody Allen.
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4.1. Estudio de la molécula de psoraleno

4.1.1. Fotofisica

El primer paso para desentrafiar el mecanismo fotoquimico de la terapia
PUVA es entender la fotofisica de la molécula parental, el psoraleno. Para ello
estudiaremos los estados excitados de mas baja energia y los caminos de
desexcitacion de la molécula.

Hemos empezado estudiando el espectro singlete-singlete y singlete-
triplete de la molécula, calculando varios estados excitados singlete (vide

Seccion 3) verticalmente a la geometria optimizada RASSCF del estado
fundamental S, (1'4”). Esto es, a la geometria Franck-Condon. Los resultados
estan compilados en la Tabla IV. A partir de aqui sélo discutiremos los
resultados obtenidos a nivel CASPT?2, salvo que se especifique lo contrario.

El estado excitado singlete mas bajo, 2'4’ (#7), se sitha verticalmente a

3.98 eV, con una fuerza de oscilador asociada de 0.027. El siguiente estado,
1'4” (n7) se encuentra a 5.01 eV, correspondiéndose con una transicion de
intensidad practicamente nula. Una tercera transicién al estado 3'4” se localiza a

5.03 eV, con una fuerza de oscilador de 0.107. No obstante, el estado 3'A4’
presenta el momento dipolar més elevado de entre los estados considerados, 8.70
D, difiriendo en ca. 2.5 D con respecto al valor del estado fundamental, lo cual
es una indicacion de su sensibilidad a disolventes polares, en los cuales la
transicion asociada presentard un corrimiento al rojo (desplazamiento

batocrémico).
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Figura 21. Molécula de psoraleno con los a&tomos numerados (abajo) y distancias de enlace
en angstroms correspondiente al minimo del estado fundamental (arriba). La flecha define
los dngulos positivos de la direccién del momento dipolar y del momento dipolar de
transicién con respecto al eje largo de pseudosimetria de la molécula.

Nuestros resultados sugieren que la primera banda con estructura

vibracional observada en el espectro de absorcion Optica puede ser asignada a la

transicién al estado 2'4” (#7), con una banda débil nz enmascarada. El perfil
observado de la banda debe ser atribuido a la estructura vibracional, lo cual no es

improbable dado que se produce una modificacion significativa de las distancias

de enlace en el minimo del estado 2'4”.
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Tabla IV. Energias de excitacion AE (eV), fuerzas de oscilador f, momentos dipolares d (D),
direccion del momento dipolar d,;,. y direccion del momento dipolar de transicion 7DM ;.
(grados) en el psoraleno a la geometria optimizada S,.

Estado AE AE d dair TDM,;,
CASSCF  CASPT?

1'4A - - - 6.25 128 -
24 () 42 3.98 0027 650 132 4
1'4"(nz’) 422 5.01 0000 207 110 .
34(nn") 633 5.03 0107 870 23 5
A 4zr)  em 522 0064 701 37 102
s5'A(zr) 695 530 0331 735 34 30
6'd(nn") 667 5.70 0091 702 38 -9
74(nx") 730 5.81 0321 662 35 4
84 () 172 6.17 0287 629  -29 -6
oA () 786 6.24 0168 489 114 28
2'4"(73s) 6.39 6.32 0.000 0.11 43 -
A (r") 2.57 3.27 - 5.40 124 -
2 A(ert) 313 3.55 - 5.34 125 -
PA (') 32 408 . 548 127 .
84 rr) 568 4.6 . 677 -3 .
5’4 (nr") 4.18 4.67 - 5.96 129 -
6 Anr") 443 4.84 - 5.41 123 -
PAnr") 407 4585 . 2.15 11 .
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Calculos realizados a nivel TD-DFT [81,124] y DFT/MRCI [125]
sugieren, sin embargo, que dos transiciones 7z localizadas cerca de 3.8 y 4.4
eV son las verdaderas responsables de la banda de mas baja energia del espectro.
Una asignacién incontrovertible requeriria un analisis completo de la estructura
vibracional de la banda y una comparacién con el espectro obtenido en fase
vapor o en haces moleculares.

Por encima de 5.0 eV se observan varias transiciones singlete-singlete.

El estado 3'4” (5.03 eV) es el responsable de la banda a unos 5 eV observada en

el espectro experimental (vide Seccion 1.2). Las transiciones a los estados (77)

4'4" (522 eV) y 5'4" (5.30 eV) presentan fuerzas de oscilador de 0.064 y
0.331, respectivamente, por lo que, de acuerdo con estos resultados, deberia
haber una banda intensa a mayores energias. En realidad, dicha banda es
probablemente una combinacion de ambas transiciones. Entre 5.7 y 6.2 eV
aparecen cuatro transiciones a estados excitados '4” (77) de intensidad media-
alta. Por encima de este valor y hasta 8.0 eV, s6lo se obtienen transiciones de
valencia débiles de caracter zzx y nrr. El inicio de las series Rydberg ha sido
determinado a 6.32 eV, como el estado 2'4”(HOMO — 3s). Dos bandas
intensas a 210 nm (5.90 eV) y a 200 nm (6.20 eV) han sido registradas en
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol [107], y corresponden a las transiciones a los
estados 77 7'A" y 8'A’. Estas bandas son las mas intensas en esta region del
espectro. Song et al. [102] sostenian que las dos bandas de absorcion de mas
baja energia en el psoraleno, angelicina y metilpsoralenos estaban polarizadas a
lo largo del eje largo y eran aproximadamente paralelas, con angulos que
diferian en menos de 20°. Nuestros calculos del TDM muestran que las dos
transiciones 77 mas bajas presentan una polarizacion casi paralela, esto es,
estan alineadas con el eje largo de la molécula, mientras que la transicion 4'A4”

presenta una polarizacion practicamente perpendicular a las anteriores.
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Con respecto a los tripletes, el estado 1® A’ (T)), de naturaleza T, se
sitiia a 3.27 eV, practicamente 0.7 eV por debajo del estado S; (2'4”). Otras tres
transiciones 7777 a estados A4’ aparecen seguidamente, a 3.55, 4.08 y 4.66 eV.

El estado excitado triplete de naturaleza nz mas bajo, 4", se sitha
verticamente a 4.85 eV, ligeramente por debajo del correspondiente estado
singlete. Los calculos DFT [81] y DFT/MRCI [125] muestran resultados
similares en lo referente a la localizacion de los tripletes, aunque, como es tipico
en calculos DFT [264], las transiciones singlete-triplete estan subestimadas (0.2-
0.3 eV). La naturaleza de las transiciones mas bajas de cada simetria, las cuales
son basicamente responsables de las propiedades fotofisicas, pueden ser
descritas graficamente mediante la representacion de la densidad electronica

diferencial (vide Figura 22).

”&7\,

1'A' (gs) — 2A" (nn*) 1'A' (gs) — 1'A" (nm*)
1'A’ (gs) > 1PA’ (nn*) 1'A’ (gs) - 1PA" (nn*)

Figura 22. Densidad electrénica diferencial para las principales transiciones de valencia en el
psoraleno (en el minimo del estado fundamental). La densidad electrénica se desplaza, tras
interaccionar con la radiacion, desde las zonas oscuras hasta las zonas claras.
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En la transicién al estado S)(7z7), la migracién de la carga esta centrada
preferentemente en el anillo bencénico central. Por el contrario, la transicion
asociada al estado Ty(z7) presenta mayores contribuciones en el anillo de
pirona, con una elevada participacion del oxigeno carbonilico y un

desplazamiento de la carga desde la zona del enlace C,-C,, que luego

relacionaremos con las propiedades fotosensibilizadoras. Asimismo, observamos
que las densidades diferenciales de los estados n7 estan centradas en el grupo
carbonilo.

Por otro lado, las furocumarinas se caracterizan por débiles bandas de
emision de fluorescencia y bandas intensas de fosforescencia. La razon de
rendimientos cuanticos de fosforescencia/fluorescencia, (®p/®Pr) = 7.1, indica
que debe haber un mecanismo de cruce entre sistemas (ISC) efectivo para la
poblacién del estado triplete mas bajo (7]). Como hemos indicado
anteriormente, la fotorreactividad de las furocumarinas esta ligada al estado T}
tanto en PUVA como en PDT [84], por lo que un incremento en el rendimiento
cuantico de formacion del triplete deberia conducir a un incremento de la accion
fototerapéutica. El tiempo de decaimiento total de fosforescencia (tp) fue
medido en una mezcla glicerol-agua con el resultado de 1.1 s y en etanol con el
resultado de 0.66 s [104]. Los tiempos de vida radiativos de fosforescencia
experimentales fueron obtenidos a partir de la relacion 7,4 = 7Pp, y el
resultado fue de 8 y 5 s, respectivamente.

Los resultados de la Tabla V nos permiten racionalizar parte de los datos

experimentales. El estado 2'A"(z7) es responsable de la banda de mas baja
energia y de la banda de emision de fluorescencia. Verticalmente, a la geometria
optimizada del estado fundamental, la energia de la transicion es 3.98 eV vy, tras
relajacion de la geometria, el origen de banda (7,), obtenido como la diferencia
de energia entre los minimos del estado fundamental y del estado excitado,

decrece a 3.59 eV. Esto significa que el rango de absorcion se extiende de 3.59 a
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3.98 eV, y este rango cae dentro del radio de accion de la terapia PUVA. Un
rango similar se observa, experimentalmente, entre la banda de absorcidon mas

baja y el origen de banda.

Tabla V. Energias de excitacién medidas experimentalmente y calculadas (en eV) y tiempos
de vida de emision (7,,) relevantes en la fotofisica del psoraleno. E,: energia de absorcion
vertical; 7,: origen de banda electronico (adiabatico); Eyx: energia de emision vertical;
Abs,,,,: maximo de absorcién experimental; 7y: origen de banda experimental; E,,,.: maximo
experimental de emision.

Teorico (CASPT2) Experimental®
Estado Eva T. Eve Trag | AbSmax To Empy  Trag
2'4(zr) 398 359 345 74ns | 3743 354 303 -
4%(nz*) 501 391 278 3ps | - i ) ]
PAlzr’) 327 276 229 28s | - 27 27 58s
PA(nz") 485 384 279 9ms | - : : :

 Datos en etanol (refs. 102,103,104,105,106). Existe informacién en otros solventes (ref. 107).

Los cambios geométricos entre S, y S; afectan principalmente a la
longitud de los enlaces del anillo de benceno central (vide Figura 21 y Figura
23), lo cual era de esperar tras el analisis de la densidad electronica diferencial

(vide Figura 22).
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Figura 23. Molécula de psoraleno optimizada en diferentes estados electrénicos. Arriba: 2
'A" (S}, #7); abajo: 1 'A”" (S, n7). Las distancias vienen dadas en A.

Empleando la relacion de Strickler-Berg [237,229,265], el tiempo de
vida radiativo para el estado S resulta ser de 74 ns. El estado excitado singlete
nz mas bajo, 1'4” (verticalmente S,), relaja su energia mas de un 1 eV en su
minimo. Las principales variaciones se observan en el anillo de pirona (hasta
—0.13 A) y en la distancia de enlace del C = O (0.16 A). Aunque el minimo del
estado 1'4” (nit*) pertenece a la hipersuperficie S;, el valor final de 7, es

aproximadamente 0.3 eV mas alto en energia que el origen de banda calculado y

medido para el estado 2'4” (77). Por tanto, el estado n7 no es un candidato
plausible para la fluorescencia, que es atribuida al estado 7z . Para corroborar
esta asignacion no podemos confiar en la dependencia de la emision fluorescente
con la polaridad del solvente, ya que este extremo no estd claro en el caso del
psoraleno. Sin embargo, es posible confirmar la asignacion comparando los

tiempos de vida de fluorescencia intrinsecos. En principio, no se han
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determinado experimentalmente los tiempos de vida, pero a partir de nuestros
tiempos de vida radiativos, 74 ns para el estado 2'4” (#7) y 3 us para el estado

1'4”(n7), y el rendimiento cuantico de fluorescencia experimental (0.019)
[104], pueden ser deducidos los valores de 1.4 y 57 ns, respectivamente.
Teniendo en cuenta que las medidas experimentales fueron obtenidas con
resoluciones temporales no inferiores a 2 ns [104], la falta de tiempos medidos
sefiala que el estado preferente para tal asignacion es el estado 77, con un
decaimiento de fluorescencia mas rapido. Ciertamente, seria deseable obtener

datos experimentales con mayor resolucioén temporal.

Figura 24. Molécula de psoraleno optimizada en diferentes estados electrénicos. Arriba: 1
3A° (T, 7[7[*); abajo: 1 A7 (T, nﬂ:*). Las distancias vienen dadas en A.

El estado 1’4" (n7) es claramente protagonista de la fosforescencia. El
origen de banda calculado, 2.76 eV, estd en concordancia con el valor

experimental de 2.72 eV [104]. La geometria de este estado presenta diferencias
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significativas con respecto a Sy, principalmente en el anillo de pirona, mientras
que la relajacidon energética alcanza casi 0.5 eV (vide Figura 24). El cambio

estructural mas sobresaliente tiene lugar en el doble enlace C, =C, del anillo de

pirona, el cual se alarga unos 0.13 A.
La poblacion de espin, mostrada en la Figura 25, esta localizada
principalmente en cada uno de los atomos de carbono que forman el susodicho

doble enlace.

13A' (nn*) 1°A" (nm*)

23A" ()

Figura 25. Densidad de espin para los tripletes mas bajos en el psoraleno, calculada a la
geometria optimizada del estado fundamental.

En este sentido, podemos decir que la molécula de psoraleno incrementa
su reactividad en el estado 7}, siendo muy susceptible de reaccionar a través de
estos dos atomos de carbono del doble enlace de la pirona. Esto esta de acuerdo
con la literatura cientifica, donde se postula que la accion fototerapéutica
desempefiada por el psoraleno tiene lugar a través de su estado 7}, y también esta

de acuerdo con la estructura propuesta para la banda de fosforescencia, basada
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en la intensa progresion vibracional correspondiente al modo de stretching
(vibracion de estiramiento) del doble enlace carbono-carbono en la parte de la
pirona [104]. El tiempo de vida de fosforescencia calculado result6 ser de 28 s,
ligeramente superior que el estimado experimentalmente a partir del tiempo de
relajacion total, 5 y 8 s [104,106]. Para el estado 2°4” (77) la poblacién de espin
se localiza principalmente en los atomos de carbono que forman ambos dobles

enlaces reactivos, C; =C, (pirona)y C; = C; (furano).
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4.1.2. Poblacién del estado triplete

Dado que las propiedades fototerapéuticas del psoraleno se inician por
irradiacion con luz de longitud de onda de 320-400 nm (3.87-3.10 eV), el tnico
estado que sera poblado por absorcion directa es el estado 2'4” (z7), S, (de aqui
en adelante también lo denominaremos S;). La molécula excitada evolucionara
mayoritariamente hacia el minimo de este estado, donde la fluorescencia puede
tener lugar. Recordemos, no obstante, que la razéon de rendimientos cuanticos de
fosforescencia/fluorescencia, 7.1, enfatiza el papel que juegan los estado triplete
en la fotofisica del sistema. Por tanto, el estado triplete mas bajo, 1PA (72’72'*), T,
(en adelante, también 7,), debe poblarse eficientemente por un mecanismo de
cruce entre sistemas. El estado 77 (7)) se encuentra muy por debajo en energia
con respecto al estado Si(S,), tanto vertical (=0.6 eV) como adiabaticamente
(=1.2 eV), lo cual descarta una interaccion entre ambos estados, al menos en fase
gas. Es mas, como veremos mas adelante, ambos estados no se cruzan tampoco a
lo largo del camino de relajacion de S;. Debe existir otro mecanismo efectivo
que implique probablemente la poblacion de estados triplete de alta energia, que
por sucesivas conversiones internas conduzcan hasta 7 (7).

Dado que las reglas cualitativas de El-Sayed [266,267] indican que el
SOC es méaximo entre un estado 777 y un estado 77, y minimo entre estados de
la misma naturaleza, en principio podriamos pensar que el estado fundamental
podria interaccionar con un triplete n7. El SOME entre el estado fundamental S,
y el estado triplete de naturaleza N7 mas bajo, 1°4”, es relativamente alto, 47
cm', pero la fuerza de oscilador de la transicion asociada es muy pequeiia,
5x107°, como corresponde a una transicién prohibida por el espin. El alto

rendimiento cuantico de fosforescencia requiere un camino mucho mas efectivo
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para poblar el estado triplete 7z mas bajo, por lo que debe tener lugar un
proceso ISC.
Hay dos condiciones necesarias para que dicho proceso sea efectivo: una

diferencia de energia pequefia entre los estados implicados, y un elevado

acoplamiento espin-6rbita entre los mismos. Si el estado inicialmente poblado es

el 2'4" (n7), S, 1a desexcitacion no radiativa al estado triplete debe ocurrir a lo
largo del camino de relajacion de S, comenzando en la region Franck-Condon
(geometria del estado fundamental), y proxima a un STC entre dos
hipersuperficies. Analizando las diferencias de energia verticales entre S, y los
tripletes 77 a la geometria Franck-Condon, encontramos que para los estados
triplete 7z cuyo gap (diferencia de energia) con S, es mas pequefio (1°A” (T):
—0.71 eV; 2°4’(T»): —0.43 eV; 3’4’ (T3): 0.10 eV), los términos del SOC son
siempre muy bajos, en concordancia con las reglas de El-Sayed y con célculos
previos DFT/MRCI [126]. Estos guarismos sefialan que un proceso ISC entre
estos estados triplete y el estado S, es muy improbable, al menos en fase gas. Por

el contrario, como ya hemos dicho, el acoplamiento es mayor entre el estado S,y

el triplete nT mas bajo, 1’A” (T,), verticalmente T4, siendo de 3 cm . Un valor
similar de 10 cm™' fue obtenido con el método DFT/MRCI [125]. El problema es
que el gap energético es muy alto (0.87 eV), por lo que para entender
completamente el mecanismo de ISC responsable de la poblacion de T,
condicion sine qua non para que la accion fotosensibilizadora tenga lugar, se
deben calcular los caminos de relajacion de la energia desde S), el estado
inicialmente poblado por la radiacion electromagnética, buscando las regiones
de degeneraciones o cruces entre dicho estado y los estados triplete, teniendo

asimismo un parametro de acoplamiento espin-6rbita elevado. En este sentido, el

papel que debe jugar el estado 1°4” (7)) se antoja fundamental.
Por tanto, la posibilidad que hemos de explorar es el decaimiento no

radiativo a un estado triplete a lo largo del camino de relajacion de S,. Para ello,
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comenzamos calculando un MEP en la hipersuperficie de S; a partir de la
geometria Franck-Condon. En los pasos iniciales del MEP, el estado T,(n7)
continud presentando los SOMEs mas grandes con el estado S, si bien el gap
entre ambos fue aumentando en cada punto del camino casi 0.2 eV. Por tanto, no
puede haber un mecanismo ISC eficaz a lo largo del principal camino de
relajacion, y el estado S,alcanza rapidamente su minimo sin cruzarse con ningun
estado triplete.

Dado que debia existir otro mecanismo posible en la desactivacion no
radiativa de S, probamos otra estrategia diferente. A tenor de nuestros
resultados anteriores, el proceso ISC mas favorable se da cuando las
hipersuperficies de los estados S,y 7, se cruzan. A la geometria (S,)ym, €l
estado 7, estd por encima del S, a 1.24 eV. Para encontrar la estructura

correspondiente al cruce realizamos una interpolacion lineal en coordenadas

internas (LIIC) desde el (S;)um, hasta el minimo del estado llA”, (S)aaw, una
geometria donde el estado 7, es claramente inferior en energia (0.51 eV) que el
estado S, Por tanto, se debe haber producido un cruce entre estas dos
estructuras.

La Figura 26 muestra los valores de energia y SOC calculados con el
protocolo CASSCF/CASPT2 para los estados mas bajos del psoraleno, en
concreto, dos singletes y cinco tripletes, a lo largo del camino LIIC. El gap S, -
T, decrece hasta que los dos estados se cruzan apenas pasado el punto 2.
Mientras tanto, los elementos del SOC aumentan significativamente hasta unos

10 cm ™, lo que sugiere una situacion favorable para el ISC.
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Psoraleno

Energia + 646/au

0791 T, AT
_____________ g
-0.80 1AE=124¢V AE=0.79eV AE=0.15eV AE =0.26eV AE=051eV
0.81 180C=5.46cm’ 50C=6.18cm’ S0C =9.22cm’ S0C=1297cm”  SOC=24.06 cm’
0 1 2 3 4
S_ (minimo) Lic S, (minimo)

Figura 26. Energias calculadas a nivel CASPT2 para los estados excitados

mas bajos del

psoraleno a lo largo del LIIC entre los minimos del S, y del S,. Las lineas continua y a trazas

repesentan, respectivamente, estados singlete y triplete. Se han incluido
diferencias de energia (AE) y términos de acoplamiento espin-6rbita (SOC)
las geometrias interpoladas.

también las
entre S,y 7,a

Con respecto al (S;)n, la barrera para alcanzar T, fue estimada en 0.42

eV, un valor que puede considerarse como un limite superior para
favorable, como veremos enseguida. Para determinar de forma m

barrera y las caracteristicas de la region del cruce S-T, se empleo

el camino mas
as precisa esta

el punto 2 del

LIIC como geometria inicial en la busqueda de un cruce singlete-triplete STC a

nivel CASSCF entre S,y T,. Dicho STC fue hallado y lo denotaremos como

SA/T)x
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Figura 27. Geometrias del psoraleno en el punto de STC (S,/7,)x —arriba- y en el punto de CI
(T,/T,) cr —abajo-.

Como era de esperar, el cambio mas importante en la geometria desde el
minimo de S, hasta las estructuras optimizadas de S, o 7, esté relacionado con la
longitud de enlace C = O, mas largo (= 0.15 A) en estados n7. Por tanto, no es
sorprendente que la estructura STC presente un valor intermedio de 1.220 A.

El SOC a la geometria del STC es de 6.4 cm '. La barrera entre Souwy
(S/T,)x calculada es de 0.36 eV a nivel CASPT2, y representa el exceso de
energia requerido para que el proceso ISC tenga lugar desde el minimo del
estado S, Dicha barrera serd menor si se considera la energia en exceso del
sistema inicial. De hecho, a la geometria Franck-Condon el estado S, presenta
una energia de al menos 0.03 eV superior a la del cruce (S/7,)x lo cual

representaria una situacion favorable para superar la barrera (en fase gas).
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T
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Figura 28. Esquema de la fotofisica en fase gas del psoraleno. Las energias estin referidas a
(S Hmiv, tomado como origen de energias.

Una vez el estado T, es poblado eficientemente a través del proceso ISC,
evoluciona rapidamente hacia su minimo, (75,)y, situado 0.11 eV por debajo del
cruce (S/T,)x. Como se observa en la Figura 26, a esas geometrias el estado 7,
es el segundo estado excitado triplete (73), y lo mas probable es que la energia
alcance el estado T), a través de una conversion interna (IC) favorable. De
hecho, partiendo de la geometria optimizada del estado 7, a nivel CASSCEF,
estimamos una interseccion conica (7,/T,)cs, casi isoenergética con respecto a
(T,)uuv (1a diferencia de energia entre el estado 7, a su minimo y el estado 7, a la
geometria de la conica es de s6lo 1.4x107° eV). Debe tener lugar, por tanto, una
conversion interna favorable que pueble el estado triplete mas bajo, 7, que
evolucionara seguidamente hacia su minimo, (7)), desde donde la
fosforescencia (P) puede tener lugar. La emision adiabatica calculada, 2.76 eV,
esta en franca concordancia con el valor medido para el origen de banda (2.7
eV). En cuanto a la geometria, la longitud del doble enlace C = O experimenta el

cambio mas notable, alargandose desde 1.346 A en (T,),;y hasta 1.372 A en la
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conica (T,/T,)cs, pero acortindose hasta 1.198 A en (T, de acuerdo con la
naturaleza 777 o n7 de los estados excitados.

Las consecuencias de la ruptura de la conformacion plana de la molécula
fueron exploradas a diferentes niveles de calculo, pero las optimizaciones de
geometria condujeron siempre a un minimo plano para todos los estados
electronicos estudiados. La relevancia de los desplazamientos fuera del plano
para la relajacion del estado S, ha sido destacada recientemente [126], junto con
un aumento del SOC entre los estados S,y T, considerando, ademas, los efectos
del acoplamiento vibrénico incluyendo modos normales de vibracion fuera del
plano, como un mecanismo alternativo para un ISC eficiente [268]. Ambos
mecanismos deben ser competitivos en fase gas. Teniendo en cuenta que los
estados n7 se desestabilizan en disolventes polares [125], el mecanismo
mediado por el estado 7, que proponemos podria ser de menor importancia en
medios polares.

Por otro lado, es improbable que el estado S»(n7) sea importante en el
mecanismo [104] por mor del “efecto de proximidad” (proximity effect)
[111,269] entre estados singletes 7z y nx. Este tipo de razonamiento estd
basado en gaps verticales, mientras que la Fotofisica moderna estd basada en
procesos no adiabaticos a lo largo de los caminos de relajacion de la energia

[230,229,254,270].
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4.1.3. Interaccion con el ADN

La accién fotosensibilizadora de los psoralenos ha sido estudiada
extensamente, en concreto la fotocicloadicion con las bases del ADN, tanto
desde el punto de vista teorico [117,271,272,273,274,275,276], aunque s6lo en
lo referente al estudio de los complejos de intercalaciéon furocumarina-ADN y
estudios conformacionales sin mediar reaccion quimica, como desde la
perspectiva experimental [140,141,147 ,150,277,278].

A tenor de los resultados anteriormente expuestos, el PMA deberia
formarse a partir del estado 7 del psoraleno. Respecto al FMA, el psoraleno no
presenta un alargamiento significativo del doble enlace del furano en estado
excitado. Como se ha sugerido antes, este monoaducto podria formarse a partir
del estado T de la timina. Por tanto, nos interesa analizar como se puebla dicho
estado en la nucleobase. Los estados electronicos de las bases del ADN han sido
estudiados concienzudamente, especialmente en la tltima década, tanto desde el
punto de vista experimental [86,279,280,281] como teodrico [270,282, 283].

La luz solar constituye un riesgo carcinogénico importante por mor de su
componente ultravioleta. La dindmica de desexcitacion ultrarrdpida que tiene
lugar en el ADN [64,284] es clave en el mantenimiento de la integridad de la
informacién genética. En caso contrario, las mutaciones serian mucho mas
frecuentes. Este decaimiento ultrarrapido ha sido objeto de diversas
investigaciones quimico-cuanticas en los ultimos afios, y ahora se puede explicar
mediante un modelo de intersecciones conicas entre los estados excitados
singlete mas bajos de las bases del ADN [254,270,283,285].

Una vez la timina, en estado fundamental, es irradiada con luz UV, es la
transicion '(zz') HOMO (H) — LUMO (L), de aqui en adelante HL, situada a
4.89 eV, la que presenta una fuerza de oscilador mas elevada por debajo de 6

eV, 0.167 (vide Tabla VI). El decaimiento ultrarrapido experimentado por la
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timina en el rango de los femtosegundos [64,284] es logico dado que en el MEP
asociado al estado excitado singlete mas bajo, de naturaleza T, se llega
interseccion conica con el estado fundamental (ground state, gs), (gs/ lim*)a, sin

encontrar ninguna barrera energética [283].

Tabla VI. Propiedades espectroscopicas para los estados excitados singletes y tripletes mas
bajos de la timina.

Transicion vertical (eV) Orig(e;l d:\l]a)anda
Estado  CASSCF  CASPT2'  CASSCF  CASPT2 »
Ynz' ) 541 477(0004) 423 4.05 2501 ns
"2z 652 489(0.167) 607 4.49 9 ns
Yo" 736 5.94(0.114)
(o) 3.95 3.59 2.99 2.87 17 ms
') 521 4.75 3.84 3.93
(nx”) 5.86 5.14

? Fuerzas de oscilador entre paréntesis. ° Implica basicamente al O en posicion orto
con respecto al metilo.

El uso del MEP garantiza la ausencia de barreras energéticas a lo largo
del camino de minima energia, a diferencia de lo que ocurre con una simple
optimizacion de geometria. La estructura de la CI al final del MEP es del tipo
del eteno, implicando un alargamiento y un giro del doble enlace etilénico [283].
La presencia de una CI accesible también explica el bajo rendimiento cuantico
de fluorescencia experimental (®r~ 10™*), con un origen de banda a 4.5 eV en
agua [286]. Esta débil emision puede ser relacionada con la presencia de un
minimo con estructura molecular plana situado adiabaticamente a 4.49 eV,

: . 1 N | *
mientras que un minimo no fluorescente, (n7 ) = (no7 ), se encuentra a 4.05 eV
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(vide Tabla VI). El hecho de que el tiempo de vida radiativo sea de 9 ns

confirma la naturaleza 777 del estado fluorescente.

E +452/au

4 1(gs)mm

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
coordenada MEP / au

Figura 29. Evolucion del estado fundamental y de los estados excitados singlete mas bajos de
la timina a partir de la geometria Franck-Condon a lo largo del MEP '(zz" HL).

La poblacion eficiente de los estados triplete debe tener lugar a lo largo
del principal proceso de decaimiento de S, (zz7 HL). Como se ve en la Figura
29, desde dicho estado tienen lugar dos cruces STC a lo largo del MEP vy,
consecuentemente, dos procesos de cruce entre sistemas, amén de la CI que tiene
lugar con el estado '(n7). El primer STC esta localizado a 4.8 eV y tiene lugar
con el estado *(n7), y lo llamaremos Cnz/ 77 )src. El segundo esta situado a
4.0 eV, mas lejos a lo largo del camino de relajacion y cerca de la CI del tipo
eteno con el estado fundamental, con el primer estado excitado triplete *(7z7); lo
designaremos como (3 ar/ 17r7r*)5TC. Esta ultima estructura presenta el mismo tipo
de geometria distorsionada al estilo screw-boat puckered con un doble enlace

C;=C, como el de la CI con el estado fundamental, (gs/' 7t70)cr. Ambos

procesos ISC tienen un SOC de unos 8 cm ™.
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EleV o
SOC~ 8 cm™! SOC ~ 61 cm"!
(nn*) E?:o;;:;;sm B/ N g76 HN/C“ C/CHB
4.89 ° cl @rrAngm®) o, ¢ °

SOC ~8-5cm! H
(Crr/ 1) gro

hv

(gs/'mm*) g, [SOC ~2em |

(98/*nn*)s1c

(9S)min (98) min

Figura 30. Fotoquimica de la timina y poblacion del triplete.

La Figura 30 incluye un esquema que describe la poblacion del estado T

por tres posibles vias:
D ez} (ar)
2) o'} oz e
3 (o' ' ar ) )

Con respecto al proceso ISC de mayor energia, una vez que se ha
poblado el estado *(n7), un MEP conduce directamente a su minimo de energia,

3 (nﬂ'*)mm, situado a 3.93 eV adiabaticamente con respecto al estado fundamental.
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13

p () l(Tm*HL)
-0.75::“'- g . s

P - R L

E +452/ au

-0.85 4

*
*
*
<

-0.95 T T T
0 1 2 3
coordenada MEP / au

Figura 31. Evoluciéon del MEP desde el STC (3 non*/lnn*)STc hasta el minimo (3 non*)mi,,.

Se localiza una interseccion cénica practicamente degenerada con el
minimo del estado *(n7). Este cruce conecta dicho estado con el estado *(77)
mas bajo, con lo cual se puebla dicho estado, y desde ahi podria reaccionar la

timina con la molécula de psoraleno.

E +452/au

W’
L

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
coordenada MEP / au

-0.92

Figura 32. Evolucién del MEP a lo largo del estado *(nx") desde la conica (Cnomt /*7R)c; al
minimo AT min-
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Otro MEP calculado sobre la hipersuperficie del estado 7 conduce el
sistema desde la conica (Cnz/* 27 )¢, al minimo del estado *(z7). Este tipo de
mecanismo que conecta los estados 77 singlete y triplete més bajos, a través de
un estado n7, es precisamente lo que hemos encontrado también en el
psoraleno.

Ambos mecanismos (1 y 2) pueden contribuir a la poblacion del estado
T,. En principio, el estado excitado de naturaleza nz se desestabilizard en
medios polares. A pesar de este efecto, se estima que ambos estados n7, singlete
y triplete, se encuentren en presencia de solvente por debajo del estado '(77
HL) a la geometria Franck-Condon [286,287], garantizando la existencia de un
cruce STC a lo largo del estado '(zz HL). La dependencia del rendimiento
cudntico de ISC con la longitud de onda puede ser entendida por la localizacién
de las dos regiones de STC y su accesibilidad segiin las condiciones de
excitacion iniciales [86].

Recientemente, Hare ef al. [287] han informado de la presencia de otro
mecanismo de desactivacion en las bases pirimidinicas (mecanismo 3) en
disolucion a través de un estado oscuro intermedio que se corresponde con el
singlete '(n7). Para explicar los rendimientos cuanticos de triplete de las
pirimidinas, que son mas elevados que en las purinas, se sugiere que una
pequefia fraccion de la poblacion del estado experimenta un proceso ISC hacia el
estado triplete mas bajo. Segin nuestros resultados, acordes con estudios
tericos previos [282,285], se confirma la existencia de dicho estado '(n7),
situado casi isoenergéticamente con respecto a la conica (gs/' 77, cerca de los 4
eV. El estado '(n7) debe ser relacionado entonces con el estado oscuro
observado. Asimismo, dado que ambos estados, singlete y triplete n7, presentan
hipersuperficies practicamente paralelas debido a que estos estados presentan
una integral de intercambio [177] muy pequefia, las situaciones de cuasi-

., * , . 1 .
degeneracion con el estado *(77) mas bajo son idénticas para ambos estados.
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Por tanto, encontramos un STC, (3 ar/ 1n7l'*)5TC, proximo a la conica (37r7r*/3n75*)01.
Los SOC calculados en esta region, en torno a 61 cm™', garantizan un proceso
ISC muy eficiente, confirmando este mecanismo como plausible en el proceso
de poblacion del estado excitado triplete mas bajo.

Por tanto, existen tres mecanismos relevantes para la poblacion del
estado 7, que posteriormente alcanza su minimo (vide Figura 30), a través del
cual la timina podria reaccionar con el psoraleno para formar el monoaducto por
el furano (FMA). En el minimo de dicho estado, la molécula presenta una
geometria distorsionada con un incremento de la distancia de enlace C = C,
pasando de 1.346 A en el estado fundamental a 1.513 A. La elevada reactividad
atribuida a este estado triplete se debe a su caracter biradicalario sobre los
atomos de carbono del doble enlace. El minimo se localiza adiabaticamente a
2.87 eV (vide Tabla VI), un valor consistente con el dato experimental de 3.2 eV
[288]. La localizacion del estado triplete en la timina es también
energéticamente menor que en la citosina [254], por efecto de la metilacion

[289].

E +452/au

coordenada MEP / au

Figura 33. Evolucién del MEP a lo largo del estado *(nn’) desde el cruce singlete-triplete
(gs/31m*)STC hasta alcanzar el minimo 3 (mr,*)mi,,.
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Por otro lado, hemos localizado el cruce STC que conecta el estado
(7)) y el estado fundamental y hemos calculado el MEP que va desde dicho
STC hasta el minimo de 7). El cruce se localiza cerca de los 3.0 eV a partir del
minimo del estado fundamental, lo cual implica que la barrera energética desde
el 3(7m*)mm para alcanzar el (gs/37m*)5Tc es de 0.13 eV (3.0 kcal-molfl). La
molécula recupera la conformacion plana, y el SOC calculado es algo bajo, = 2
cm ', lo cual indica un tiempo de vida largo y una lenta relajacién del estado
triplete, siendo por tanto propenso a reaccionar, por ejemplo, con el psoraleno.

Una vez analizado como se puebla el estado triplete de la timina, es el
momento de estudiar la formacion y propiedades de los monoaductos, proceso
en el cual interviene dicho estado, aparte del estado triplete del psoraleno. En lo
referente a la interaccion de farmacos con el ADN, una de las propiedades mas
importantes es la intercalacion del fairmaco entre las bases, favorecida por el
fenomeno de stacking y la consiguiente deslocalizacion m-electronica. Sin
embargo, calculos realizados por diversos autores a nivel RHF, DFT, MP2 y
CCSD(T) del psoraleno y del 8-MOP [275], muestran que los complejos
furocumarina-timina en estado fundamental son mucho mas estables en una
conformacion en la que ambos fragmentos se encuentran en el mismo plano, y
no en una conformacion stacked o apilada. La fuerza de la interaccion con la
timina es diferente en ambos compuestos (el psoraleno presenta una interaccion
mas fuerte), y este hecho es interpretado en funcion de los momentos dipolares y
las polarizabilidades de los fragmentos implicados.

La formacion de los monoaductos es un caso particular de reaccion
periciclica. Tales reacciones son un caso arquetipico de la conservacion de la
simetria orbital, de acuerdo con las reglas de Woodward-Hoffmann
[290,291,292]. Las cicloadiciones que ocurren térmicamente, como la Diels-
Alder, que es del tipo [4+2], tienen lugar a través de intermedios “aromaticos”
con (4n+2) electrones 7. Por el contrario, las cicloadiciones que no ocurren

térmicamente por estar prohibidas por simetria, como por ejemplo la
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dimerizacién de alquenos y de dienos, que son del tipo [2+2], tienen lugar a
través de intermedios de reaccion con 4n electrones 7z, y estan permitidas
fotoquimicamente.

Desde el punto de vista quimico-cuantico, estas reacciones se explican
con un modelo que tiene en cuenta los cruces entre las hipersuperficies de
energia potencial de los estados electronicos implicados. Verbigracia: la
reaccion entre dos moléculas de etileno tiene lugar debido a que la topologia del
estado §; presenta un minimo que corresponde a una estructura que posee el
mismo caracter de biradical que el estado de transicion “antiaromatico” en S
[239,293,294,295]. Por tanto, el punto clave en el mecanismo es la existencia de
un canal favorable (cruce entre hipersuperficies) que permite la transicion no

radiativa S; — S,.

Diaducto

Figura 34. Monoaductos y diaducto psoraleno-timina.
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En el caso de los monoaductos psoraleno-timina, estan interaccionando
dos dobles enlaces: el de la pirona o el del furano, por parte del psoraleno, y el
doble enlace de la timina. Como hipdtesis inicial, seleccionamos dos estructuras
en los limites asintoticos: Psoraleno (Sp) + Timina (7)) para el FMA; y
Psoraleno (77) + Timina (S,) para el PMA. De acuerdo con nuestros estudios
previos, estos son los puntos de partida mas probables para la fotorreactividad.
En el estado triplete optimizado del psoraleno, el doble enlace C = C de la pirona
se alarga, con lo que la molécula es propensa a reaccionar por ese lado con la
timina del ADN, dando lugar al PMA. En cambio, el FMA es mas probable que
se obtenga por reaccion entre el estado excitado triplete mas bajo de la timina y
el estado fundamental del psoraleno.

Hemos analizado la evolucion de los singletes y los tripletes mas bajos
para determinar las condiciones mas favorables para la fotorreaccion. A tenor de
los resultados obtenidos de la familia de las furocumarinas y de la timina, el
proceso fototerapéutico deberia comenzar con la absorcion de un foton al estado
Si(z7) de la furocumarina. Dado que el proceso es una fotocicloadicion [2+2],

existen tres mecanismos posibles a priori:

v Ruta_singlete: el estado S\(7#7) de la supermolécula evoluciona
siguiendo un camino eficiente hacia una CI con el estado
fundamental, (S/Sy)c;, que se comporta como un canal para una IC

hacia el monoaducto en S,.

v' Ruta triplete: incluyendo un proceso ISC adecuado, el sistema pasa
del estado S)(7z7r’) del psoraleno poblado inicialmente hacia estados
triplete més bajos hasta llegar al estado 7)(77), y desde este estado
el sistema evoluciona eficientemente hacia el STC (71/So)src, esto es,

la estructura que conecta la hipersuperficie del 7; con el estado
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fundamental, lo que permite un segundo proceso ISC que conduce al

monoaducto en su estado fundamental Sj.

v’ Transferencia de energia: una tercera opcion en la formacion de

aductos es a través del estado 7 de la timina, siendo éste previamente
poblado a través de transferencia de energia resonante merced a la
accion de fotosensibilizadores enddgenos (como otras nucleobases) o
exoégenos (como las propias furocumarinas) [296,297]. El sistema
llegara a un punto de cruce (71/So)src¢ que conecta con el estado

fundamental del monoaducto.

En todos los calculos realizados se ha tenido en cuenta el efecto
del BSSE [298]. En este caso tenemos dos efectos si comparamos los
monoaductos con las moléculas aisladas: la distorsion geométrica
cuando los enlaces estan ya formados, y el efecto “puro” del BSSE
debido a que cada mondmero emplea las funciones matematicas del otro.
Por ello hemos calculado a cada geometria (infinito, STC, CI y minimo),
los estados de cada fragmento por separado, por un lado, y la
supermolécula incluyendo funciones ghost sobre el psoraleno o sobre la

timina, por otro. Las ecuaciones empleadas fueron:

ECP—corregido = Erﬁ?ﬁ%ﬁ?ﬁc,inf (SO ’ Sl ’ Ti )_ BSSE(SO )
BSSE(SO ) — [E monoaducto (S() )_ E}J;;;lada (S() )]+ [E monoaducto (S() )_ E;i:)lado (S() )]

Tim—ghost Pso—ghost

Ecuacion 19
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Tabla VII. Correcciéon BSSE (en eV) para cada monoaducto y cada geometria. Podemos
observar que tales correcciones son significativas.

PMA FMA

Min STC CI Inf Min STC CI Inf

BSSE 0.81 0.51 0.53 0.26 0.81 0.53 0.43 0.09

Los esquemas que muestran los mecanismos de formacion de los
monoaductos dentro de la ruta triplete vienen dados en la Figura 35 y en la
Figura 36. Como reactivos tenemos las dos moléculas aisladas, psoraleno (Pso) y
timina (Tim). El calculo considera ambas como constituyentes de una
supermolécula y dichos fragmentos, optimizados en su estado correspondiente
seglin el monoaducto, estdn separados una distancia de 10 A. Por tanto, las
energias de excitacion desde el estado fundamental, Pso(S,)+Tim(Sy), se dan
como transiciones adiabaticas. Como ya se ha mencionado, la radiacion UVA
puebla el estado S;(z7 )del psoraleno, situado adiabaticamente a 3.57 eV (en
excelente concordancia con los resultados obtenidos para el psoraleno aislado a
mayor nivel de calculo, vide Tabla V), y, por medio de un proceso ISC eficiente,
el sistema puede transferir su poblacion al estado triplete mas bajo de la
molécula, T)(zr), situado a 2.58 eV. El alargamiento del doble enlace C,=C,
de la pirona y la localizacion de la poblacion de espin en dichos atomos de
carbono dan fe del caracter reactivo de este enlace, que podra reaccionar con el
doble enlace de la timina Cs; =C, para formar PMAs. El mecanismo esta
detallado en la Figura 35, y comprende la evolucion del sistema desde el sistema
aislado, Pso(7))+Tim(Sp), que constituye un estado triplete global de la
supermolécula, hacia un cruce singlete triplete, (So/7T1)src, calculado a nivel

CASSCF, que conecta con el estado fundamental del PMA.
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464 —
PMA (S,) 130
PMA (S,)
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PMA(T) Pso (S;) + Tim (Sy)
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Pso (Sg) + Tim (T;) 297
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/"Pso (T)) + Tim (S,)

1.651,;,\ Proceso ISC - .
(So/T1)stc o . v

Pso (S) + Tim (Sy)

0.19

0.00

PMA (S,)

Figura 35. Mecanismo fotoquimico propuesto para la formacion del PMA en la ruta triplete
via STC. La fotorreaccion comienza tras la poblacion del estado 7 del psoraleno mediante
un proceso ISC a partir del estado S;.

437 —————
428 T EmA(s) FMA (S,)
3.57
Pso (S,) + Tim (Sy) .
3.0
FMA (T) Pso@)Tim(ry Y7
: 258

" Pso (T;) + Tim (Sy)

. Procesolsc -~
So/Tste

0.00

0.03

FMA (S,) Pso (So) + Tim (Sy)

Figura 36. Mecanismo fotoquimico propuesto para la formacién del FMA en la ruta triplete
via STC. La fotorreaccion comienza con la poblacion del estado 7 de la timina merced a un
proceso de energy transfer (ET) desde un fotosensibilizador exégeno o endégeno.

En el STC hay un intermedio de reaccion en el cual se ha formado un

enlace covalente entre dos de los atomos de carbono de los dobles enlaces
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reactivos, concretamente el C; del psoraleno y el Cg de la timina, mostrando una
longitud de enlace optima de 1.563 A, mientras que los otros dos atomos de
carbono, C, y Cs, respectivamente, permanecen mas alejados, a 2.814 A (vide
Figura 37). Este tipo de intermedio, asi como la presencia del cruce STC, es
tipico de las fotorreacciones de cicloadicion [2+2] mediadas por triplete, en los
casos de entorno quimico asimétrico en los dobles enlaces. Por ejemplo,
mientras que la fotocicloadicion de dos moléculas de eteno conduce a un cruce
evitado, sin STC entre los estados Sy y 71, tal caracteristica se pone de manifiesto
en el fluoroeteno, donde el atomo de fltior rompe el entorno simétrico del doble
enlace [297]. El camino hacia el intermedio STC desde los productos iniciales,
localizado casi 0.9 eV por debajo, tendra lugar sin barrera energética apreciable
en muchos casos, como se ha probado en la fotocicloadicion de las bases del
ADN [297], aunque el proceso depende, en ultima instancia, de la insercion del
farmaco en la hélice del ADN, de la difusion de las dos especies y de la
flexibilidad de la estructura del ADN para que se puedan producir orientaciones
reactivas.

La Figura 37 muestra las geometrias calculadas para los intermedios
STC y los monoaductos ya formados. La estructura de ciclobutano en los
monoaductos es muy similar a la encontrada en otras fotocicloadiciones de
interés biologico, como las que conducen a los dimeros timina-timina (T<>T) y
citosina-citosina (C<>C) [297]. Sin embargo, en este caso es mas favorable una
conformacion trans con los fragmentos en planos distintos, a diferencia de los
dimeros de pirimidina, en los cuales es mas estable una conformacién tipo
sandwich debido probablemente al stacking [297].

Desde el intermedio STC, y tras el subsiguiente proceso ISC, el sistema
evolucionara al estado fundamental del monoaducto PMA, que esta situado 0.19
eV por encima de la referencia inicial (estado fundamental de la supermolécula a

distancia infinita entre los fragmentos). El término SOC en la estructura STC es
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de apenas 0.1 cm ', pero el efecto aumentard, probablemente, al considerar el

acoplamiento vibréonico y los efectos del medio [126,268].

PMA (S,/T:)sro FMA (Sy/T))s1o
% 1.457/% 2.105
. 2-31{; 1.463 b 9
1.449 \g 2.172

PMA (S/Si)a FMA (S¢/S:)c

Figura 37. Estructuras optimizadas para el estado fundamental S, del PMA y del FMA, los
cruces singlete-triplete (Sy/T)src e intersecciones cénicas (Sy/Sy) ;. Las distancias C-C mas
relevantes vienen dadas en A.

Por lo que respecta a la formacion del FMA a lo largo de la ruta triplete,
es improbable que tenga lugar por absorcion directa de un fotdn por el psoraleno
y posterior poblacion del estado 7 de la molécula, ya que el fragmento de
furano apenas es modificado en dicho estado; por tanto, el correspondiente

enlace C; = C: no puede ser considerado reactivo. Sin embargo, es posible que

exista un mecanismo alternativo a través de la timina. Aunque el estado S; de la
nucleobase estd demasiado alto energéticamente para ser poblado con la

radiacion empleada en la terapia PUVA, el estado 7 si puede ser poblado
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mediante un proceso de transferencia de energia (vide Figura 36) si interacciona
con un fotosensibilizador, endégeno o exdgeno, eficiente. Entonces, el sistema
psoraleno-timina puede evolucionar desde las condiciones iniciales,
Pso(Sy)+Tim(7}), hasta el cruce (So/T})src v, tras un proceso ISC, alcanzar el
estado fundamental del FMA. El enlace covalente se forma entre los carbonos

C; - C,, con una distancia de enlace de 1.537 A, mientras que la distancia
C, —Cs es de 2.964 A. La estructura del intermedio STC es similar en ambos

monoaductos, e implica la formacion de un enlace covalente en Cs, precisamente
el atomo de carbono etilénico de la timina que no esta unido al grupo metilo, lo
cual se puede entender por razones estéricas. En la estructura STC el SOC es tres
veces mas pequeiio que en el PMA, por lo que el proceso ISC sera mucho menos
eficiente en el FMA. Por todo lo anteriormente expuesto, a lo largo de la ruta
triplete sera mas favorable la formacion del PMA que la del FMA.

La estructura electronica de ambos monoaductos es diferente. Mientras
que el FMA presenta unas energias de excitacion verticales a los estados triplete
y singlete de 3.06 y 4.25 eV, respectivamente, las energias correspondientes en
el PMA suben hasta 3.48 eV y 4.45 eV, respectivamente. Ambas excitaciones
implican solamente al fragmento del psoraleno. La primera conclusion que
podemos extraer es que es el estado S,(7z7) del FMA (y no del PMA, localizado
demasiado alto en energia) el mas favorable para absorber el segundo foton que
desembocara en la formacion del diaducto timina-psoraleno-timina. Esta
hipotesis esta reforzada por el andlisis de las propiedades del estado 7.
Optimizando el estado excitado triplete mas bajo de ambos monoaductos a nivel
CASSCF, identificamos que la poblacion de espin esta localizada

preferentemente en el enlace C; = C, del anillo de pirona en el FMA, mientras

que en el PMA esta deslocalizada por todo el fragmento de psoraleno (vide
Figura 38). Por tanto, la formacion de diaductos esta favorecida en el FMA, ya

que el otro doble enlace reactivo, que no reacciond con la primera timina, es
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susceptible de reaccionar con otra molécula de timina en la cadena opuesta del
ADN. Este hecho explica el hallazgo experimental de la no formacion de

diaductos a partir del PMA [140,147].

Figura 38. Poblacién de espin en el estado 7 de los monoaductos (FMA —izquierda-; PMA —
derecha-). E1 FMA presenta densidad en los atomos de carbono del enlace C;=C, de la
pirona.

La producciéon de diaductos a partir del FMA puede verse mermada
como consecuencia de la fotorreversibilidad desde el FMA hacia las moléculas
de psoraleno y timina por separado. De hecho, ciertos experimentos sostienen tal
hipoétesis. Asimismo, los monoaductos FMA se descomponen en los reactivos
originales tras irradiacién con luz UV media a 4.89 eV [150]. Ademas, tanto los
mono- como los diaductos pueden descomponerse en sus monomeros originales
tras irradiacion con longitud de onda UV corta [94,138]. Junto a otros factores,
la distribucion de aductos en muestras de ADN parece depender también de la
longitud de onda de irradiacion. El incremento de energia absorbida favorece la
formacion de diaductos frente a la de monoaductos [148], lo que puede
interpretarse de acuerdo con la mayor energia del estado excitado singlete
inicialmente poblado del monoaducto (con respecto al psoraleno), tal y como
hemos calculado.

Dado que la formaciéon del FMA no es muy favorable a lo largo de la
ruta triplete, conviene explorar la formacion de ambos monoaductos en la ruta
singlete. A pesar de que en el psoraleno la poblacion del estado 7 a partir del

estado S inicialmente poblado es muy eficiente, parte de la poblacion del estado
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singlete puede evolucionar hacia una interseccidn conica con el estado
fundamental, (So/S})cs, que puede comportarse como un canal para un proceso de
conversion interna (IC) hacia la formacion del monoaducto en estado
fundamental. Este tipo de fotorreaccion no requiere que los dobles enlaces
reactivos se alarguen, como ocurria con los tripletes. Sin embargo, en las
estructuras CI, calculadas a nivel CASSCF, observamos que los dobles enlaces
reactivos de la timina y del psoraleno se alargan ca. 1 A a partir de su estructura
inicial S). La Figura 39 y la Figura 40 muestran los esquemas de formacion de
los monoaductos a lo largo del singlet manifold tras poblarse el estado S; del
psoraleno. La diferencia energética respecto al canal inicial, Pso(S))+Tim(S)), es
menor que en el caso de la ruta triplete, pero aun asi la CI es menor en energia,

sobre todo en el caso del PMA.

4.64
PMA (S,)
367 — 357
PMA (T) 325 PMA(T) " Pso(8y) +Tim (S,) '
: Proceso IC —
L, TTERESPIY - 297
Pso (Sy) + Tim (T,)
Sy/S \ 0 !
(So/S1)ci 258

X%:}‘ Pso (T,) + Tim (S,)

\Pso (Sp) + Tim (Sy)

0.00

PMA (S,)

Figura 39. Mecanismo fotoquimico propuesto para la formacion del PMA via CI en la ruta
singlete. La fotorreaccion comienza por poblacion directa del estado S; del psoraleno por luz
UVA.
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428 ————————.
8 " FmaA(s)
FMA (T,) ) 357
506 ProcesolC — " Ps0 (§;) + Tim (S)
T EmATY Sy/S
FMA (T,) (So/Sy)c Pso (S + Tim (T) 2.97
2.58

Pso (T,) + Tim (Sy)

0.03

T FMAGS,) Pso (Sy) + Tim (Sy) 0.00

Figura 40. Mecanismo fotoquimico propuesto para la formacién del FMA via CI en la ruta
singlete. La fotorreaccién comienza con la poblacién directa del estado S, del psoraleno por
luz UVA.

En las conicas, la estructura del sistema es de tipo romboide, muy
similar a otras cicloadiciones [2+2] [297], con los atomos de carbono de los dos
fragmentos separados por 2.1-2.3 A (vide Figura 37). A partir de la cénica el
sistema puede evolucionar a posteriori dando lugar al monoaducto en estado
fundamental.

Las fotocicloadiciones [2+2] mediadas por singletes son muy eficientes
en otros sistemas bioldgicos, incluso mas que mecanismos que impliquen
transiciones prohibidas por el espin. En concreto, los estudios sobre la
dimerizacién de la timina concluyen que esta reaccion puede ser calificada como
ultrarrapida, forméandose los dimeros en ~1 ps tras la irradiacion, lo que indica
un mecanismo de reaccidn sin apenas barreras energéticas significativas si las
bases estdn convenientemente orientadas en el instante de la absorcion de luz
[299]. Por tanto, como en la ruta triplete, la eficiencia del proceso dependera de
la orientacion de las especies, de su difusion en el medio de reaccion y de la
flexibilidad del ADN, o incluso de la presencia de fotosensibilizadores que

puedan pasar directamente al camino triplete mediante transferencia de energia.
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Considerando los cuatro mecanismos propuestos, sugerimos que la
formacion del PMA tiene lugar principalmente a través de la ruta triplete,

mientras que el FMA se formara preferentemente a lo largo de la ruta singlete.
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4.2. Estudio de otras furocumarinas

El siguiente objetivo, tras estudiar la molécula de psoraleno, es analizar
el resto de furocumarinas que tienen interés clinico: 8-MOP, 5-MOP, TMP,

kelina y 3-CPS. Todas ellas son empleadas (o estan siendo probadas) en

BT 3

humanos.

Psoraleno 8-MOP 5-MOP
Kelina T™MP 3-CPS

Figura 41. Moléculas de psoraleno, 8-metoxipsoraleno (8-MOP), S-metoxipsoraleno (5-
MOP), kelina, trimetilpsoraleno (TMP) y 3-carbetoxipsoraleno (3-CPS), en estado
fundamental.

La fuerte dependencia de las propiedades espectroscdpicas respecto del
disolvente empleado, y la falta de estudios experimentales modernos, dificultan
enormemente la racionalizacion de sus propiedades. Para el estudio de la
fotofisica de estos compuestos, se ha empleado la misma estrategia
computacional que en el caso del psoraleno, empleando un espacio activo (vide
Tabla III). Las propiedades fotofisicas y estructurales mas relevantes de las

furocumarinas se presentan a continuacion.
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Tabla VIII. Propiedades fotofisicas del 8-MOP. Energia en eV, momento dipolar en D, y
angulos en grados referidos a la orientacion del psoraleno (vide Figura 21).

Estado a5 AE f d dir TDM gy
CASSCF  CASPT?

1'4’ - - - 6.78 —41 -
2114’(7575 ’ ) 4.51 3.90 0.006 7.33 -37 23
340z') 630 4.96 0.101 885 17 13
14 z')  ans 5.01 0.000 266 36 -
4114’(7575 ’ ) 6.99 5.33 0.354 7.59 -31 23
s'alan) s 5.54 0260  5.89 -35 39
6'Alzr') 730 5.62 0016  7.14 25 12
74lmr’)  6sa 5.89 0.101 6.41 19 47
8'4(zr") 7.16 6.08 0.096 7.52 -30 -87
9‘A’(ﬂ7r* ) 7.90 6.09 0.051 6.60 —44 -13
0'4ler) 77 6.12 0.060 5.5 28 29
PAler’) 317 3.16 - 6.75 —42 -
24zr) 57 3.51 - 6.39 41 -
¥der)  4s0 3.80 - 7.07 33 -
#4(z)  6os 4.48 - 6.50 -23 -
$Ar)  am 4.63 - 7.14 -39 -
64(zr’) 503 4.76 - 6.70 -38 -
Palz’) 397 4.85 - 2.43 36 -
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Tabla IX. Propiedades fotofisicas del 5-MOP. Energia en eV, momento dipolar en D, y
angulos en grados referidos a la orientacion del psoraleno (vide Figura 21).

Estado a5 4E f d dgir TDMy;,
CASSCF ~ CASPT2
1'4’ - - - 7.79 200 -
24wz 4.53 3.96 0.002 8.15 196 143
3114'(7”5 ’ ) 6.35 4.92 0.193 9.78 178 156
'Anz') 417 5.05 0.001 3.26 202 .
#4(zm)  om 5.39 0.154 839 200 154
5'Anx’) 7.00 5.70 0273 6.96 190 116
6'4'(nr") 6.73 5.72 0.042 8.23 191 203
74Mz') 77 6.01 0.223 8.98 188 135
84(mr') 736 6.08 0175 6.5 197 162
9'4'(rr”) 7.92 6.18 0.248 6.27 220 181
104(zz") 721 6.18 0.042 7.25 195 118
PAlzr') 56 3.14 - 7.38 200 .
2A(zr') 379 3.60 - 7.59 199 .
¥4(zr’) 440 3.98 - 7.83 198 -
84 (nr") 6.27 4.49 - 8.99 191 ;
SAr) 4 4.67 - 7.84 199 .
6Alr') 500 4.86 - 7.64 199 .
Palz) 400 4.89 - 3.33 201 -
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Tabla X. Propiedades fotofisicas de la kelina. Energia en eV, momento dipolar en D, y
angulos en grados referidos a la orientacién del psoraleno.

Estado A5 AE f d dyir TDMy;,
CASSCF  CASPT2

1'4’ - - - 4.41 33 -
24wz 5.19 3.52 0.012 5.15 28 118
14"z’ 3.78 4.00 0.000 2.43 -9 -
3 d'(n 6.07 4.06 0.060 7.22 43 71
44 (2 7.43 5.02 0.152 9.50 20 206
5'A'(zr’ 7.85 5.26 0.135 474 48 118
6'A(zr’ 7.09 5.34 0.410 4.39 45 192
7'Aan’ 7.60 5.38 0.187 8.32 19 154
2114'(”75 ' 6.15 5.84 0.000 1.65 35 -

3.68 3.05 - 4.29 37 -
3 47 #

2°4 (M 437 3.43 - 6.03 31 -

PAnz 3.95 3.61 - 2.43 21 -

4.90 4.16 ) 4.80 26 -
5.11 4.33 ) 4.70 38 -
4.55 4.37 ) 3.73 25 -
6.19 4.88 ) 4.52 41 -

)
)
)
)
)
)
)
s'4lzr') g0 5.1 0322 4.60 32 185
)
)
)
)
)
)
)
)

5.83 5.13 ) 1.61 -88 -
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Tabla XI. Propiedades fotofisicas del TMP. Energia en eV, momento dipolar en D, y angulos
en grados referidos a la orientacién del psoraleno.

Estado a5 AE f d dir TDMy;,
CASSCF  CASPT?

1'4’ - - - 6.56 48 -
21A'(M* ) 5.08 3.57 0.063 7.35 38 -2
34(er') 620 4.47 0.146 977 18 5
44wz 6.89 4.68 0.168 7.31 24 59
14 hz’) s 4.92 0.000 1.90 58 -
saler) 70 5.08 0.533 8.28 31 3
61A'(M* ) 7.77 5.69 0.025 8.25 26 0
74len) 77 5.75 0.198 6.63 48 12
§'4(zr') 729 5.88 0.063 7.6 54 13
O4lzz’)  §24 6.28 0.083 6.14 60 13
104 (") s3s 6.42 0.117 7.40 42 38
PAler') 354 3.04 - 6.13 49 -
2Amr) 306 3.34 - 6.44 49 -
¥4(zr') a6 3.61 - 6.95 40 -
84 (nr") 5.04 429 - 731 38 -
SAltr') 5o 4.50 - 6.45 48 -
6Alr') o4 4.52 - 7.29 39 -
Palnz’)  sos 478 - 2.06 59 -
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Tabla XII. Propiedades fotofisicas del 3-CPS. Energia en eV, momento dipolar en D, y
angulos en grados referidos a la orientacién del psoraleno.

Estado a5 AE f d dir TDM gy
CASSCF ~ CASPT2

1'4 - - - 4.01 —45 -
2'4(nx) 446 3.73 0.030 531 29 15
34(ez') 60 438 0.373 9.57 11 3
'Anr') 467 4.85 0.000 0.66 66 -
#40r') 670 5.06 0.448 7.75 16 -59
sAlr') 701 5.13 0.241 9.17 -27 11
6'Alzr') 653 5.29 0.040 6.33 -29 16
71A'(7r7f ) 7.39 6.05 0.035 6.43 -20 -3
8'4(zr") 8.14 6.17 0.231 9.76 -17 56
9'A(nr") 7.85 6.26 0.027 3.83 -52 30
2114'(”75 ) 6.82 6.45 0.000 0.91 18 -
PAler') 354 2.88 - 3.67 43 -
2A(r') s 3.32 - 4.43 43 -
¥A(er’)  ass 3.54 - 5.67 -29 -
#4zr") 408 420 - 5.05 31 -
s$Ar') s 4.43 - 4.32 43 -
6Alzr') 6o 4.70 - 5.29 -35 -

)

4.55 4.72 ) 0.49 66 -
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Tabla XIIL Principales propiedades espectroscépicas de las furocumarinas. Energias en eV y SOC en cm ™',

Compuesto Sz Sy Ty T,
Eva f Te Traa/NS Eva f T Trad/US Eva Te Trad/S SOC Eva Te Trag/mS SOC

Psoraleno 3.98 0.027 3.59 74 501 | =10 ] 3.91 3 3.27 2.76 28 <10 4.85 3.84 9 46
8-MOP 3.90 0.006 3.50 254 501 | =10 ] 3.91 3 3.16 2.72 60 <10 4.85 3.84 1 47
5-MOP 3.96 0.002 3.60 971 505 | =10 ] 3.95 3 3.14 2.66 95 <10 4.89 3.88 0.1 47
Kelina 3.52 0.012 3.26 189 400 | =10 | 3.26 3 ms 3.05 2.83 34h <1 3.61 3.03 9 40
TMP 3.57 0.06 3.25 38 492 | =10 | 3.91 3 3.04 2.63 180 <10 4.78 3.73 1 46
3-CPS 3.73 0.03 3.05 100 484 | =10 | 3.59 4 2.88 2.40 81 <10 4.72 3.58 32 44

Tabla XIV. Longitud de los dobles enlaces de los anillos de furano (F) y pirona (P) segiin molécula y estado electrénico [a enlace C,'Cs’; b enlace C;C4 excepto
para la kelina, que es C,C; (vide Figura Sy Figura 6); ¢ poblacién de espin localizada en cada carbono].

Compuesto d (C=C)r /A" d (C=C); /A®
Sy Sy S, . T, Sy Sy S, . T,

Psoraleno | 1.348 | 1.365 1345 | 1.344(0.05,0.00¢° | 1.345 1.342 1373 1.428 1.469 (0.31,0.73) | 1.419
8-MOP 1346 | 1.362 1.343 1342 (0.05,0.00) | 1.343 1.341 1.382 1.426 1.469 (0.32,0.76) | 1417
5-MOP 1345 | 1.365 1343 1.343 (0.00,0.04) | 1343 1342 1377 1.427 1.467 (0.29,0.78) | 1.420
Kelina 1337 | 1352 1.339 1.444 (0.81,0.19) | 1339 1332 1.328 1.351 1333 (0.00,0.08) | 1.346
TMP 1348 | 1.365 1.346 1.345 (0.06,0.14) | 1.346 1.345 1374 1.429 1.475 (0.34,0.66) | 1.421
3-CPS 1343 | 1363 1.363 1342 (0.00,0.02) | 1.343 1344 1.418 1.442 1.472(0.40,0.71) | 1.435
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Para comparar todos estos compuestos entre si y con la molécula
parental, hemos destacado las propiedades fotofisicas mas relevantes, asi como
los parametros estructurales mas interesantes desde el punto de vista del
mecanismo fototerapéutico, esto es, la longitud de los dobles enlaces de la
pirona y del furano (vide Tabla XIII y Tabla XIV). Estos guarismos muestran
que el estado poblado inicialmente, S, (S; 7#7), es claramente mas alto en
energia para el psoraleno, 8-MOP y 5-MOP, mientras que las transiciones
asociadas no presentan fuerzas de oscilador elevadas. La kelina y el TMP, por
otra parte, tienen transiciones asociadas en la zona del UV cercano mas intensas,
representando una gran ventaja desde el punto de vista fotoquimico. El 3-CPS
constituye una situacion intermedia. Las propiedades de emision del estado son
similares en todos los casos, mientras que los tiempos radiativos calculados
mediante la aproximacion de Strickler-Berg [265] tienden a ser cercanos al valor
experimental o, como mucho, un order de magnitud superior (~ 1-100 ns) [110],
lo cual indica la existencia de canales de decaimiento no radiativos. Viendo la
Tabla XIV podemos constatar como, al igual que en la molécula parental, el
estado S, estd deslocalizado por toda la extension de la molécula, y no se
observa una elongacion significativa de ninguno de los dos dobles enlaces
reactivos, sea del furano o de la pirona. Sin embargo, el 3-CPS constituye una

excepcion ya que el enlace C; =C, se alarga en este estado, sin duda por la

influencia del sustituyente de etilmetanoato. Otros estados excitados singlete 77
han sido obtenidos al mismo nivel de calculo para los seis sistemas a energias
0.5-1.0 eV mayores que el S}, con transiciones asociadas mas intensas, pero cuya
participacion en los procesos fotoquimicos desencadenantes de la accion
fotosensibilizadora se estima mucho menor.

Con respecto a los estados nz mas bajos, S, y T,, estan en todos los
casos relacionados con el par solitario del oxigeno carbonilico situado en el
anillo de pirona. No hay grandes diferencias entre sus propiedades al pasar de

una molécula a otra, salvo en el caso de la kelina, donde las energias de
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excitacion son ca. 1.0 eV menores. No obstante, la kelina posee un esqueleto
diferente, lo cual puede ser el origen de este comportamiento excepcional. Ello
también afecta a las propiedades de emision del estado S,, que en la kelina es
isoenergético con el §; y muestra un tiempo radiativo relativamente largo. Con
respecto al mecanismo de poblacion del estado triplete mas bajo, es importante
seflalar que en la kelina los estados S, y 7, se encuentran practicamente
degenerados ya en la region Franck-Condon. A pesar de que el SOC entre ambos
estados no es muy grande (3 cm '), esta degeneracion puede ser la clave de un
mecanismo ISC eficiente hacia el estado 7,, seguido de un proceso de
conversion interna hasta el estado 7, (7} ar ).

Finalmente, podemos comparar los resultados obtenidos para el estado
T, La tendencia es similar en todas las furocumarinas, situdindose este estado
0.5-0.7 eV por debajo de cualquier otro estado excitado. Sin embargo, se pueden
observar diferencias importantes en la kelina. Esta molécula localiza la
poblacion de espin de Mulliken [177,300] del estado 7, en el doble enlace del

anillo de furano, C, =C;, a diferencia de los otros derivados, que hacen lo
propio en el anillo de pirona, C; =C,, lo cual se pone de manifiesto con el

alargamiento de un enlace u otro en el estado optimizado, tal y como se
contempla en la Tabla XIV. Esto sugiere que, mientras que los otros derivados
forman monoaductos por la pirona (PMA), la kelina formara preferentemente
monoaductos por el furano (FMA).

Respecto a las propiedades de emision, los origenes de banda
electronicos de fosforescencia obtenidos son muy cercanos (a menos de 0.1 eV)
a los valores experimentales del origen de banda vibracional: psoraleno (2.7 eV),
8-MOP (2.68 V), 5-MOP (2.60 eV) y TMP (2.74 eV) [107]. Por otro lado, los
tiempos radiativos de fosforescencia obtenidos se diferencian apenas en un
orden de magnitud de los valores experimentales (~ 1 s) [110], excepto para la

kelina, en la que obtuvimos un valor de 3.4 horas (12240 s). Este hecho refleja,
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probablemente, que la aproximacion de Strickler-Berg no es valida en este caso,
dado que no debe aplicarse si existen canales de decaimiento no radiativo hacia
otros estados, como en realidad ocurre. No obstante, la kelina es un sistema muy
conveniente al poseer un estado triplete metaestable de tanta duracion, siempre y
cuando los procesos no radiativos desde dicho estado 7, se conviertan en
predominantes.

En resumen, el estudio de la Fotofisica de estos compuestos indica que,
a pesar de que no se observan grandes diferencias respecto del psoraleno, estos
derivados seran mas efectivos en fototerapia a través del estado 7, bien porque
el estado inicial S se puebla mas facilmente (menores energias e intensidades
mayores), como en el caso de la kelina, TMP o 3-CPS, o bien porque el estado
T, presenta una vida media mas larga.

A partir de la Tabla XV podemos deducir algunos de los cambios que
tendran lugar en la ordenacion relativa de los estados cuando consideremos las

interacciones con el disolvente.

Tabla XV. Momentos dipolares en Debyes (D) de los estados electrénicos mas bajos de las
furocumarinas. La diferencia con respecto a cada estado fundamental se da entre paréntesis.

So S, (7)) S, (n7) T, (7)) T, (n7)
Psoraleno 6.25 6.50 (+0.25)  2.07 (—4.18)  5.40 (-0.85)  2.15(-4.10)
8-MOP 6.78 733 (+0.55)  2.66 (—4.12)  6.75(-0.03)  2.77 (-4.01)
5-MOP 7.79 8.15(+0.36)  3.26 (—4.53)  7.38(-0.41)  3.33 (—4.46)
Kelina 441 5.15(+0.74)  2.43(-1.98)  429(-0.12)  2.43(-1.98)
TMP 6.56 7.35(+0.79)  1.90 (-4.66)  6.13 (=0.43)  2.06 (—4.50)
3-CPS 4.01 531 (+130)  0.66(-3.35)  3.67(=0.34)  0.49 (-3.52)

En solventes polares como el agua se estabilizaran los estados con
mayor momento dipolar. Aunque para obtener conclusiones fidedignas hemos de
realizar calculos quimico-cuanticos considerando la presencia de moléculas de
disolvente [173,183,301], en primera aproximacion podemos analizar los

momentos dipolares obtenidos en fase gas: asi, el compuesto que a priori menos
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cambios sufrira es la kelina, ya que sus estados excitados presentan momentos
dipolares muy cercanos al del estado fundamental.

Tal y como hicimos en el caso del psoraleno, nuestro objetivo es hallar
un camino eficiente de poblacion del estado excitado triplete mas bajo de cada
derivado. Dado que el estado S; es el tnico directamente poblado por absorcion
directa en el rango de radiacion UV-A tipicamente empleado en fototerapia (3.1-
3.9eV) [82,83,84], éste serd nuestro estado de partida.

Un proceso ISC efectivo requiere, como ya hemos comentado, dos
condiciones: una diferencia de energia entre estados pequeiia y un SOC elevado
entre ambos. Siguiendo el mismo razonamiento que con el psoraleno, hemos
investigado este proceso entre los estados S,y 7,. A la geometria Franck-
Condon ambas condiciones no son satisfechas, salvo en el caso de la kelina, en
la cual la diferencia de energia (S, — T,) es de so6lo 0.09 eV y el SOC, aunque
pequeiio (3 cm'), es perceptible. Consecuentemente, el proceso ISC
mencionado puede ser considerado muy favorable. Es mas, teniendo en cuenta
los valores obtenidos en los momentos dipolares (vide Tabla XIII y Tabla XV),
no es probable un gran cambio en este resultado, como ya hemos comentado. En
los restantes compuestos, es improbable un ISC directo tras la absorcion,
especialmente por el gap: psoraleno (AE = 0.87 eV; SOC =3 cm '), 8-MOP (AE
=0.95eV; SOC =3 cm '), 5-MOP (AE = 0.93 e¢V; SOC =3 cm '), TMP (AE =
1.21 eV; SOC=6cm ') y 3-CPS (AE = 0.98 eV; SOC = 4 cm™"). Es mas, esta
diferencia de energia probablemente aumentard en disolventes polares. En
cualquier caso, la molécula evolucionard rapidamente a través de Ila
hipersuperficie del estado S, y, por tanto, es posible encontrar regiones de la
hipersuperficie donde se pueda producir un ISC favorable, en cuanto a valores
de SOC y gap se refiere. Si dichas regiones son facilmente accesibles pueden ser
el origen de la poblacion del triplete. Por ello, hemos realizado una interpolacion
lineal en coordenadas internas (LIIC) a partir del minimo del estado S, hasta el

minimo del estado S, en cada furocumarina para analizar los perfiles de los
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diferentes estados a lo largo de ese camino, considerado apropiado para
encontrar el cruce singlete-triplete, STC, dado que los estados S, y 7, comparten
la misma estructura.

A lo largo del LIIC, el principal cambio geométrico en las estructuras
moleculares es el alargamiento del doble enlace C = O, debido al cambio de
naturaleza de 7 a no7 . Una vez el estado S ha sido poblado, el sistema puede
evolucionar facilmente hasta su minimo, y entonces puede acaecer el fendmeno
de la fluorescencia. {Es, ademas, factible la desactivacion hacia otros estados?

Empezando por la Figura 42, referente a psoraleno, 8-MOP y 5-MOP,
los perfiles obtenidos para los diferentes estados son muy similares. Como
ocurre en el psoraleno, los dos ultimos no cumplen las condiciones para un ISC
eficiente en la regién Franck-Condon. El SOC entre el S, y otros tripletes 77
(como T, o T3) son también bajos. En cambio, el SOC entre el estado S, y el
estado 7, es mas elevado (3-5 cmﬁl). El gap (S, - T,) es, sin embargo, demasiado
elevado como para pensar que pueda haber un ISC eficiente en el minimo del S,
esto es, en (Syuun. Por tanto, hay que analizar el camino LIIC. En todos los
compuestos, el inico estado que interacciona de forma intensa con el S, es el T,,.
El analisis de la accesibilidad del STC (S,/7,)x da buena cuenta de la eficiencia
relativa del proceso ISC. En las tres moléculas, el cruce STC tiene lugar entre
los puntos 2 y 3. Las barreras aproximadas que el sistema debe superar para
alcanzar el estado 7, son: 0.42 eV (Pso), 0.39 eV (8-MOP) y 0.26 eV (5-MOP).
Debido a la naturaleza de la interpolacion realizada, recordemos que dicha
barrera debe ser considerada como un limite superior al valor real (que en el
caso del psoraleno es de 0.36 eV). Dado que el 5-MOP presenta la barrera mas
baja, podemos considerarlo un candidato mas idéneo a alcanzar un rendimiento

de ISC mas eficiente.
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Figura 42. Energias CASPT2 para los estados excitados mas bajos de psoraleno, 8-MOP y 5-
MOP a lo largo del LIIC. Los singletes se representan con linea sélida, y los tripletes con

linea de trazos. Se incluye el gap y el SOC (S,-7,) en cada paso. También se sefiala con un
cuadrado la posicion del cruce (S,-7},)x.
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Es destacable que a lo largo del LIIC los tres compuestos presenten
valores de SOC (S, — T,) crecientes, alcanzando su maximo en el minimo del S,
por lo que la regién donde el ISC es significativo puede extenderse desde el
punto del STC hasta la estructura (S,)azn-

A partir de los resultados obtenidos para la kelina, TMP y 3-CPS,
mostrados en la Figura 43, podemos observar que el TMP y el 3-CPS presentan
caracteristicas similares a los sistemas previos, en particular el largo gap (S, -T,)
en el minimo del S,. Como consecuencia, el STC (S/7T,)x tiene lugar avanzando
mucho mas a lo largo del perfil LIIC, y la correspondiente barrera para alcanzar
el susodicho cruce STC a partir de (S,)uyv €s tan alta como en el psoraleno en
ambas moléculas: 0.41 eV (TMP) y 0.44 eV (3-CPS). Debido a estas barreras
energéticas relativamente elevadas, e incluso a pesar de que los SOC son
ligeramente superiores a los tres sistemas anteriores, la eficiencia del proceso
ISC sera probablemente menor que en el caso del psoraleno, 8-MOP y 5-MOP.

El caso de la kelina es excepcional: los estados S, y 7, estdn
practicamente degenerados en la regidén Franck-Condon, al igual que en (S,)iun-
El STC (S/T,)x tiene lugar inmediatamente después de dicha estructura, a lo
largo del LIIC. Dado que ambos estados estan muy proximos en una region
extensa del espacio de coordenadas, la barrera calculada de 0.11 eV no es
probablemente un valor realista para cuantificar la eficiencia del proceso ISC.
Con todo, la kelina presenta el camino de ISC hasta el estado 7, mas favorable

de todas las furocumarinas.
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Figura 43. Energias CASPT2 para los estados excitados mas bajos de kelina, TMP y 3-CPS a
lo largo del LIIC. Los singletes se representan con linea sélida, y los tripletes con linea de
trazos. Se incluye el gap y el SOC (S,-T,) en cada paso. También se sefiala con un cuadrado
la posicion del cruce (Sz-7,)x.
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Una aproximacion mas adecuada para la estimacién de constantes
cinéticas deberia incluir, sin embargo, la energia vibracional en exceso inicial
del sistema a la geometria Franck-Condon, como veremos en el caso de la
interaccion furocumarina-O,.

Una vez la energia ha sido parcialmente transferida de S, a T, el estado
T mas bajo en energia, puede llegar a poblarse por medio de procesos IC. La

figura siguiente muestra el esquema sugerido de este proceso:

Figura 44. Esquema del mecanismo de la poblacién del estado 7,en las
furocumarinas.

En el caso del psoraleno, la interseccion conica (74T,)c;, responsable del
proceso de conversion interna, estd localizada casi a la misma energia que el
minimo del 7,, y por tanto el decaimiento no radiativo correspondiente se
presupone de gran eficiencia. En el resto de moléculas, excepto en el caso de la
kelina (con una estructura diferente), el perfil energético de los tripletes 7,y T,
es similar; ergo, el resultado final, una vez poblado el estado 7, sera

practicamente el mismo que en el caso del psoraleno. En cambio, el estado 7, de
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la kelina es mucho mas bajo en energia, y por ello la interseccion conica
(T/T,)c; puede ser alcanzada sin barrera incluso a lo largo del LIIC, resaltando

de este modo la eficiencia del proceso de conversion interna.

OCH; O

CHg

OCHj

estructura general del
resto de furocumarinas

kelina

Figura 45. Diferencia entre las estructuras de la kelina y las del resto de furocumarinas
estudiadas (psoraleno: A=B=C=D=E=H; 8-MOP: B=OCHj;, A=C=D=E=H; 5-MOP:
E=0CH;, A=B=C=D=H; TMP: A=B=D=CH;, C=E=H; 3-CPS: C=CO,CH,CHj;,
A=B=D=E=H).

El mecanismo comun propuesto en la Figura 44 para todas las
furocumarinas puede variar ligeramente dependiendo de diversos factores. Si el
gap (Sr — T,) en la region Franck-Condon (AE)) es suficientemente pequefio,
como ocurre con la kelina, un proceso ISC eficiente tendra lugar cerca de esta
region, si los términos del SOC sean suficientemente grandes. En las otras
furocumarinas, se debe superar una barrera (AE;) para llegar a una region
favorable para el ISC entre los estados S,y T,. La menor barrera tiene lugar en el
5-MOP vy, por tanto, es este compuesto el que presentara un ISC mas eficiente.
En todos los casos, pero especialmente en la kelina, una vez se puebla el estado
T, la transferencia de energia al estado T, sera extremadamente favorable. De

acuerdo con este razonamiento, la kelina seria el compuesto mas eficiente para la

terapia PUVA.
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4.3. Transferencia de enerqgia

Los estado excitados mdas bajos del oxigeno molecular han sido
estudiados exhaustivamente, ya que es la molécula més abundante en la corteza
terrestre y el segundo constituyente mas abundante (alrededor de un 20%) del
aire atmosférico. Por todo ello, el oxigeno ha sido objeto de diversos estudios
experimentales [221,302,303,304] y teoéricos [305].

La configuracion electronica del oxigeno molecular es:

(o) (17 ) o7 ) (20} Bo: ) (12, ) (12, F

0,(’z;) 0,(4,) 0,('%;)
E
3o, - -
iz, | ] 1 I |
[ [ [ | v
o T H H S H
w H W
Energia 0 0.97 1.61
(eV)

Figura 46. Configuracion electronica y energia experimental de los primeros estados
electrénicos de la molécula de oxigeno.
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Los estados mas bajos del oxigeno son los que van a jugar un papel

importante en su fotoquimica. En concreto, nos interesa el primer estado
excitado singlete ('A ¢ )» dado que es el protagonista en la terapia fotodindmica
(PDT) [72,76,306,307]. Dicho estado se encuentra situado a 0.97 eV. El
siguiente estado singlete, de naturaleza IZ; ,estda 1.61 eV [302,303,304].

El denominado efecto fotodindmico se refiere al dafio o destruccion de
tejido vivo por accion de la luz visible, en presencia de un fotosensibilizador y
de oxigeno molecular [72,77]. El fotosensibilizador debe absorber la luz y
excitar el oxigeno molecular presente en el medio celular.

Este efecto fue descubierto a finales del siglo XIX en la Ludwig-
Maximillian University, donde Oscar Raab trabajaba en el laboratorio de
farmacologia del profesor H. von Tappeiner examinando el efecto de diversos
colorantes sobre paramecios. Observo que empleando concentraciones bajas de
acridina como fotosensibilizador, los paramecios morian en presencia de luz
solar, pero en la oscuridad sobrevivian [72,308]. Este resultado fue publicado en
1900, y en 1903 von Tappeiner y Jesionek propusieron varias aplicaciones
dermatologicas de diversos fotosensibilizadores (por ejemplo, la eosina, que fue
el primer compuesto empleado para tratar tumores). En 1904, von Tappeiner y
Jodlbauer acufniaron el término photodynamische wirkung (accién fotodinamica).
En 1909, empleando como modelo la fotohemolisis de eritrocitos, Hasselbach
demostrd que el fotosensibilizador incrementaba la velocidad de la fotorreaccion
Unicamente en presencia de oxigeno. Durante el siglo XX se fueron proponiendo
y sintetizando diversos fotosensibilizadores. En 1976, Weishaupt et al. [309]
postularon que el oxigeno singlete era el agente citotdxico responsable de la
fotoinactivacion de células tumorales. Los agentes fotodinamicos han de cumplir
una serie de requisitos [72]: debe estar presente un cromoforo que absorba en la
region del visible, ultravioleta o infrarrojo cercano; si estd implicada la

formacion de oxigeno singlete, el estado excitado triplete del fotosensibilizador
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debe poblarse de forma eficiente mediante un mecanismo de ISC; el estado
excitado triplete debe poseer una energia Er mayor que 0.97 eV (energia del
oxigeno singlete); y debe producirse de forma eficiente una transferencia de
energia fotosensibilizador — O,.

Los avances en PDT dependen de nuestro conocimiento de los
fendmenos fisicos, quimicos y biologicos derivados de las interacciones entre la
luz, los tejidos y el fotosensibilizador [310,311]. A diferencia de la radioterapia
[61], el principal objetivo no es la modificacion del ADN (tipicamente los
fotosensibilizadores se localizan en/sobre las membranas celulares) [312].

Desde el punto de vista fotoquimico, lo que ocurre es que el oxigeno
molecular actia como desactivador de la furocumarina. El mecanismo del
quenching es complejo, ya que se trata de una reaccion entre dos moléculas en
las que una o ambas se encuentran en estado excitado. Para que los productos C
y D estén en la misma hipersuperficie de energia potencial que los reactantes 4 y
B, el espin total se ha de conservar durante la reaccion [239]. Los espines de los
reactantes se suman de acuerdo con las reglas del calculo vectorial, de tal modo
que el espin total del estado de transicion puede tener los valores siguientes: (S,
+83), (S4+Sz—1),..., | S4— Sz |. Lo mismo sucede con los productos: (S¢ + Sp),
(Sc+Sp—1),..., | Sc = Sp |. Una reaccion puede tener lugar, de acuerdo con la
regla de conservacion del espin de Wigner-Witmer, si y so6lo si los reactantes
pueden formar un estado de transicion con un espin total que pueda ser obtenido
igualmente combinando los espines de los productos. De este modo, se pueden

producir los siguientes procesos:

v' Transferencia de energia singlete-singlete: 'D" +'4—'D+'4"
v Transferencia de energia singlete-triplete: D" +'4—'D+°4"
v' Transferencia de energia triplete-triplete: A" +°4" —'4+"°4"
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Entre los posibles agentes fotodinamicos, se ha demostrado que ciertas
furocumarinas son capaces de interaccionar con el oxigeno molecular del medio
celular para producir oxigeno en estado excitado singlete (vide Figura 7)
[75,79,132,154,156,165,313,314]. Es mads, se sabe que el oxigeno molecular
amortigua (quenching) la reaccion fotoquimica entre los psoralenos y la timina
[164].

OCHg

Psoraleno 8-MOP

HaC

5-MOP TMP

OCHjg

Kelina 3-CPS

Figura 47. Furocumarinas estudiadas destacando el doble enlace reactivo en estado triplete.

Seglin la literatura, los productores de oxigeno singlete (y de otros

radicales reactivos del oxigeno como O;” y HO;) mas eficientes son el
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psoraleno y, sobre todo, el 3-CPS [154]. No obstante, la situacion es menos clara
con respecto a los otros miembros de la familia [75,79,315,316,317,318].

Algunos autores sefialan que el 8-MOP es un buen sensibilizador fotodinamico
en disolucién acuosa [79,165]. Dado que el 'O, y el O;  generados por las

furocumarinas pueden inducir la fotooxidacion de lipidos, es concebible que
estas especies reactivas del oxigeno dafien la membrana celular, ejerciendo de
esta forma la accion fotodindmica. Existe ademas un paralelismo entre la
produccion de oxigeno singlete (por una furocumarina) y la aparicion tanto de
eritema como de pigmentacion en la piel humana. Por otro lado, existen
evidencias que apuntan a que la unién del 8-MOP a regiones poli-(dA-dT)
dicatenarias inhibe su habilidad para fotosensibilizar por medio de la generacion
de oxigeno singlete [165], lo que podria apuntar a que ambos mecanismos no
son sinérgicos. Sin embargo, en ciertas experiencias se han encontrado valores
de producciéon de oxigeno singlete mas elevados para algunas furocumarinas
(psoraleno, 8-MOP y 5-MOP) unidas al ADN (o formando un complejo) que
para esos mismos compuestos en estado libre [319,320,321].

La interaccion entre el oxigeno y las furocumarinas se cree que tiene
lugar a través de un proceso relacionado con los anteriormente descritos,
denominado transferencia de energia resonante (RET, resonance energy
transfer), entre el estado excitado triplete mas bajo de la furocumarina y el
estado fundamental (triplete) del oxigeno molecular. Como resultado, se produce
oxigeno singlete y la furocumarina se relaja a su estado fundamental singlete. El
proceso se da en virtud de un acoplamiento electronico entre las dos moléculas
dentro de un complejo de colision [322,323,324,325,326,327,328,329,330]

Un modelo para este tipo de interaccion fue introducido por Forster
[331] y esta basado en la transferencia de energia electronica entre un dador y un
aceptor a una distancia de unos 20-30 A o incluso mas [239,332,333,334,335].
Este proceso, denominado transferencia de energia dipolo-dipolo o

transferencia de energia culombica, tiene lugar siempre que el espectro de
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emision de un fluoréforo (el dador, D) solapa con el espectro de absorcion de
otra molécula (el aceptor, 4, o amortiguador). No hay un fotén intermediario en
el proceso RET (es una transferencia no radiativa). El dador y el aceptor estdn
acoplados por una interaccién dipolo-dipolo: el campo eléctrico alrededor de D
se comporta como un campo generado por un dipolo oscilante clasico que
provoca la excitacion de A.

Por el contrario, cuando la separacion entre dador y aceptor es de 5-10 A
hemos de recurrir al mecanismo de Dexter [336], basado en el intercambio
electronico: asumimos débiles interacciones y solapamiento entre las funciones
de onda de D" y 4, una situacién que permite aplicar la Regla de Oro de Fermi
para transiciones acopladas. Estos procesos han sido estudiados en profundidad
tedricamente [337,338,339,340,341,342].

En resumen, Forster desarrolld una teoria para la transferencia de
energia singlete-singlete, mientras que Dexter hizo lo propio para el caso

triplete-triplete. Los puntos clave de la teoria de Forster-Dexter son [337]:

v Mientras que para la transferencia de energia singlete-singlete no se
anulan ni la interaccidén culombiana (inducida por dipolo) ni la interaccion
de intercambio, para la transferencia de energia triplete-triplete solo existe

la interaccion de intercambio.

v" La velocidad de la transferencia inducida por dipolo decrece en funcion de
R™°, mientras que la velocidad de la transferencia inducida por

—2R/L : .,
2RD) siendo R la separaciéon dador-

intercambio decrece en funcion de e
aceptor y L un radio de Bohr efectivo promedio para los estados excitado

y no excitado del dador y del aceptor, respectivamente.

v La velocidad de la transferencia inducida por dipolo depende de las

fuerzas de oscilador de las transiciones radiativas D" — Dy A — A, pero
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la velocidad de la transferencia inducida por intercambio no depende de

estas magnitudes.

La interaccion entre el oxigeno y una molécula M debe tener lugar
mediante las relaciones que se establecen entre la hipersuperficie de un estado
del oxigeno y la hipersuperficie de un estado de dicha molécula. Es necesario
estudiar la estructura electrénica del fotosistema [M-O,] para entender esta
interaccion [343]. La orientacion relativa entre la molécula y el oxigeno no es un
problema trivial aunque, en muchos casos, es irrelevante, dado que los
potenciales de interaccion [M-O,] suelen ser débiles, y las hipersuperficies de
potencial estan caracterizadas por multiples minimos poco profundos, por lo que
es necesario considerar varias orientaciones entre la molécula y el oxigeno. En

sistemas fotoquimicos y fotobioldgicos, el oxigeno singlete es generado de

: . T .y 3w —
forma eficiente a través de un proceso de sensibilizacion, en el cual el O, (", )

forma un complejo de colision con un estado excitado de la molécula M (la cual
habria sido previamente irradiada con luz de la adecuada frecuencia). La
transferencia de energia dentro del complejo da lugar a la formacion de oxigeno
singlete.

En la terapia fotodinamica, el mecanismo es una transferencia de energia
intermolecular triplete-triplete (TET, intermolecular Triplet-triplet Energy
Transfer). Este tipo de reacciones son muy comunes para poblar eficientemente
los estados triplete de muchas moléculas organicas [239,344,345].

La transferencia de energia TET es un proceso de intercambio de energia
y espin entre un par de moléculas. Asi, podemos ver este proceso como dos
transferencias electronicas simultaneas con diferente espin (a—a, f—/f) que

tiene lugar a distancias dador-aceptor de menos de 10 A.
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Figura 48. La transferencia de energia T-T es el resultado de dos transferencias electronicas
simultineas entre el dador (D) y el aceptor (A).

En el proceso TET el mecanismo de Forster no contribuird porque a
distancias cortas la aproximacién culémbica no se cumple y, ademas, las
transiciones estaran prohibidas por dipolo eléctrico [346]. El acoplamiento
electronico no es el unico factor clave del proceso, sino también la condicién de
resonancia; esto es, la energia disponible en el dador ha de ser igual o superior
que la requerida para poblar el estado excitado del aceptor. Si es éste el caso, el
proceso esta controlado por difusion y es exotérmico. En caso contrario, si la
energia del aceptor es menor que la del dador, el proceso es endotérmico y
termodinamicamente desfavorable. Esto implica que hay una barrera energética
cuya altura dependera de la naturaleza del aceptor, sea clasico (para sistemas
rigidos) o no clasico (sistemas flexibles que pueden encontrarse en
conformaciones muy favorables para un TET no vertical muy eficiente), con un
correspondiente mayor o menor decaimiento en la velocidad del proceso,

respectivamente [347,348].
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En nuestro caso, el proceso TET que tiene lugar entre el psoraleno y el

oxigeno molecular es:
*Pso’ (1, 1420, —' Pso(S, 05 (1A, )

donde el psoraleno en estado triplete es el dador, y el oxigeno es el aceptor. Ya
hemos comentado que el estado singlete del oxigeno se encuentra a 0.97 eV
[302,303,304]. A tenor de los resultados previos sobre las furocumarinas

aisladas, éstas presentan un estado excitado 7; como minimo 1.4 eV por encima
del estado 'A ¢ del oxigeno, lo cual hace que el proceso TET sea exotérmico y

controlado por difusion, comportandose el oxigeno molecular como un aceptor

clasico, rigido.

oo
Psoraleno (S,) 71';[,4* 4* 0, (°%47)

Figura 49. Esquema del proceso TET que tiene lugar entre el psoraleno y el oxigeno.
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Tabla XVI. Energias de los estados excitados implicados en el proceso TET, con respecto al
estado fundamental de la furocumarina a la geometria Franck-Condon.

Molécula Geometria Estado E (eV)
Ty (estado .
Si (A 1.09 (exp. 0.97)
fundamental)
0,
K S ('L, 176 (exp. 1.61)
.76 (exp. 1.
fundamental) 2T P
T, S| 3.56
Psoraleno

T, T, 2.29
T, S 3.45

8-MOP
T, T, 2.33
T, M 3.56

5-MOP
T T, 2.28
T, S 3.15

TMP
T, T, 2.24
. T, S 3.39

Kelina
T, T, 2.42
T, Si 3.11

3-CPS
T, T, 2.14

Dado que nuestro objetivo es analizar los diferentes factores que
influyen en el TET entre las furocumarinas y el oxigeno, con el fin de evaluar la
generacion de oxigeno singlete, hemos de tener en cuenta dos aspectos basicos.
En primer lugar, las velocidades de la transferencia de energia dador-aceptor
seran estimadas a partir de las magnitudes de los correspondientes
acoplamientos electronicos, calculando las curvas de energia potencial del
sistema [furocumarina-O,] con respecto a la distancia entre los dos fragmentos.
En segundo lugar, y dado que la eficiencia de la reaccion también depende de la
capacidad del fotosensibilizador para poblar eficientemente su estado excitado

triplete mas bajo, la velocidad de poblacion del triplete sera estimada a partir del
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SOC del correspondiente cruce entre sistemas que tiene lugar en cada
furocumarina.

En el régimen de acoplamiento débil, en el cual la interaccion
electronica es menor que la energia de reorganizacion vibracional, la velocidad
del proceso TET, krer, entre el dador y el aceptor, puede ser caracterizada

empleando la Regla de Oro de Fermi (vide Ecuacion 17):

krer :lzzhﬂ.@”i H‘ l/’_/>‘2p5 -2 (H') p,

TET h

Ecuacion 20

donde el elemento matricial del Hamiltoniano, H’, es la parte electronica de la
transferencia de energia (i.e., el acoplamiento electronico) y p,. es la densidad

de estados vibracionales en los estados inicial y final y su solapamiento

espectral. Para obtener el valor de los tiempos de vida del proceso, consideramos
unos valores de p, =200eV™" y (27/1)=9.55%x10" eV's™. El valor de Pr

fue estimado a partir de estudios llevados a cabo para la molécula de psoraleno,
en los cuales se calculaban explicitamente factores vibronicos [268].

El célculo de H’ es la parte crucial en la determinacion de la velocidad
del proceso TET. La extension del acoplamiento controla el proceso de
transferencia energética, especificamente el paso de un estado a otro, y se puede
tomar como una medida de la eficiencia del proceso. Se han desarrollado
diferentes procedimientos [338,339,340] basados en calculos diabaticos de
dimeros localizados, densidades de transicion para el mondémero o momentos
dipolares de transicion, y también se han empleado procedimientos basados en
calculos considerando el sistema como una supermolécula, tanto en el caso
singlete-singlete [349] como triplete-triplete [346]. De entre todos los
procedimientos, el método mas preciso es el basado en la diferencia de energia

en el dimero, considerado como una supermolécula, en el cual el valor del
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acoplamiento se obtiene como la mitad de la separacidon energética (gap) entre
los estados involucrados en la interaccion [346,349]. La precision se fundamenta
en la calidad del método quimico-cuantico utilizado para llevar a cabo los
calculos de la estructura electronica, cosa la cual estd garantizada en el presente
estudio por el uso del método CASPT?2.

Sin embargo, el proceso de generacion de oxigeno singlete no depende
exclusivamente de la eficiencia del TET desde el estado triplete de la
furocumarina, sino que también depende de la eficiencia en la poblacién de
dicho estado triplete. Como ya se ha visto en anteriores secciones de esta Tesis,
el paso crucial para poblar la ruta triplete en fase gas es el ISC entre los estados
SA7n*) y T (nx), los dos estados excitados singlete 7zz* y triplete nz mas
bajos. El estado T,(n7) evoluciona después hacia el triplete mas bajo, T« 77*), a
través de un proceso de conversion interna que es esencialmente ultrarrapido y
sin barrera. Asi, la estimacion de la constante cinética del proceso ISC, ks,

puede ser obtenida como:

2
kisc Z%‘HSO‘ZpE

Ecuacion 21

donde Hyo es el término de acoplamiento espin-Orbita para la transicion no
radiativa S{77%) — T,(n7). Ademas de este parametro, la posible presencia de
barreras energéticas en las hipersuperficies puede afectar significativamente al
valor de k¢, que puede ser corregido empleando el término exponencial de
Arrhenius dentro del marco de la teoria del estado de transicion
[350,351,352,353,354]. Podemos evaluar cualitativamente estos efectos

utilizando la siguiente expresion:
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v —AE/RT
kISC = kISC

Ecuacion 22

donde k;5¢c es obtenida mediante la Ecuacion 21, AF es la energia de la barrera
desde el estado inicial singlete al estado triplete, R es la constante de gases
ideales y 7, la temperatura (298 K). En este contexto, AF es, aproximadamente,
la diferencia de energia entre el estado S/ 7z7*), poblado a la geometria Franck-
Condon, y el triplete T,,(n7) en el punto de cruce (S,/T,)y, considerando que la
energia obtenida inicialmente para poblar S, estard disponible, como minimo,
para superar la barrera y poblar 7,. En caso de que haya energia en exceso o,
dicho de otro modo, barreras negativas, consideraremos que tal diferencia de
energia es cero.

A tenor de los resultados anteriormente descritos, todas las

furocumarinas presentan un estado triplete mucho mas alto en energia que el
estado 'A ¢ del oxigeno (vide Tabla XVI) por lo que el proceso es claramente

exotérmico y, por ende, termodindmicamente favorable y controlado por
difusion.

Para construir la supermolécula [furocumarina-O,] se dispuso el oxigeno
en una disposicion FF (face-to-face, cara a cara, considerada como la mas
favorable atendiendo a estudios previos sobre los sistemas etileno-etileno,
etileno-O, y etileno- i6n metaniminio [259]) con respecto al doble enlace
reactivo de cada furocumarina, donde se localiza la densidad de espin del
triplete. Cada atomo de oxigeno se situd equidistante de su correspondiente

atomo de carbono vecino.
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AT

Figura 50. Disposicion FF de la supermolécula [psoraleno-O,].

El acoplamiento triplete-triplete que da pie al proceso TET fue
calculado, a diferentes distancias psoraleno-oxigeno, como la diferencia de
energia entre los dos estados protagonistas del proceso en cada punto con
respecto al infinito, donde se supone un acoplamiento nulo. Considerando la
supermolécula (psoraleno+0;) como un todo, hemos tomado la diferencia de
energia entre el estado fundamental y los estados 1 'A (lAg del 0))y 4'A
(estado T; del psoraleno). Estas asignaciones se hicieron analizando Ia
configuracion de las funciones de onda CASSCF de los estados electronicos.

Dentro de la innovadora estrategia que se va a seguir para evaluar la
eficiencia del proceso TET, el acoplamiento electronico H” se obtiene como la
mitad de la diferencia |€. — &| (vide Figura 51), donde €.y & son las diferencias
de energia entre los estados 4 'A y 1 'A a distancia infinita (10 A) y a cada una
de las distancias consideradas (5, 3.5, 3, 2.75, 2.5 y 2.25 A). El acoplamiento
representa la perturbacion introducida en cada estado por la interaccion dentro
del dimero. Es importante destacar lo ventajosa que es dicha definicion, puesto

que los resultados son independientes del niumero de estados considerados.
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Psoraleno-0,

-796.80
-796.82 ,
\ﬂ——f’_ﬂ_’_"k 4
-796.84
-796.86 .
2°A4
5 -796.88 | 474
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2'4
796.92 1 . e . 4 4
-796.94 -
-796.96 - * A
-796.98 ‘ ‘ ‘ ‘ : : :
2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

R/A

Figura 51. Curvas de energia potencial de los estados excitados mas bajos de la
supermolécula [Psoraleno-O,] en funcién de la distancia entre ambos fragmentos (R). El
acoplamiento H ' se obtiene como la mitad de la diferencia de energia |€., — &] entre el estado
inicial 4 'A (T} del psoraleno y 32;,_ del oxigeno) y el estado final 1 '4 (S, del psoraleno y lAg
del oxigeno) de la supermolécula a distancia infinita (&, situacion de acoplamiento nulo) y la
correspondiente a cada distancia (&).

Los resultados obtenidos muestran que las diferencias entre las
diferentes furocumarinas, respecto a su interacciéon con el oxigeno molecular,
son poco significativas. A distancias mayores de 3 A, la extension del
acoplamiento es pequefia y muy similar en todos los casos, conduciendo a
tiempos de vida del orden de los picosegundos. La inclusién de mas
contribuciones vibracionales en el calculo de las constantes cinéticas
incrementaria su valor absoluto. A distancias cortas, destacan la kelina y el TMP
como los compuestos que presentan un mayor acoplamiento, sobre todo respecto

al 3-CPS, que da los resultados mas bajos.
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Tabla XVII. Acoplamientos (H°), constantes cinéticas (krz7) y tiempos de vida (7rz7) del proceso TET entre cada furocumarina y el O,.

R/A| H'/ev krgr/ s Trpr/ S H/eV  kyp/s” Trpr/ H/eV  bkyp/s” Trpr/ S
Psoraleno 8-MoP 5-MoP
10.00 | 0.0000 - - 0.0000 — — 0.0000 — -
5.00 | 0.0012 1.43x10° 6.98x107!° 0.0028 7.35x10° 1.36x1071° 0.0020 3.71x10° 2.69x1071°
3.50 | 0.0038 1.41x10"  7.10x10™" 0.0033  1.07x10"°  9.39x10™" 0.0044  1.82x10'" 5.50x10™"!
3.00 | 0.0357 1.21x10%  8.23x107" 0.0370 1.31x10"%  7.65x107" 0.0388 1.44x10" 6.97x107"
275 | 0.0870 7.23x10"2  1.38x10™" 0.0909  7.88x10'2  1.27x10" 0.0921  8.11x10" 1.23x107"
250 | 0.1966 3.69x10%  2.71x10™M 0.2067  4.08x10"  2.45x107* 0.2025  3.92x10" 2.55%10
225 | 0.3833 1.40x10"  7.13x10™" 0.4101 1.61x10"  6.23x107" 0.3707  1.31x10" 7.62x107°
Kelina TMP 3-cPs
10.00 | 0.0000 - - 0.0000 - - 0.0000 - -
5.00 | 0.0015 2.29x10°  4.37x107"° 0.0028 7.56x10° 1.32x1071° 0.0020 3.70x10° 2.70x107"°
3.50 | 0.0051 2.49x10'°  4.01x10™ 0.0023 5.14x10° 1.94x1071° 0.0031 9.21x10° 1.09x1071°
3.00 | 0.0387 1.43x10"  6.98x10™" 0.0379  1.37x10?  7.29x10" 0.0330  1.04x10" 9.61x10™"
2.75 0.0948 8.59x10"  1.16x10" 0.0996  9.47x10"*  1.06x107"? 0.0805  6.19x10" 1.61x10™"
250 | 0.2283  4.98x107  2.01x10M™ 02417  5.58x10"  1.79x10™ 0.1816  3.15x10" 3.18x10™
2.25 0.5197 2.58x10'"  3.88x10°"° 0.5257  2.64x10"™  3.79x107"° 0.3406 1.11x10" 9.02x107"
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Figura 52. Evolucion de los estados excitados mas bajos de la supermolécula [SMOP-O,] con
la distancia entre los fragmentos.

5MOP-0,
-911.00
-911.02
-911.04 1 \\‘ﬂ——h—/_/_’_' & 334
-911.06 - 23A
5 -911.08 | 4'4
o ® 1
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~ 2'A
-911.12 —© 1'4
911.14 1
\‘\‘_’/— * 13A
-911.16 - -
-911.18 ; ; ; ; ‘ ‘ ;
2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
R/A

Figura 53. Evolucion de los estados excitados mas bajos de la supermolécula [SMOP-O,] con
la distancia entre los fragmentos.
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Figura 54. Evolucion de los estados excitados mas bajos de la supermolécula [Kelina-O,] con
la distancia entre los fragmentos.
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Figura 55. Evolucion de los estados excitados mas bajos de la supermolécula [TMP-O,] con
la distancia entre los fragmentos.
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Figura 56. Evolucion de los estados excitados mas bajos de la supermolécula [3CPS-O,] con
la distancia entre los fragmentos.

Este procedimiento puede considerse valido en un régimen de
acoplamiento débil, ya que los estados interaccionantes permanecen cuasi-
diabaticos, esto es, con funciones de onda claramente localizadas en cada uno de
los monomeros. Asi, esta aproximacion se relaciona con las teorias sobre la
transferencia electronica en marcos diabaticos [355,356,357]. Por debajo de 2.5
A, en el rango de formacion de un complejo de colision, es improbable que los
resultados obtenidos sean precisos. Los estados se encuentraran fuertemente
perturbados y lejos del marco cuasi-diabatico, mostrando una fuerte
deslocalizacion y mezcla configuracional en la funcion de onda CASSCEF, y la

aproximaciéon de Condon ya no es valida.
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Figura 57. Comparacién entre los acoplamientos electronicos (H’) que dan lugar al proceso
TET entre una furocumarina y el oxigeno molecular a cada distancia entre los fragmentos R.

En la Figura 57 se presenta una comparacion grafica para los valores de
los acoplamientos en funcion de la furocumarina estudiada y de la distancia. Si
bien se aprecian diferencias muy pequefias, es posible ordenar estos compuestos
en funcion de la eficiencia del proceso TET, de la siguiente forma: 3-CPS <
psoraleno < 8-MOP < 5-MOP < kelina < TMP. Ahora bien, las diferencias no
son suficientemente significativas como para distinguir claramente entre estas
moléculas. Es mas, esta tendencia no concuerda con las obtenidas
experimentalmente, muchas de ellas medidas, en cualquier caso, en fases
condensadas. Como ya se ha sefialado, salvo ciertos resultados contradictorios,
el 3-CPS y el psoraleno son los mejores generadores de oxigeno singlete
[75,79,156,165,315,316], justo al contrario de lo obtenido aqui. Incluso si se
incluyeran los efectos del solvente, no se espera una variacion importante en el

orden obtenido.
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Por tanto, podemos concluir que el factor del acoplamiento electrénico
no es, en este caso, el elemento crucial para diferenciar la capacidad
fotosensibilizadora (por generaciéon de oxigeno singlete) de las diferentes
furocumarinas. Este mismo resultado se ha obtenido en recientes estudios en los
que se usaba un mismo aceptor para una serie de dadores de estructura muy
parecida. El wvalor del acoplamiento electronico no se desviaba
significativamente de un valor caracteristico promedio de toda la serie [348], y
solo se espera que cambie de una serie de dadores a otra con diferente estructura
tipo. Si el acoplamiento electronico no es el efecto que controla la diferente
eficiencia del proceso TET en moléculas con estructuras similares, tal como las
furocumarinas, debemos desviar nuestra atencion a otros aspectos del proceso,
como la eficiencia de cada molécula como fotosensibilizador (esto es, la
poblacion eficiente del estado excitado triplete mas bajo), que estd también
relacionada con su capacidad global como compuesto fototerapéutico, tal y
como se ha destacado anteriormente al estudiar la interaccion furocumarina-
timina.

La Ecuacion 21 fue empleada inicialmente para calcular las constantes
cinéticas del proceso ISC S/ zz*) — T, (n7*) que desemboca en la poblacion de
la ruta triplete en cada furocumarina. Los factores de acoplamiento espin-orbita
(Hso) entre estos dos estados en la region de cruce y las constantes cinéticas de
ISC (ksc) vienen dadas en la Tabla XVIII.

Al obtener las constantes cinéticas empleando la Ecuacion 21 hemos
considerando so6lo los factores de acoplamiento espin-Orbita para ponderar la
eficiencia del proceso. Obviamente, TMP, psoraleno y 3-CPS presentan las
constantes cinéticas mas grandes, al ser el acoplamiento mas importante en estas
moléculas. Sin embargo, para analizar mas adecuadamente las constantes
cinéticas, debemos considerar también las barreras energéticas asociadas al

proceso, cosa la cual se introduce con la Ecuacion 22.
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Tabla XVIII. Constantes cinéticas (k) y tiempos de decaimiento (7) del proceso de cruce entre
sistemas (ISC) entre los estados S, y 7,

Furocumarina AE/eV® | Hgo/em™' b | kige/s™'¢ wse/ s Tisc/ns ¢
Psoraleno 0.03 9.2 3.58x10° | 1.11x10° 0.90
8-MOP -0.01 4.9 1.02x10° 1.02x10° 0.98
5-MOP -0.10 3.5 5.18x10% | 5.18x10° 1.93
Kelina -0.19 2.9 3.56x10% | 3.56x10° 2.81
™pP 0.09 322 439x10" | 1.32x10° 0.76
3-CPS —-0.24 9.2 3.58x10° | 3.58x10° 0.28

 Barrera de energia desde el S (en la region Franck-Condon) al T, (en la region de cruce

Sﬂ"Tn)

® Términos de acoplamiento espin-orbita en la region de cruce ST,

¢ Constantes cinéticas ISC obtenidas usando la Ecuacion 21.
4 Constantes cinéticas ISC obtenidas usando la Ecuacién 22. Las barreras negativas se

consideran nulas.

¢ Tiempos de decaimiento ISC. Inversas de las constantes cinéticas obtenidas con la

Ecuacion 22.

A diferencia de lo que discutimos en la Seccion 4.2 de esta Tesis, al

considerar como barrera la diferencia de energia entre el minimo del estado S, y

el punto de cruce (S,/T,)x (vide Figura 44), la presente aproximacion tiene en

cuenta el exceso de energia disponible en el sistema desde el estado poblado

inicialmente S, (a la geometria Franck-Condon) hasta el punto de cruce. Tal

aproximacion es mas adecuada si nuestro objetivo es discutir valores de

constantes cinéticas.
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Figura 58. Mecanismo general de poblacion de la ruta triplete de las furocumarinas. Se ha
sefialado con linea discontinua la consideracion de la nueva barrera energética, desde el
estado S, (vertical) al cruce S,-7,.

La mayor parte de las furocumarinas estudiadas poseen su estado
inicialmente poblado, S, por encima de la energia del punto de cruce, lo cual
conduce a barreras negativas. En tales casos, dado que el sistema posee energia
suficiente para alcanzar la region ISC y se trata de un proceso exotérmico, la
barrera energética en la Ecuacion 22 se considera nula.

Una vez considerados todos los factores, las constantes cinéticas ISC y
los tiempos de vida (en el rango de los nanosegundos) permiten establecer un
orden aproximado de eficiencia entre los diferentes compuestos: Kelina < 5-
MOP < 8-MOP < Psoraleno < TMP < 3-CPS. Este orden difiere del propuesto
en la Seccion 4.2 al considerar la definicion de la barrera de modo diferente.
Este orden concuerda en gran medida con el orden obtenido experimentalmente,
tal y como se puede observar en la Tabla XIX. Esta concordancia refuerza la
aproximacion de emplear tanto los términos de acoplamiento espin-orbita como

las barreras energéticas.
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Tabla XIX. Comparacion entre el orden de las furocumarinas respecto a su eficiencia
fotodinamica (generacion de oxigeno singlete) obtenido en este estudio y los datos
bibliograficos experimentales.

Eficiencia del proceso Ref.

Teoria®

Kelina < 5-MOP < 8-MOP < Psoraleno < TMP < 3-CPS

Experimento
Kelina <8-MOP< Psoraleno <5-MOP 318
TMP=5-MOP~8-MOP<< Psoraleno <3-CPS 316
5-MOP<8-MOP< Psoraleno <TMP 75
8-MOP<5-MOP<TMP< Kelina <3-CPS 320
5-MOP<8-MOP< Psoraleno <3-CPS 321
5-MOP<TMP<8-MOP< Psoraleno 315

Los resultados tedricos estan basados en la eficiencia estimada del proceso ISC S, (z7%) — T,
(nz*), que es la etapa crucial en la poblacion del estado triplete mas bajo de la furocumarina, 7,
(77*), fendmeno que inicia el proceso TET.

Por tanto, podemos concluir que es la poblacion del estado excitado
triplete mas bajo, protagonista de la accion fototerapéutica, la clave de la
efectividad fotosensibilizadora de las furocumarinas (teniendo en cuenta sus
semejanzas estructurales), tanto en lo referente a la reaccion con la timina del
ADN, como en lo referente a la interaccion con el oxigeno molecular. En ese
sentido, el 3-CPS es el fotosensibilizador mas eficiente. A continuacion, en
orden de eficiencia de mayor a menor, encontramos el TMP, el psoraleno, el 5-
MOP, el 8-MOP y la kelina. Hemos de entender esta ordenacion como eficiencia
en cuanto a poblar el estado triplete mas bajo (en fase gas). Por supuesto, hay
otras propiedades que hay que tener en cuenta a la hora de administrar estos
farmacos a un paciente (como, por ejemplo, su farmacodindmica y

farmacocinética).
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4.4. Estudio de los dimeros de timina

El estudio de la interaccion de la radiacion con el ADN ha despertado un
gran interés en las ultimas décadas, tal y como hemos comentado en el apartado
C del Exordio. Ello ha motivado un buen nimero de estudios, experimentales y
teoricos, sobre los mecanismos de desexcitacion ultrarrapida de las bases del
ADN (vide Seccion 4.1.3).

En procesos de desactivacion bimoleculares se puede formar un
excimero [239], que se representa por (MM’). Se observa que al aumentar la
concentracion de la especie M decrece el rendimiento cuadntico de fluorescencia.
Esto implica que es la propia molécula la que se “autoamortigua” (self-
quenching) a si misma. El excimero esta constituido por dos moléculas idénticas,
pero una de ellas se encuentra en su estado fundamental y la otra en estado

excitado.

(A-BY

}—_ (AB/=A+B /

L/AB \
” A-B=A+B
\

(a) (b)

Figura 59. (a) La molécula no excitada se encuentra en un estado enlazado, mientras que si
se excita pasa a un estado disociativo, por lo que la molécula disociara en estado excitado. (b)
Un excimero es una combinacién de atomos que existe solamente en estado excitado y que se

disocia tan pronto como elimina su energia de excitacién.
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Se sabe que la formacion de los dimeros de timina por irradiacion con
luz UV [134, 279] es una de las lesiones mas frecuentes del ADN. El dimero no
puede acomodarse en una doble hélice y, por tanto, la replicacion y la expresion
génica se bloquean hasta que desaparece la lesion por la accion de la ADN
fotoliasa. El tipo de radiaciéon UV mas agresivo para el ADN es la de 260 nm, ya
que es absorbida con suma facilidad, y al estar presente en la luz solar es la
principal responsable del cancer de piel si la lesidén no es reparada [53].

La formacién y las propiedades fisicas y quimicas de estos dimeros han

despertado un gran interés en los ultimos afios [135,284,259,358,359,360,361].

Figura 60. La fotocicloadicién entre dos timinas contiguas, dando lugar a estructuras tipo
ciclobutano, es una lesién frecuente en el ADN. En la imagen ampliada se observa
claramente el dimero, constituido por el puente de ciclobutano que une ambas moléculas de
timina. Sistema visualizado con el programa Jmol a partir de una estructura obtenida por
RMN [362] almacenada en el Protein Data Bank.

En contraste con los emplazamientos timina-timina (TT), que no son
realmente centros mutagénicos en si mismos, las secuencias citosina-citosina
(CC) son fuentes de mutacion CC a TT, aunque los fotoproductos resultantes

(C<>C) se producen con rendimientos bajos [136]. La espectroscopia de
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femtosegundo ha permitido comprobar que la dimerizacion de la timina es una
fotorreaccion ultrarrapida en la cual los dimeros T<>T se forman en ~ 1 ps tras
iluminacion UV, apuntando a una reaccion en estado excitado que debe
transcurrir aproximadamente sin barrera para bases que estén adecuadamente
orientadas en el momento de la absorcion de luz. [299]. Desde un punto de vista
tedrico, se han analizado aspectos relevantes de la fotocicloadicién [2+2] para
formar el correspondiente ciclobutano (que constituye el dimero de pirimidinas)
en los casos de la timina [262,363] y de la citosina [297]. Esta fotorreaccion no
adiabatica concertada es una fotocicloadicion [2+2] que se produce a través de
una interseccion conica (CI) entre el primer estado excitado singlete y el estado
fundamental, (S,/Sy)c;, que esta relacionada con el esperado canal o funnel para
el decaimiento no radiativo ultrarrapido que conduce a la formacion de T<>T y
C<>C.

Sin embargo, hay una pregunta que no ha sido contestada hasta la fecha:
Jpor qué la formacion fotoinducida de T<>T es globalmente mads eficiente que
la de C<>C? Dado que la eficiencia de la fotodimerizacién depende
marcadamente de varios factores (las condiciones experimentales, la secuencia
de nucleotidos y el tipo de conformacion del ADN, A o B), la respuesta no es
trivial. Por tanto, vamos a analizar el diferente comportamiento fotoquimico de
los sitios TT y CC en funcién de su estructura electronica. Se puede anticipar
que la relativa estabilidad de los excimeros formados con respecto al
emplazamiento de la conica (S)/So)cr es el punto clave, a nivel molecular, para
entender la distinta eficiencia de formacion de los dimeros T<>T y C<>C.

La Figura 61 reune los principales hallazgos para TT y, para comparar,
también se han incluido los resultados correspondientes a CC [297], obtenidos
anteriormente al mismo nivel de calculo.

Los resultados obtenidos han sido corregidos con el método
counterpoise, a fin de evitar el BSSE. Esta correccion es esencial en la discusion

de energias de enlace. De ahi que los denominemos CASPT2 (12,12)+BSSE.
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Figura 61. Energias relativas (en eV) calculadas a nivel CASTP2(12,12) + BSSE, con respecto a las dos moléculas de timina no interaccionantes
en estado fundamental, para el estado excitado mas bajo (S;) en el estado fundamental de la disposicién B-ADN, '(TT)g, a la geometria relajada
del excimero deslocalizado, I(TT)m, y a la estructura del dimero T<>T en estado fundamental (izquierda). También se incluyen la interseccion
conica (S1/So)cp, el estado fundamental del dimero, y la transicion mas baja del monémero. Los principales parametros geométricos
intermoleculares (distancias C-C en A) aparecen en cursiva. A la derecha aparece el correspondiente esquema para la citosina. La coordenada
Q. estd relacionada principalmente con la distancia intermolecular promedio, mientras que Q, esta asociada con los restantes grados de libertad
del sistema.
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La energia de enlace E, fue obtenida como [298]:

E(T")=E, +E, —E

T'T

Ecuaciéon 23

donde E; y E_ . son los valores de energia total para los estados fundamental

(T) y excitado (7") de la timina a la geometria de equilibrio del estado

fundamental de la timina, y E . representa la energia total del dimero (T 'T) a

T

una geometria dada. La energia de enlace corregida por counterpoise es:

EC(r'1)=E,(r'1)-BSSE (r°T)|

Ecuacion 24

El sustraendo es la correccion counterpoise, que la hallamos como:

BSSE ("7 )|=E,. (T, R=o0)— E,.(1,R=T"T)+
+E, (1", R=w)-E,(T",R=T"T)

Ecuacion 25

En el término [BSSE r (T T )] la geometria de los mondmeros conserva
la correspondiente al dimero. Por tanto, la notacion E.. (T LR=T'T ) indica la

energia de T” calculada con los orbitales fantasma (ghost functions) de T a la

geometria de 7'7, mientras que en E.. (T,R =) los orbitales fantasma de T

estan a distancia infinita de 7. De esta manera se tiene en cuenta la variaciéon de
la geometria en el tratamiento BSSE.

La energia de enlace para el estado 1(TT)g es 0.29 eV (diferencia de
energia entre el estado S, de las moléculas no interaccionantes, T* + T, y la

energia del '(TT)g). Este valor es aproximadamente el triple del obtenido para

216



4. Resultados y discusion 4.4. Dimeros de timina

'(CC)s [297]. En el estado fundamental TT en la forma B-ADN, la transicion al
estado excitado singlete mas bajo (situado, como ya hemos dicho, a 4.60 eV) se
desplaza ligeramente al rojo comparada con la transicion al estado excitado
singlete mas bajo del mondémero (4.89 eV). Por otro lado, el gap (S, — S)) es 0.1
eV mayor para TT que para CC, lo cual refleja un acoplamiento mas eficiente
entre los dos estados en TT. Si el sistema TT estd en la forma correspondiente al
B-ADN en el momento de la irradiacién, el camino desde '(TT)g hacia el canal
(81/8S0)c; (camino 1, en la Figura 61) puede ser relacionado con el camino real de
decaimiento que tiene lugar en el biopolimero, que se predice sin barrera
considerando los calculos de energia derivados de la interpolacion lineal entre
estas dos geometrias [363]. Esto también se cumple para disposiciones similares
a la forma B tanto en geometria como en energia. Dado que el esqueleto del
ADN es flexible, movimientos como la subida del apilamiento (stacking),
oscilaciones de torsion y doblamientos de la hélice provocaran que un par
determinado de pirimidinas se encuentre en una geometria favorable para formar
el dimero. El apilamiento 7 favorece claramente la formaciéon de estados
excimeros. En concreto, la estructura mas favorable para producir un excimero
estable corresponde a la geometria idealizada tipo sandwich [297]. Por tanto, el
excimero deslocalizado relajado, '(TT)ey, correspondiente a dicha geometria,
presenta el mayor solapamiento entre los monoémeros, y por tanto la energia de
enlace calculada (1.25 eV, que es la diferencia de energia entre el estado S, de
las moléculas no interaccionantes, T* + T, y la energia del '(TT)e.) es
considerablemente mayor que la correspondiente al '(TT)g (que recordemos que
era de 0.29 eV). Independientemente de cémo llegue el sistema al estado
"(TT)exe, 6ste puede ser directamente desactivado a través del funnel en un
proceso sin barrera energética (el camino 2, en la Figura 61).

La situacion en CC es algo distinta. Para alcanzar la CI, el estado
1(CC)exc ha de superar una barrera de 0.2 eV. La presencia de una barrera no

implica, sin embargo, que el proceso global de formacion de C<>C esté
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prohibido. Simplemente predice que la existencia de estados excimeros estables
por debajo del punto (S)/Sp)c; provoca el decremento del rendimiento de
formacion del fotoproducto en la ruta singlete, dado que se requerira un exceso
de energia vibracional para superar la barrera. A consecuencia de ello, la
produccion de C<>C es menos efectiva que la formacion de T<>T. Es decir, la
diferencia fundamental a nivel molecular del diferente rendimiento de formacién
de los dimeros es que en el caso de TT el excimero se encuentra por encima de
la conica, mientras que en el caso de CC el excimero se encuentra por debajo de

la conica. Todo esto se pone de manifiesto en la Figura 62.

Figura 62. Esquema del proceso de fotodimerizacién para el dimero de citosina n-stacked
(arriba) y para el de timina (abajo) a lo largo de la ruta singlete. Los volimenes sombreados
en la esfera representan regiones de la cadena de ADN con orientaciones reactivas, en los
cuales el camino de decaimiento yace por encima de la interseccion conica (S/Sy) ¢y

La falta de excimeros estables representa un potencial intrinseco del
sistema TT para producir fotoproductos de forma eficiente. Para este sistema no
se encontrd ninguna estructura cuyo estado S; se encontrase por debajo de la
conica, tal y como se ha comprobado experimentalmente [364]. Por tanto,

podemos concluir que en TT cualquier disposicion estructural es proclive a ser
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una orientacion reactiva en el momento de la irradiacién de luz. Y podemos
definir una orientacion reactiva como aquélla que este energéticamente por
encima de la conica. Por el contrario, en los sitios CC un cierto porcentaje de
orientaciones no serd reactivo debido a la existencia de excimeros '(CC).
Experimentalmente, se ha observado que la adenina y la citosina presentan una
tendencia similar en la formacion de excimeros, por lo que se puede emplear un
modelo cinético comuin en oligonucleodticos que contengan estas bases, a saber,
cada excitacién en una base apilada (stacked) decae al excimero, mientras que
cada excitacidon en una base no apilada (unstacked) decae por conversion interna
al estado fundamental del mondémero [364,365].

Los sitios CC presentan, sin embargo, una caracteristica tnica: la conica
(S1/S0)cr que conduce a la formacion del fotoproducto C<>C tiene lugar en el
mismo rango de energias que la correspondiente al monomero. Esto provoca que
en la citosina ambos decaimientos sean competitivos, haciendo que la

produccion de C<>C sea menos efectiva. Esto no ocurre en la timina.

Tabla XX. Localizacién energética de los puntos de interseccién conica para el monémero y
el dimero de las bases citosina y timina.

- m
(S,/8y ey (S1/80 )

Citosina 3.60 eV 351eV

Timina 4.00 eV 326 eV

Ademas, se espera que el estado S| juegue un papel més relevante en la
fotorreversibilidad directa de sitios CC que en secuencias TT, dado que la
fuerza de oscilador asociada para la transicion del primero es algo mas elevada
(0.070 vs. 0.024), estando localizados los estados '(C<>C) y '(T<>T) a 4.57 eV
y 5.28 eV, respectivamente (éstas son las diferencias de energia entre los estado
So y S; del dimero correspondiente, como se puede ver en la Figura 61). De este

modo, el estado '(CC)ex puede ser repoblado dentro del rango UV medio.
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Una vieja maxima mia dice que, cuando has eliminado lo imposible, lo que
queda, por muy improbable que parezca, tiene que ser la verdad.

Sir Arthur Conan Doyle. La corona de berilos (Las aventuras de Sherlock
Holmes, 1892).

En ciencia la explicacion mas sencilla, o la mas simple, es la que debe
aceptarse.

William Ockham

S. Conclusiones
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The more outstanding conclusions have already been highlighted in
previous chapters. However, it seems adequate to summarize them now.

All of the studied furocoumarins (psoralen, 8-MOP, 5-MOP, khellin,
TMP, and 3-CPS) show similar photophysical properties. The lowest-lying
valence singlet state absorbs, with more or less intensity, in the energy range
employed in phototherapy, and the lifetime for the lowest triplet excited state,
T, is large enough to exert its photosensitizing action, in agreement with the
literature. Moreover, the lowest-lying triplet excited state of each molecule has
an enlargement of one of the two reactive double bonds.

Taking into account the qualitative El-Sayed rules, a direct ISC between
Sz and T, states is unlikely to happen at the Franck-Condon region because
neither energy gaps (too large) nor SOC elements (too small) are suitable. Hence
the process may well take place along the relaxation path of S,

Our calculations point out that the population mechanism of the 7 is:

§ € 57 <9 57 . In the parent molecule, psoralen, we have

characterized the structures at the crossings (a singlet-triplet crossing and a
conical intersection). In the other furocoumarins, we suggest that these crossings
actually exist according to the energies obtained along the LIIC (Linear
Interpolation in Internal Coordinates) paths (between S, and S, minima).
Khellin and 5-MOP show the lowest barrier to reach the STC region. Such a
barrier was computed as the energy difference between the minimum of S, and
the singlet-triplet crossing, (S,/7,)x. Only khellin shows clearly a crossing
between S, and T, on the one hand, and 7, and 7, on the other hand, reflecting
the high photosensitizing effectiveness of this compound. However, the choice
of the barrier is not unique. If we take into account the excess vibrational energy
at the Franck-Condon region, the order of photosensitizing ability is different.

This point will be discussed later.
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In addition, the triplet state of all the furocoumarins, except khellin, is
localized in the pyrone moiety, which is in agreement with both the enlargement
of the corresponding double bond and the Mulliken spin population. Khellin,
with a different chemical structure, shows the spin density localized in the furan
reactive double bond. Since there are two possible monoadducts to be formed
owing to the existence of two (in principle) reactive double bonds in each
furocoumarin, all of the compounds form PMA (pyrone-monoadduct) through
the T, state of the furocoumarin, whereas khellin forms FMA (furan-
monoadduct).

We have rationalized so far the formation of only one monoadduct
(FMA in khellin and PMA in the rest). So, it is conceivable that the 7, of
thymine is the protagonist of the formation of the other monoadduct in each
case. Regarding the population of the lowest triplet state of thymine, there are
three competitive mechanisms from the initially populated singlet state by means
of STC processes: (i) it — (3n071:*/17t71:*)STC — (3n071:*/371:71:*)c1 ; (i) It —
Crrn'/'mn)sre; and (iii) 'nom — (‘nom *mn)sre. The dependence of the quantum
yield of ISC with the wavelength could be interpreted as the result of the
contribution of the three mechanisms in the population of the lowest excited
triplet state.

Next the formation of both monoadducts in parent psoralen has been
studied. We suggest some mechanisms to explain this [2+2] photocycloaddition.
Whereas PMA would be formed through the triplet manifold, FMA will be
formed through the singlet manifold. As regards PMA, the process begins with
the direct activation of S)(z7) state of psoralen, followed by a fast ISC process
to the triplet manifold of this molecule. As a result, the T)(z7) state is
populated. Next, the system evolves to an intermediate species with a covalent
simple bond between psoralen and thymine, whose lowest triplet state and the
singlet manifold are connected via STC, (Sy/T})src. The ISC process that takes

place through this crossing between hypersurfaces yields the monoadduct in its
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ground state. Since the furan double bond is not reactive in the 7)(z7) state of
psoralen, an alternative way to form FMA along the triplet manifold is to
populate the 7; of thymine due to the action of another photosensitizer.
Nevertheless, this process may be less favourable than the formation of PMA.

Considering the singlet manifold, both monoadducts may well be
formed favourably following a barrierless mechanism that begins with the
population of the lowest singlet excited state of psoralen and finishes in the
ground state of the monoadduct by means of a conical intersection, (Sy/S;)c;.
Therefore FMA minimum is probably reached through this way.

In connection with these findings, it is probable that the diadduct is
formed from the monoadduct in its lowest singlet state, after the absorption of
one photon by the latter and subsequent ISC to 7; state. In FMA, the spin density
is concentrated in the reactive double bond of the pyrone moiety, whereas in
PMA is delocalized. What is more, the S; state of FMA is lower in energy than
that of the PMA, in agreement with experimental findings. Accordingly, FMA
may be more prone to form diadducts than PMA. Additionally, it is
understandable that systems with important steric repulsions, such as 3-CPS, or
with a different 7 structure in the ring, like khellin, yield FMA preferentially and
do not react with a thymine placed in the opposite strand of DNA to form
diadducts, so the undesired side effects connected to crosslinks between the two
strands of DNA are avoided.

The other side of PUVA therapy is the photosensitization via generation
of singlet oxygen. We have analyzed this phenomenon in the light of TET
(triplet-triplet energy transfer) theory. Employing the Fermi’s Golden Rule, we
have estimated TET rate constants and lifetimes. To this end, we have
considered the system [furocoumarin-O,] as a supermolecule, and the strength of
the electronic coupling between the protagonist states (the lowest triplet excited
state of the former, acting as a donor, and the triplet ground state of the latter,

acting as an acceptor) has been evaluated within the energy-gap approximation.
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Additionally, the estimated values for the electronic coupling, TET rate
constants and lifetimes are similar for all the systems (FC-O,; FC = psoralen, 8-
MOP, 5-MOP, khellin, TMP and 3-CPS) and the determined rates do not follow
the reported tendencies (obtained experimentally). Consequently, the electronic
coupling factor does not permit rationalizing the differential efficiency in the
generation of singlet oxygen by the furocoumarins, because it is similar for
donors with closely-related structures.

Therefore, the key point in this process is probably the population of the
lowest-lying triplet excited state of the donor, that is, the furocoumarin
molecule. In other words, we have to resort to the same feature as in the case of
the formation of furocoumarin-thymine adducts. In this case, we have not only
taken into account the strength of the spin-orbit coupling related to the
intersystem crossing (ISC) process between the initially excited singlet state and
the triplet manifold, but we have also analyzed the effect on the ISC rates of the
energy barrier required to access the triplet state. The main difference with
respect to our previous study is that we have considered now the excess
(vibrational) energy available in the system from the initially populated
electronic state S,(at the Franck-Condon geometry) to the singlet-triplet
crossing structure, (S,/7,)x. The qualitative estimation of the efficiency of the
ISC process leads us to suggest an order for the efficiency of the singlet oxygen
generation in the different furocoumarins for PUVA therapy: khellin < 5-MOP <
8-MOP < psoralen < TMP < 3-CPS. In this respect, from all compounds studied
here, 3-CPS can be predicted as the best photosensitizer, followed by TMP and
psoralen. 5-MOP and khellin would not be, on the other hand, so efficient. The
determined tendencies seem to agree with most of the experimental
determinations in aqueous solution based on the production of reactive singlet
oxygen.

Another photocycloaddition reaction, similar to the formation of

psoralen-thymine adducts, is the formation of thymine dimers. Such a lesion is
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crucial for the understanding of the source of several diseases. Comparing the
formation of T<>T with cytosine dimers, we can conclude that, at molecular
level, the key point is the location of the conical intersection (S1/So)cr. There is a
close connection between the differences in the formation yield of T<>T and
C<>C, which has been proved experimentally, and the following three features:
(1) TT has more reactive orientations than CC; (ii) photoreversibility by direct
absorption to S is expected to be less efficient for TT; and (iii) in CC, the funnel
toward C<>C becomes competitive with the funnel that mediates the internal
conversion of the cytosine molecule (that is, the monomer), whereas in TT the
decay of the excited monomer is only relevant for unstacked thymine bases.

To summarize, a comprehensive analysis of the photosensitizing power
of the family of furocoumarins (both the photocycloaddition with thymine and
the generation of singlet oxygen) is addressed by using high-level ab initio
computational techniques. We conclude that 3-CPS is the best photosensitizer,
which is very interesting since this compound is uncapable of forming diadducts
and, consequently, the unwanted secondary effects linked to them. However, we
have to be cautious: the present results, studied on quantum-chemical grounds
and at molecular level, are directly comparable with the gas-phase context.
Aspects such as  solvent  effects, synthesis, pharmacokinetics,
pharmacodynamics, tolerance by patients..., are out of the scope of this research.

Regarding the formation of monoadducts and diadducts, the population
of T, in thymine has been initially studied. Once we have determined how the
triplet state of both reactants is populated, the formation of both monoadducts,
FMA and PMA, is analyzed. Finally, within the framework of a [2+2]
photocycloaddition mechanism, certain experimental findings related to the

formation of thymine dimers are rationalized.
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Introduccion

La absorcion de la radiacion electromagnética por una molécula desencadena una sucesion de
reacciones fotoquimicas que pueden ser aprovechadas para tratar desde desdrdenes cutaneos
a diversos tipos de cancer. El cromdforo, que es el fragmento malecular basicamente
responsable de |a absorcidn, puede estar presente en el organismo (fototerapia) o ser
administrado externamente (fotoquimioterapia). En este dltimo caso1 se administra un farmaco,
denominado fotosensibilizador, inocuo en la oscuridad pero activo tras la absorcion de una
radiacion tipicamente del rango del ultravioleta, visible o infrarrojo cercano. Dentro de esta area
destaca la terapia PUVA 1-4, basada en el empleo como fotosensibilizadores de las
furocumarinas o psoralenos al ser aplicados en combinacién con radiacion UV-A (320-400 nm).
A pesar de que los mecanismos fototerapéuticos no son del todo conocidos, suelen
relacionarse con la capacidad de la molécula para interaccionar con el material genético, y se
distingue entre procesos de fotosensibilizacién de Tipo |, Il y Ill, al parecer todos presentes en
las furocumarinas5. Los dos primeros son mecanismos dependientes de la presencia de
oxigeno molecular, correspondiendo con la técnica denominada terapia fotodinamica, PDT4,6-
8. El proceso Tipo limplica la formacién de radicales intermedios derivados del oxigeno,
mientras el de Tipo |l se fundamenta en |a transferencia de energia desde el primer estado
electronico excitado triplete del psoraleno al oxigeno molecular presente en el medio celular
para generar oxigeno muy reactivo en su estado singlete9. Tanto los radicales intermedios
como el oxigeno singlete podrian reaccionar con diversos componentes de la membrana
celular provocando la muerte de la célula por apoptosis. Por otra parte, el mecanismo de Tipo
Il se basa en la interaccién entre el psoraleno y el ADN10,11, en un proceso que se sugiere en
tres pasos: (i) la furocumarina se inserta entre bases pirimidinicas adyacentes en el ADN, (ii) la
absorcion de un fotdn induce |a formacion de monoaductos entre un doble enlace reactivo
(C=C) de la base pirimidinica (la mas favorable es |a timina12,13) y los dobles enlaces
reactivos de la furocumarina, pudiéndose formar dos tipos de monoaductos al existir dos dobles
enlaces reactivos, uno en el anillo de furano (C4'=C5’) y otro en el de pirano (C3=C4) [ver
Figura 1], y (iii) el monoaducto, merced a la absorcidn de un fotén, puede inducir a su otro
dable enlace reactivo a interaccionar con una timina de la cadena opuesta de ADN, provocando
la formacion de un diaducto que entrecruza las dos cadenas1,3,14
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Figura 1. Molécula de psoraleno.

Se desconoce sin embargo la razén por la cual la terapia PUVA es un tratamiento efectiva
frente a un rango muy diverso de enfermedades, muchas de ellas de origen idiopatico. La
comprension de las propiedades fotofisicas y fotoguimicas de las furocumarinas en general y
del psoraleno en particular como compuesto base es un paso crucial para racionalizar el
mecanismo fototerapéutico. Centrandonos en el psoraleno, dos bandas de absorcion estan
presentes en |a region de baja energia del espectro: una banda de baja intensidad en la regidn
de 360-270 nm (3.44-4.77 eV) y que presenta una clara estructura vibracional y una banda
intensa y definida a 240 nm (5.16 eV) en agua y en etanol15,16. Las emisiones de
fluorescencia y fosforescencia han sido detectadas a 408 nm (3.03 eV) y 456 nm (2.72 eV,
origen de banda), respectivamente, en etanol a 77 K. La razén entre los rendimientos cuanticos
de fosforescencia/ fluorescencia es 7.1. Considerando que |a absorcion directa de energia se
realiza a través de estados con la misma multiplicidad de espin que el fundamental, singletes
en este caso, ¥y que la emision radiativa principal debiera ser la emision fluorescente, la
preeminencia de la fosforescencia indica que existe un eficiente proceso de desactivacion de la
energia hacia un estado de naturaleza triplete, lo que en fotoquimica se denomina cruce entre
sistemas (1SC)17. Este hecho experimental apoya |a hipétesis de que |a fotorreactividad de las
furocumarinas en los distintos mecanismos se desarrolla a través del primer estado electronico
excitado triplete1. Por tanto, cabe esperar que un aumento en el rendimiento cuantico de
formacion del estado excitado triplete conduzca a un incremento de la accion fototerapéutica.

Es la estructura electrénica de la molécula de psoraleno lo que le confiere sus propiedades
fototerapéuticas. La Quimica Cuantica18 emplea las ecuaciones de la mecanica cuantica para
elucidar y predecir las propiedades fisico-quimicas de las moléculas. Nuestro grupo de
investigacion ha iniciado un proyecto para estudiar, empleando métodos tedricos quimico-
cuanticos, |a fotofisica y la fotoquimica del psoraleno y compuestos relacionados para
determinar y explicar |las caracteristicas de los estados excitados electrénicos de estas
moléculas, responsables de |a actividad fototerapéutica, y proponer de esta forma mejores
fotosensibilizadores. Aspectos esenciales a analizar son las energias que activan los procesos,
en busca de croméforos que absorban a mayores y mas penetrantes longitudes de onda
{porque asi la radiacién incidente es dispersada en menor grado por los érganos y tejidos y
podemos tratar zonas mas internas del organismo), los perfiles energéticos y la interaccion
entre estados singlete y triplete responsables de los diversos mecanismas en los distintos
fotosensibilizadores, el tiempo de vida media de los estados implicados y que se relaciona con
la pervivencia de la fotoactividad, o las reacciones de adicion a los mondmeros de las bases
del ADN, en busca de compuestos que no formen diaductos y se eviten asi efectos
carcinogénicos secundarios4. Algunas de estas claves son analizadas en la presente
contribucién para la molécula de psoraleno.

Resultados y discusion

Espectros de absorcion y emision en el psoraleno. Generacion de estados triplete.

El espectro de absorcion de una substancia presenta una superposicion de bandas
correspondientes a los distintos estados electrénicos excitados del sistema. En cada uno de
ellos el rango de energias absorbidas oscila entre la obtenida como diferencia entre el estado
fundamental relajado de la molécula y el estado excitado a la misma geometria (transicion
vertical) y la diferencia entre el primero y el estado excitado relajado (transicion adiabatica u
origen de banda). Ademas de la energia, interesa la probabilidad de transicion, medida aqui
como intensidad de la banda. Estados con la misma multiplicidad de espin que el fundamental
tienen una mayor probabilidad para absorber fotones. En espectroscopia la magnitud que mide
dicha probabilidad es |a fuerza de oscilador de |a transicion (f)18. Nuestros célculos han
identificado en la regién menos energética del espectro dos estados electrénicos single-te
excitados, cuyos rangos de energias de excitacién calculados son: 1 m* (3.97-3.75 eV, 312-
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331 nm)y S2 nTr* (4.86-3.75 eV, 255-331 nm). La intensidad de |as transiciones asociadas es
tres érdenes de magnitud mayor para el estado S1 ™ (f=0.03), el cual se convierte de esta
forma en el protagonista de la absorcién UVA e iniciador del proceso fototerapéutico. Ambos
estados se relacionan con la banda de absorcion a baja energia observada en el espectro del
psoraleno en diferentes disolventes16. El resto de estados electrénicos se situan a mayores
energias, y solo seran activados si la longitud de onda de absorcién disminuye. Probablemente
la eficiencia del proceso fototerapéutico aumentaria si la absorcion se restringiese al rango de
energias correspondiente al estado S1.

A mencres energias que los estados electrdnicos singlete se halla un cierto nimero de estados
de multiplicidad triplete. Las transiciones energéticas hacia dichos estados estan sin embargo
prohibidas por el cambio en la multiplicidad de espin, y por lo tanto |a absorcion directa de
energia desde el estado fundamental es irrelevante. Asi pues, y tras la absorcion energética
basica hacia el estado S1, la energia se distribuye entre los grados de libertad de la molécula,
relajandose ésta hacia su estructura geométrica mas estable. Alcanzada esa estructura de
minima energia en el estado excitado se produce un lento proceso radiativo de fluorescencia
desde S1, cuyo origen de banda calculado es 3.75 eV (331 nm), en consonancia con el dato
experimental en disolventes polares, 3.54 eV (350 nm)17,19. En el camino de relajacion el
estado 81 ha podido sin embargo cruzarse con otros estados, triplete en este caso, alos
cuales ha podido transferir su energia mediante un proceso no adiabatico, un cruce entre
sistemas (ISC). De esa forma es posible poblar energéticamente el estado triplete menos
energético (T1) desde el cual, una vez alcanzado su propio minimo relajado, emitir
(fosforescencia). Nuestros calculos revelan un origen de banda de fosforescencia a 2.76 eV
(449 nm), en perfecto acuerdo con el dato experimental. La predominancia de la fosforescencia
en el psoraleno indica que existe un ISC muy favorable20. Nuestro objetivo proximo21 es la
determinacion del mecanismo preciso de transferencia de energia entre el S1 y los estados
triplete a través del ISC, que depende esencialmente de la diferencia de energia entre los
estados (el cruce entre sus hipersuperficies de energia potencial) y la magnitud de su
acoplamiento espindrbital18. Dado que los estados S1 y T1 estan muy separados en energia,
no es posible un mecanismo de |SC efectivo entre ambos. Si es posible, en cambio, entre los
estados 81 (™) y T5(n1r*), tan sdlo a

0.19 eV, y con un valor de acoplamiento espin-érbita mayor. Desde T5 se estudiara como,
mediante sucesivos procesos de conversion interna (IC) a través de intersecciones cdnicas
entre las distintas hipersuperficies de los estados triplete18, llega la energia hasta T1, estado
protagonista en la accidn foto-terapéutica. La comparacion entre las energias y los
acoplamientos en los distintos derivados del psoraleno nos dara una indicacién clara de la
adecuacion del mecanismo y nos proporcionara una herramienta para predecir
fotosensibilizadores mas eficientes.

Mecanismos de cicloadicion al ADN

Como se entrevé en el apartado anterior, muchos de los procesos fotofisicos y fotoquimicos se
producen en los estados electronicos de las moléculas en sus estructuras de minima energia.
La quimica cuantica permite optimizar las geometrias moleculares hallando dichos minimos, y
obtener de dichas estructuras informaciones valiosas. Hemos optimizado las geometrias de
distintos estados electrénicos del psoraleno: el estado electrénico fundamental (SQ) y los
estados excitados singlete S1 (™) y 82 (n™), y triple-te T1 (™) y T5 (m*). De los
resultados obtenidos se deduce que los procesos fotoquimicos mas relevantes tienen lugar
mientras las moléculas mantienen su conformacion plana. Los parametros geométricos,
distancias y angulos de enlace y angulos diedros, en los correspondientes minimos de los
estados no cambian esencialmente al excitar el estado fundamental 80 al S1, sin embargo si
se aprecia cémo el doble enlace C3=C4 (correspondiente al anillo de pirano) se alarga 0.13 A
en el estado T1, lo que indica que la molécula se hace reactiva en dicho enlace. Puede
colegirse por tanto que al poblar el estado T1, cuyo largo tiempo de vida media radiativa
calculado es 108 s, se esta favoreciendo la formacidon de monoaductos a través de la
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interaccién de dicho enlace con el correspondiente enlace C=C de la base pirimidinica (timina)
del ADN, clave de la accion fototerapéutica de las furocumarinas en los mecanismos de Tipo
lll. No sucede lo mismo con el enlace C4'=C5’ del anillo del furano, supuesto precursor de
monoaductos por el lado del furano, pero cuya longitud de enlace en el estado T1 se calculd
muy similar a la del estadoe SO.

Estos resultados indican que la absorcion del foton por el psoraleno y su mecanismo de
cicloadicidon con las bases pirimidinicas del ADN a través del estado triplete parece
circunscribirse a la formacion de monoaductos por el lado de la pirona. Para comprobar este
aspecto realizamos optimizaciones de geometria para los estados S0y T1 de los
monoaductos, tanto el relativo a la pirona como al del furano [ver Figura 2]. Ninguno de los
monoaductos muestra un alargamiento del doble enlace por el lado del furano en dichos
estados, al igual que sucedia en el estado S1 del psoraleno. Hay sin embargo censtancia
experimental tanto de la formacion de monoaductos por el furano como de diaductos4.
Apuntamos la posibilidad de que el mecanismo de cicloadicidn por el furano se produzca a
través del estado T1 de la base pirimidinica, en el cual tiene lugar un claro alargamiento del
enlace C=C correspondiente. Eso implicaria que el sistema poblado en ese caso seria dicha
base, lo que tiene lugar a energias de absorcion superiores (timina: 4.9 eV, 253 nm)22 que en
el psoraleno (4.0 eV, 310 nm). Una posibilidad a analizar es por lo tanto que restringiendo el
rango de energias de absorcion a aquellas del estado S1 del psoraleno se disminuya la
formacion de monoaductos por el furane y, sobre todo, de diaductos, considerados
responsables de los efectos carcinogénicos de la terapiad.

M

Figura 2. Monoaductos psoralenc-timina por el furano (derecha) y por la pirona (izquierda)

Resumen

Presentamos un conjunto de resultados obtenidos sobre las propiedades fotofisicas y
fotoquimicas de la molécula de psoraleno, sistema base de numerosos fotofarmacos,
empleando los métodos tedricos de |la quimica cuantica. El estado responsable de |a absorcion
de la radiacién iniciadora del fotoproceso se identifica como el estado electrénico singlete S1
™ menos energético (3.97-3.75 eV, 312-331 nm). A partir de dicha absorcién la energia se
distribuye por un lado hacia el minimo energético del estado S1 desde el cual se produce la
fluorescencia, pero, esencialmente, a los estados tripletes de menor energia a través de un
proceso no adiabatico de cruce entre sistemas, en particular entre el estado S1 mm* y el TS5 nm*
seguido de varios procesos de conversion interna (IC) hacia el estado triplete de menor energia
(T1). En el minimo de dicho estado, el principal mecanismo de desactivacion de la energia es
un lento proceso radiativo, por lo cual el estado T1, con una vida media larga, es el mejor
candidato para ser el protagonista de la fotorreactividad del psoraleno. La intensa
fosforescencia observada en el sistema prueba la formacion del estado T1. Los calculos
guimico-cuanticos indican que desde dicho estado la formacion de monoaductos por el l[ado de
la pirona con las bases pirimidinicas del ADN parece favorable, mientras que los subsiguientes
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diaductos y los monoaductos por el furano parecen ser desfavorables en dicho estado, por lo
que probablemente requeririan la formacién del estado triplete en las bases.

Aspectos metodoldgicos

Los métodos quimico-cuanticos18,23-25 buscan, mediante procedimientos numeéricos
computacionales, soluciones aproximadas de la ecuacion de Schridinger, H¥= E\, siendo H
el operador Hamiltoniano, que es el operador asociado a la energia total del sistema molecular.
Es una ecuacion de valores propios (las funciones de onda W son las funciones propias y las
energias E son los valores propios del operador). En la presente contribucién se emplean
funciones de onda multiconfiguracionales CASSCF, mientras el método perturbativo CASPT2
ha sido utilizado para incluir la correlacion electrénica dindmica del sistema y asi poder estudiar
cuantitativamente diversos estados electrénicos, fundamental y excitados de la molécula. El
protocolo CASPT2//CASSCF/ANO-L 4s3p1d/2s1p24 es muy adecuado para el tratamiento de
estados excitados, y permite estimar cuantitativamente las propiedades electrénicas de las
moléculas18,25. Las optimizaciones de geometria se llevaron a cabo con el procedimiento
RASSCF en el psoraleno, mientras que se empleé el método DFT/B3LYP/6-31G* para las
optimizaciones en los monoaductos24. El tiempo de vida radiativo fue obtenido a partir de las
relaciones de Strickler-Berg y los datos quimico-cuanticos25.

Bibliografia

1.- Averbeck, D. Photochem. Photobiol., 1989, 50, 859. 2.- Scott, BR.; Pathak, MA.; Mohn, GR.
Mut. Res., 1976, 39, 29. 3.- Song, PS,; Tapley Jr., KJ. Photochem. Photobial ., 1979, 29, 177.
4.- Bonnett, R. Chemical Aspects of Photodynamic Therapy. Gordon & Breach Science
Publishers,

Amsterdam, 2000. 5.- Dall’Acqua, F.; Martelli, P. J. Photochem. Photobiol. B: Bidl., 1991, 8,
235. 6.- Rouhi, AM. Chem. Eng. News., 1898, 76, 22. 7.- Joshi, PC.; Pathak, MA. Biochem.
Biophys.Acta, 1983, 112, 638. 8.- Konan, YN.; Gurny, EAR. J. Photochem. Photobiol. B: Biol.,,
2001, 66, 89. 9.- Wang, S.; Gao, R.; Zhou, F; Selke, M. J. Mat. Chem., 2004, 14, 487.

10.- Llano, J; Raber, J; Eriksson, LA. J. Photochem. Photobiol. A: Chem., 2003, 154, 235.

11.- Cadet, J. ; Vigny, P. in Bioorganic Photochemistry., Morrison, H.; Ed., volumen 1, New
Jersey, 1990. John Wiley & Sons.

12 .- Aida, M; Kaneko, M; Dupuis, M. in Computational Malecular Biclogy, Leszczynski, J., Ed.,
volumen 8, Elsevier, Amsterdam (1999).

13.- Durbesj, B.; Eriksson, LA. Photochem. Photobiol., 2003, 78, 159.

14 .- Musajo, L.; Rodighiero, G. in Photobiclogy, Giese, AG., Ed., volumen 7, New York, 1972.
Academic Press.

15.- Song, PS.; Shim, SC., Mantulin, WWV. Bull. Chem. Soc. Jpn., 1981, 54, 315.

16.- Collet, M.; Hoebeke, M.; Piette, J.; Jakobs, A.; Lindgvist, L.; de Vorst, AV. J. Photochem.

Photobiol. B: Biol,, 1996, 35, 221.

¢ Encuentro GEF - 2005 Valencia == ISDIN

265



J.J. Serrano Pérez Tesis Doctoral

17 .- Mantulin, WAW.; Song, P.S. J. Am. Chem. Soc., 1973, 95, 5122.

18.- Serranc-Andrés, L.; Merchan, M.: “Vida y Luz. Una Perspectiva Quimico-Cuantica”. Anales
de Quimica, 2004, 100, 16.

19.- Yeargers, E.; Augenstein, MS. J. Inv. Dermatol., 1965, 44, 181.

20.- Tatchen, J.; Kleinschmidt, M.; Marian, CM. J. Photochem. Photobiol. A: Chem., 2004, 167,
201.

21.- Serrano-Pérez, JJ.; Serrano-Andrés, L.; Merchan, M. A Theoretical Insight into the
Photophysics of Psoralen. En preparacién.

22 - Lorentzon, J.; Fulscher, MP.; Roos, BO. J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 9265.
23 .- Andrés, J.; Bertran, J. Eds. “Quimica Teérica y Computacional”. Universitat Jaume |, 2000.

24 - Merchan, M.; Serrano-Andrés, L.. “Ab Initio Methods for Excited States”. En: Computational
Photochemistry, Ed. Olivucci, M., Elsevier, Amsterdam (2005).

¢ Encuentro GEF - 2005 Valencia == ISDIN

266



J.J. Serrano Pérez Tesis Doctoral

THE JOURNAL OF CHEMICAL PHYSICS 124, 1 (2006)

A theoretical insight into the photophysics of psoralen
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Psoralen photophysics has been studied on quantum chemistry grounds using the
multiconfigurational second-order perturbation method CASPT2. Absorption and emission spectra
of the system have been rationalized by computing the energies and properties of the low-lying
singlet and triplet excited states. The S; 7" state has been determined to be responsible of the
lowest absorption and fluorescence bands and to initially carry the population in the photophysical
processes related to the phototherapeutic properties of psoralen derivatives. The low-lying Ty 77"
state is, on the other hand, protagonist of the phosphorescence, and its prevalent role in the reactivity
of psoralen is suggested to be related to the elongation of the pyrone ring C;—C, bond, where the
spin density is distributed on both carbon atoms. Analysis of energy gaps and spin-orbit coupling
elements indicates that the efficient photophysical process leading to the population of the lowest
triplet state does not take place at the Franck-Condon region but along the S; relaxation path.

© 2006 American Institute of Physics. [DOIL: 10.1063/1.2178794]

I. INTRODUCTION

Absorption of electromagnetic radiation by a chro-
mophore triggers a chain of photochemical reactions which
may be beneficially employed to treat some skin disorders
and other diseases. Sometimes the chromophore is already
present in the tissue and the phototherapy takes place natu-
rally, e.g., the cure of neonatal hyperbilirubinemia or the
photoregeneration of vitamin D.! However, in the treatment
named photochemotherapy, a drug is administered to act as a
photosensitizer, a substance which is harmless in the dark but
active upon absorption of radiation, typically ultraviolet, vis-
ible, or near infrared light.1 Two basic photochemical mecha-
nisms are responsible for the phototherapeutical activity. The
photosensitizer can directly react with DNA bases forming
stable adducts which interfere the genetic activity.l’5 On the
other hand, the photosensitizer can transfer its excess energy
to molecular oxygen available in the cellular environment,
generating highly reactive singlet oxygen able to damage
target tissues. This type of protocol is known as photody-
namic therapy (PDT).-%7

A generally accepted classification of the photochemo-
therapeutic reactions comprises three types of mechanisms.
Types I and II correspond to oxygen-dependent pathways for
PDT activity, taking place when light, in the presence of a
photosensitizer and molecular oxygen, induces a chemical
reaction in a substrate.»*%? In type I reactions, the photoac-
tive compound in its triplet state promotes an electron trans-
fer reaction to molecular oxygen, leading to the formation of
0,-, OH:, or HO,: radicals. Type II reactions correspond to
energy transfers from the triplet state of the photosensitizer
to dioxygen, generating the reactive 1Ag excited state.”® All
these intermediate species later interact with components of
the cell membrane leading to cellular damage that eventually
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contributes to skin photosensitization, mutation, error-prone
DNA repair, and carcinogenesis.1‘8'11'1Z In contrast to the pre-
vious mechanisms, oxygen-independent type III reactions
lead to direct photobinding between the photosensitizer and
the DNA base monomers.**

Furocoumarins (also named psoralens) are a class of het-
erocyclic compounds with a known phototherapeutic activity
involving the three described mechanisms.*® These systems
have been found to possess mutagenic properties when ap-
plied in conjunction with near UV-A light (320-400 nm)
exposure.”’18 A specific treatment coined psoralen+UV-A
(PUVA) therapy has been designed to treat different skin
disorders such as psoriasis and viT.iligo.l‘lg’20 It is commonly
assumed that the mechanism of PUVA therapy involves a
[2+2]-photocycloaddition of psoralen in its lowest triplet
state and a pyrimidine DNA base monomer that requires the
transfer of hydrogen atoms or electrons without direct in-
volvement of molecular oxygen. The photoreactive process
seems to take place in three phases. The first step occurs in
the dark: The furocoumarin is inserted between adjacent py-
rimidine base pairs in the DNA duplex. In a second step, the
absorption of one photon by psoralen induces the formation
of monoadducts with the neighboring pyrimidine via interac-
tion of the respective carbon-carbon double bonds that both
compounds have. Two types of monoadducts, pyrone and
furan types, can then be formed by interaction of the C-C
double bond of the pyrimidine base with the C3—C, double
bond of the pyrone ring and the C;—C% double bond of the
furan ring in psoralens, respectively (see Fig. 1). In that re-
gard, thymine has been established as the most favorable
base to photoreact with furocoumarins, in accordance with
its predominance in the formation of cyclobutane dimers
(T<>T) in UV-irradiated DNA.**> In a third step, the
monoadduct may absorb another photon, inducing its other
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FIG. 1. Psoralen molecule atom labeling (bottom) and ground state opti-
mized bond lengths in angstroms (top). The arrow defines the positive
angles of both the dipole moment and electronic transition moment direc-
tions with respect to the pseudosymmetry long axis.

photoreactive C—C double bond to interact with a thymine on
the opposite strand of DNA. Therefore, a diadduct that cross-
links the DNA helix is formed.

The poly[dA-dT]-poly[dA-dT] sequence region seems to
be the most favorable site for the photocycloaddition reac-
tions of furocoumarins.®® Several studies have suggested
that, whereas the furan monoadduct forms a diadduct, the
pyrone monoadduct does not.>*** Formation of cross-links
was thought to be extremely relevant for the therapeutic ef-
fectiveness, although it is also known that the diadduct
causes adverse side effects such as carcinogenesis, mutagen-
esis, and immunosuppression difficult to repair.3'8 Only furo-
coumarins with bifunctional groups such as psoralen can
form diadducts and may produce undesired lethal and mu-
tagenic consequences. Certain monofunctional furocou-
marins have been proved to yield as efficient phototherapy as
bifunctional furocoumarins, suggesting that the induction of
lesions in DNA cannot be considered as the only mechanism
responsible for the phototherapeutic effects” and most prob-
ably a PDT process also takes place. The detailed character-
ization of the mechanisms is still under intense research.

Understanding the photophysical properties of furocou-
marins represents a crucial step in order to rationalize the
corresponding phototherapeutic mechanisms. The low-lying
region of the absorption spectrum of psoralen, the reference
compound, has two main bands: A weak and structured band
is observed ranging from 360 to 270 nm (3.44-4.77 eV) and
a sharp feature appears at 240 nm (5.16 eV) in aqueous so-
Tution and ethanol.>**® Both fluorescence and phosphores-
cence emissions have been detected for psoralen in ethanol
(77 K) at 409 nm (3.03 eV) and 456 nm (2.72 eV, Ty), re-
spectively. The phosphorescence/fluorescence quantum yield
ratio, 7.1, indicates the effectiveness of an intersystem cross-
ing (ISC) mechanism.”” It has been proposed that photoreac-
tivity of furocoumarins proceeds through the triplet state in
all types of photosensitization, that is, PDT and PUVA
therapies.” It can be therefore expected that increasing of the
triplet formation quantum yield leads to an enhancement of
the phototherapeutic action.

J. Chem. Phys. 124, 1 (2006)

From the photochemical standpoint, an effective photo-
sensitizer should possess, in principle, certain desirable key
features: it must be harmless in the dark; in order to treat
deep tissues, it should be activated by long wavelength light,
because the longer wavelength radiation the photosensitizer
absorbs, the deeper the energy penetrates in the body; its
triplet state must be efficiently populated from the excited
singlet state and effective in transferring the energy to mo-
lecular oxygen in the PDT mechanism; and finally, it should
form monoadducts and perhaps not diadducts with DNA to
avoid mutagenic side effects. Additionally, a good photosen-
sitizer should be amphiphilic to favor the injected adminis-
tration of the drug, easily synthesized or isolated from natu-
ral sources, be deactivated soon after the treatment, and
quickly eliminated from the body41

We are currently undertaken a project to study, using
quantum-chemical methods, the photophysics and photo-
chemistry of furocoumarins and related compounds in order
to rationalize the basic features responsible of their photo-
therapeutic properties. In the present paper we start by con-
sidering the photophysical properties of parent psoralen (7-
H-furo[3,2-g][1]-benzopyran-2-one, see Fig. 1). The low-
lying excited states of the molecule have been computed
within the framework of multiconfigurational second-order
perturbation theory, in particular, with the CASPT2 method.
Absorption, fluorescence, and phosphorescence spectra have
been characterized, together with other spectroscopic param-
eters required to understand the photophysics of the com-
pound: related oscillator strengths, dipole moments, emission
radiative lifetimes, and spin-orbit couplings. Knowledge on
theoretical grounds about these properties in psoralen shall
hopefully guide future research on the photochemical mecha-
nisms of phototherapeutical activity of furocoumarins and
derivatives. In the light of the present results, previous
experi1116:1113123'25’28 and theoretical >3 findings shall also
be considered.

Il. COMPUTATIONAL DETAILS

Using the CASSCF multiconfigurational wave functions
as reference, the second-order perturbation theory through
the CASPT?2 method was employed to include dynamic cor-
relation energy in the calculation of the electronic excited
states. The CASPT?2 method calculates the first-order wave
function and the energy up to second order and has repeat-
edly proved its accu.racy.”"37 The imaginary level-shift tech-
nique was employed in order to prevent the effect of intruder
states. A shift parameter of 0.3 a.u. was selected by checking
the stability in the excitation er1ergies.38'39 The molecular
symmetry was constrained to the C, point group. For geom-
etry optimizations, however, relaxing the symmetry con-
straints had no effect on the final structure, which preferred
in all cases to maintain planarity. An atomic natural orbital
(ANO-L)-type basis set contracted to C,O[4s3pld]/
H[2s1p] (Refs. 40 and 41) was used throughout except in the
calculation of the lowest-lying Rydberg state, for which the
basis set was enlarged with an additional s diffuse function
placed in the charge centroid of the cation and built as re-
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ported elsewhere.*>* The carbon and oxygen ls core elec-
trons were kept frozen in the second-order perturbation step.

Geometries were obtained by computing analytical gra-
dients at the RASSCF level of calculation for the ground and
the lowest singlet and triplet excited states. In the optimiza-
tion of the A’ states an active space of 14 active orbitals and
16 electrons has been employed and up to quadruple excita-
tions were considered (eight orbitals in RAS1 space and six
orbitals in RAS3 space). Within the irreducible representa-
tions (a’,a") of the C; group this active space can be labeled
as (0,14). An additional oxygen lone-pair orbital was in-
cluded in the active space (1,14) in order to optimize the
lowest A” excited states. In all the remaining calculations,
CASSCF wave functions were generated as state-average
(SA) CASSCF roots of a given symmetry. Based on prelimi-
nary RASSCF calculations, the CASSCF active space was
reduced to include 12 active electrons and 12 active orbitals
(RAS2 0,12) for A’ roots and 14 active electrons and 13
active orbitals (RAS2 1,12) for A” roots. The number of se-
lected SA-CASSCF roots were 11, 4, 7, and 3 for 'A’, A",
34", and ®A” symmetries, respectively. The CAS state infer-
action method® (CASSI) was used to compute transition
properties, including the spin-orbit coupling (SOC) elements
between selected states as described elsewhere.** All calcu-
lations in the present paper were performed with the
MOLCAS-6.0 quantum chemistry software. "¢

Ill. RESULTS AND DISCUSSION
A. Absorption spectrum

Our final goal is to understand the photophysical prop-
erties of psoralen in order to relate the obtained information
to its biological activity. We first start by studying the
singlet-singlet and singlet-triplet spectra of the molecule.
Several singlet excited states have been computed vertically
at the S, (1 'A’) ground state optimized RASSCF structure.
The results are compiled in Table I. Hereafter only CASPT2
results will be discussed. The lowest singlet excited state,
2 A" (7r7"), lies vertically at 3.98 eV with a related oscilla-
tor strength of 0.027. Next, the 1 *A"(n") state is found at
5.01 eV corresponding to a transition predicted with negli-
gible intensity. A third transition to the 3 A" state has been
computed at 5.03 eV with an oscillator strength of 0.107.
Unlike the other 77 states, the 3 'A” state has a high dipole
moment, 8.72 D, differing by more than 2.5 D from that of
the ground state, an indication of its sensitivity to polar en-
vironments, in which the related transition is expected to
undergo a redshift. The recorded absorption spectra in differ-
ent solvents, from cyclohexana47 to water,”® displays a weak
and  structured band ranging from 360 to 270 nm
(3.44-4.77 V). Depending on the band resolution and the
environment, one or two maxima near 330 and 280 nm (3.76
and 4.43 eV, respectively) have been described. The present
computed results suggest that this set of features can be bet-
ter assigned just to the 2 'A’(77") transition, with the weak
n7r" band lying beneath. In that case, the observed band pro-
file should be attributed to vibrational structure. This is not
unlikely, considering that a noticeable rearrangement of the
bond distances of the molecule occurs at the 2 1A’ minimum.

J. Chem. Phys. 124, 1 (2006)

TABLE 1. Computed excitation energies AE (eV), oscillator strengths £,
dipole moments / (D), and dipole moment, s, (deg), and transition dipole
moment, TDM; (deg), directions for the low-lying electronic transitions of
psoralen.

State AEcussce AEcasem f o pge TDMy,
14 625 128

24 () 4.52 398 0027 650 132 4
114" (nm") 422 501 0000 207 130
34 (") 6.33 503 0107 872 132 s
414 (77" 6.68 522 0064 707 -23  -10
54 (") 673 530 0331 707 37 102
614" (m7) 6.95 570 0091 737 -37 30
74 (rr) 721 581 0321 658 -34 127
814" (77) 7.30 6.17 0287 656 42 4
914 (") 7.57 624 0168 425 -35 -7
1014 (77") 772 628 0012 620 40 -7
24" (nr") 6.39 632 0000 011 43

124" (7r7) 2.57 327 s 540 124

2% (m7) 3.13 355 s 535 125

334" (77" 3.82 408 o548 127

4°A () 4.18 466 507 129

54" (7m") 443 467 e 541 124

64" (77" 5.68 484 s 678 -3l

124" (") 4.07 4385 cee215 0 111

Furthermore, the structure of the band disappears in different
media and also in all psoralen derivatives, even in selenopy-
rane and thyopyrane psoralen derivatives.”® Calculations at
the time-dependent density-functional theory'**® (TD-DFT)
and DFT/multireference configuration interaction® (MRCI)
levels of theory suggest, however, that two 77 -type transi-
tions computed near 3.8 and 4.4 eV are really responsible of
the low-energy band. A definitive assignment would require
a full analysis of the vibrational structure of the band and
comparison with spectra in the vapor or in molecular beams.

Above 5.0 eV several singlet-singlet transitions have
also been computed. Transitions to the 4 'A’ (5.22 eV) and
5147 (530eV) (w) excited states have oscillator
strengths of 0.064 and 0.331, respectively. The recorded
spectra show a single and sharp band peaking near 248 nm
(5.00 V) in cyclohexane®’ and 240 nm (5.16 &V) in ethanol
and water”** In principle, the observed feature can be as-
signed to transition to the 3 14’ state at 5.03 eV. Moreover,
taking into account our computed results, an additional band
with higher intensity can be expected at higher energies
(5.30 eV). The measured band is probably a combination of
both transitions. Between 5.7 and 6.2 eV four medium to
intense transitions to A’ " excited states are predicted.
Above this energy only weak transitions of valence 77" and
n7' character have been obtained up to 8.0 eV. The begin-
ning of the Rydberg series has been determined at 6.32 eV,
as the 2 'A” [highest occupied molecular orbital (HOMO)
— 3s] state. Two intense bands peaking at 210 nm (5.90 eV)
and 200 nm (6.20 eV) have been reported for psoralen in
1,1,1,3,3‘,3-hexaﬁuoro—2-pro1;)2.nol.47 They clearly correspond
to the transitions to our computed 7 'A’ and 8'A’ =7
states, representing the most intense bands in that energy
region of the spectrum. Song ef al®? reported that the two
lowest-energy absorption bands in psoralen, angelicin, and
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FIG. 2. Differential electron density for the main valence transitions in
psoralen computed at the ground state optimized geometry. The electron
density is shifted upon light-induced excitation from darker to lighter
regions.

methylpsoralens are polarized along the long axis and nearly
parallel, with angles differing less than 20°. Transition dipole
moment (TDM) directions indicate that the three lowest 7"
features have nearly parallel polarizations, that is, they are
aligned with the long axis of the molecule, while transition to
the 5 'A” state has essentially perpendicular polarization.

Regarding the vertical excitations to the triplet states, the
134" 7o (T)) state lies at 3.27 eV, near 0.7 eV below the
214" (8)) state. Three other *A’ 77" states are next in en-
ergy at 3.55, 4.08, and 4.66 eV. The lowest triplet state of
nm character, *A”, has been located vertically at 4.85 eV,
slightly below with respect to its corresponding singlet state.
TD-DFT (Ref. 13) and DFT/MRCI (Ref. 32) results obtained
similar results for the location of the triglel states, although,
as it is typical for DFT-based methods,” singlet-triplet tran-
sitions are underestimated (0.2-0.3 eV).

The nature of the low-lying transitions of each symme-
try, which are those basically responsible for the photophysi-
cal properties of psoralen, can be graphically described by
computing the differential electron density plots as displayed
in Fig. 2. Transition to the S, 7" state is mainly benzene-
like, with the charge migration concentrated in the central
benzenoid ring. On the contrary, that related to the T, mm
state has its major contributions in the pyrone ring, with high
participation of the carbonyl oxygen and a shift in the den-
sity away from the pyrone ring C3—C,4 bond, which will be
later discussed as an essential feature of the photophysics of
the system. Also in Fig. 2, we find the expected differential
density plots of the n7r” states focused on the carbonyl group.

B. Emission spectra

Fluorescence has been reported for psoralen in polar sol-
vents starting (7) at 350 nm (3.54 eV) with a maximum at
409 nm (3.03 eV).2"® Phosphorescence has also been re-
corded in solution with band origin at 456 nm (2.72 eV) and
a maximum between 460 and 490 nm (2.7-2.5 ¢V). Psor-
alens are characterized by a weak fluorescence emission and
strong phosphorescence bands. In particular, in psoralen, the
fluorescence quantum yield was measured in ethanol, ®p
=0.019 (Refs. 27) and 0.02,”* while the phosphorescence

J. Chem. Phys. 124, 1 (2006)

TABLE II. Computed and experimental energy differences (eV) and emis-
sion radiative lifetimes (7,,4) relevant for the photophysics of psoralen. Ey,:
vertical absorption, 7: adiabatic electronic band origin, Eyy: vertical emis-
sion, Abs,y.: experimental absorption maximum, T,: experimental band ori-
gin, and E,,: emission maximum.

Theoretical (CASPT2) Experimental®

State Eyn T By Tag Abspe Ty En T

2'A'(mw) 398 359 345 T4ns 37-43 354 3.03
A" (a’) 501 391 278 3pus oo
1A' (ma’) 327 276 229 285 .- 27 27 5-8s
A" (') 485 384 279 9ms

“Data in ethanol (Refs. 25-28 and 55). See also other solvents (Ref. 47).

quantum yield was reported to be ®p=0. 13.%7 The obtained
ratio ®p/®Pp is approximately 7.1. The total phosphores-
cence decay time (7p) has been established in glycerol-water
as 1.1's (Ref. 28) and in ethanol as 0.66 s.>” The phospho-
rescence radiative lifetime can be therefore obtained as 7,4
(=7p®Pp) from 8 10 5 s.

Our computed results on Table II allow the rationaliza-
tion of part of the experimental data. The low-lying singlet
excited 2 'A (77" state is responsible for the lowest-energy
absorption and emission fluorescence bands. Vertically, at the
ground state geometry, the transition energy is computed to
be 3.98 eV and, upon relaxation of the geometry, the band
origin (T,) obtained as the energy difference between the
ground and the excited state minima decreases to 3.59 eV. A
similar relaxation is observed experimentally between the
lowest-energy reported absorption band maximum and the
band origin. The computed changes in the optimal geom-
etries between the ground (Sy) and the 2 'A" (77) (S) states
affect the bond alternation of the system, mainly in the cen-
tral ring (cf. Figs. 1 and 3), as expected from the discussion
on the differential charge density plots of Fig. 2. By using the
Strickler-Berg rclalionship,} 03051 4 fluorescence radiative
lifetime of 74 ns is calculated for the S, state. The low-lying

FIG. 3. Psoralen molecule optimized bond lengths (A) in different elec-
tronic singlet states. Top: 2 'A’(S,,77"); bottom: 1 'A"(S,,n7).
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FIG. 4. Psoralen molecule optimized bond lengths (A) in different elec-
tronic triplet states. Top: 1A’ (T, 77"); bottom: 1 *A"(T5,n7").

1 'A"(n") state (vertically S) is shown to relax its energy
by more than 1 eV upon geometry optimization. The main
variations are obtained in the pyrone ring (up to —0.13 A)
and in the C=O bond length (0.16 A). Although the
1'A"(n7") minimum belongs to the S; hypersurface, the fi-
nal T, value is near 0.3 eV higher in energy than the com-
puted and measured band origin for 2 'A’(7r7"). Therefore
the n7" state it is not a plausible candidate for the fluores-
cence, which is better attributed to the 77" state. To support
the assignment we cannot rely on the dependence of the re-
corded fluorescence emission on the solvent polarity, which
is not clear in psoralen. Nevertheless, it is possible to support
the assignment by comparing intrinsic fluorescence lifetimes.
In principle, no experimental lifetimes have been reported,
but from our computed radiative lifetimes, 74 ns for
2'A"(w7") and 3 s for 1'A"(nm"), and the experimental
fluorescence quantum yield (0.016),” they can be deduced as
1.2 and 72 ns, respectively. Taking into account that the re-
ported measurements were performed at time resolutions not
lower than 2 ns,” the lack of measured lifetimes points out
to a preferred assignment to the (77") S, state, with a faster
fluorescence decay. Certainly, studies at a higher time reso-
lution would be desirable.

The 13A’ (77" state is clearly protagonist of the phos-
phorescence. A band origin computed at 2.76 eV perfectly
relates to the observed value in solution at 2.72 eV.”’ The
change in geometry calculated from the ground state mini-
mum is here more pronounced, in particular, at the pyrone
ring, while the relaxation in energy reaches nearly 0.5 eV
(cf. Fig. 4). The largest structural change is computed for the
C3—-C, bond of the pyrone ring, which enlarges upon absorp-
tion and further relaxation by near 0.13 A. The computed
spin population, displayed in Fig. 5, is mainly placed on each
of the carbon atoms forming the bond. In that way, psoralen
becomes highly reactive in its lowest triplet state through its
pyrone C3—C, bond. This finding is the cornerstone of the
photophysics of psoralen, which has been repeatedly pro-

J. Chem. Phys. 124, 1 (2006)

1PA" (nn*) 1PA" (nn*)
®
&%
S YR
23A" (nn*)

FIG. 5. Spin density for the low-lying triplet states in psoralen computed at
the ground state optimized geometry.

posed to take place through a reactive triplet state, and it is
also in agreement with the structure proposed for the phos-
phorescence band, mainly based on the intense vibrational
progression corresponding to a C=C stretching mode in the
pyrone moiety.l7 The computed phosphorescence radiative
lifetime is 28 s, slightly higher than those estimated experi-
mentally from the quantum yield and the total relaxation
time, 5 and 8 7% For the 2 *A"(77") state the spin popu-
lation is placed mainly on the carbon atoms forming both
C=C bonds, that is, C3—C, (pyrone) and C}—C} (furan).

C. Photophysics of psoralen

Since the phototherapeutic properties of psoralen initiate
by irradiation with light of wavelengths of 320-400 nm
(3.87-3.10 eV), the only state which will be significantly
populated by direct absorption is the spectroscopic
2 'A'(7r7r*)S| singlet state. The excited molecule will evolve
towards the minimum of S, from which fluorescence will
take place. The recorded phosphorescence/fluorescence
emission ratio of 7.1 (Ref. 27) emphasizes the role of the
triplet states in the photophysics of the system. That is, the
lowest-lying triplet 1 *A’(77")T, must be populated, either
by direct absorption or by means of an effective intersystem
crossing mechanism. 7 state lies much lower in energy than
the S state, both vertically (=0.6 eV) and adiabatically
(=1.2 eV). The occurrence of direct interaction between
both vertical states is unlikely, and therefore another mecha-
nism has to be found, involving probably population of
higher-lying triplet states continued by internal conversions
towards 7. In order to populate a triplet state by direct ab-
sorption, the spin-orbit coupling between the initial ground
state and any of the low-lying triplet states should be quite
large. The qualitative El-Sayed rules® indicate that the spin-
orbit coupling is maximum between states of 77" and n7"
types and minimum between states of the same nature. The
spin-orbit matrix element between the ground S, and the
low-lying 13A"(n7") state is computed to be 47 cm™, a
large value that leads to a small combined oscillator strength
of 5% 107 for the corresponding spin-forbidden transition.
The high phosphorescence quantum yield requires, however,
a much more efficient procedure to populate 7, and there-
fore an intersystem crossing (ISC) must be involved in the
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photophysics. There are two necessary conditions for an ef-
fective ISC to take place: low energy gap and high spin-orbit
coupling between a singlet and a triplet state. If the initially
populated state is 2 A’ (7)., the nonradiative decay to a
triplet state must occur along the relaxation pathway of .Sy,
starting from the Franck-Condon region (ground state geom-
etry), and in close vicinities of a singlet-triplet crossing. Ana-
lyzing the vertical energy differences between the S; and the
triplet states, the gaps are quite large, while the spin-orbit
coupling (SOC) elements are small. For instance, the largest
SOC, 3 em™, occurs between 2 'A’(7r77"), that is, Sy, and
134" (n7"), vertically T;, which are separated by 0.87 eV. A
similar value of 10 cm™! was obtained at the DFT/MRCI
level.* Other gaps and couplings studied at the Franck-
Condon region are of minor importance. In order to fully
understand the intersystem crossing mechanism responsible
for the population of the reactive T state in psoralen, the
relaxation pathways of the energy should be computed,
searching for regions with near degeneracies or crossings
between the S; and friplet states having also large SOCs.
These studies are the object of our future research.

IV. SUMMARY AND CONCLUSIONS

In the present research the photophysics of psoralen has
been studied using quantum-chemical methods through the
multiconfigurational second-order perturbation procedure
CASPT2, employing high-quality ANO-type one-electron
basis sets. Optimized geometries for the low-lying singlet
and triplet states, energy differences, and state and transition
properties provide us with important information to under-
stand the excited state structure and the absorption and emis-
sion processes taking place upon irradiation of the molecule.
The absorption spectrum of the system has been studied by
computing vertical excitation energies. A low-lying .S; singlet
excited state of 77" character with a benzenelike nature is
shown to lie at the energies in which the molecule is irradi-
ated in phototherapy. This state is also proven to be respon-
sible of the recorded fluorescence in different media by com-
puting the emission properties and comparing them to the
experimental measurements. Regarding the triplet state struc-
ture, a Ty (7'") state is computed at low energies as respon-
sible for the strong phosphorescence of the system. Analysis
of the energy gaps and spin-orbit couplings at the Franck-
Condon region suggests that the process responsible for the
population of T} does not take place vertically and most
probably it occurs along the relaxation path on the S; hyper-
surface. The study of the proper regions for favorable inter-
system crossing requires the calculation of minimum energy
paths and singlet-triplet crossings. On the other hand, the
suggested role of the S, (n7")-type state in the mechanism,”’
based on the assumption of the traditional proximity effect™
between singlet 77" and n7r" states, is unlikely. This type of
reasoning is always based on vertical gaps, while modern
photophysics is based in most of the cases on nonadiabatic
processes along the energy relaxation paths.%"w’ 4 Finally,
the reactivity of psoralen in its T state and the suggested
role of such state in phototherapy are rationalized in terms of

J. Chem. Phys. 124, 1 (2006)

the computed spin density distributed on the two carbon at-
oms of the pyrone ring C3—C,4 bond, which varies from a
double- to a single-type character.
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Abstract

The efficient population of the low-lying triplet 7x” state of psoralen is studied with the quantum chemical CASPT2 method. Minima,
singlet-triplet crossings, conical intersections, and reaction paths on the low-lying singlet and triplet states hypersurfaces of the system
have been computed together with electronic energy gaps and spin—orbit coupling terms. A mechanism is proposed, favorable in the gas
phase, for efficient deactivation of the initially populated singlet excited nr” state, starting with an intersystem crossing with ansn- triplet
state and evolving via a condcal intersection toward the final lowest-lying mn” triplet state, protagonist of the reactivity of psoralen.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nowadays, phototherapy and, in particular, photoche-
motherapy, is the most important healing strategy to fight
against many skin diseases, and its ability to treat disorders
as tumors and ocular degenerations is increasing [1-3].
Research on convenient photosensitizers able to trigger
the therapeutic process upon light absorption on specific
tissues but becoming inactive in the dark is highly neces-
sary in order to enhance the efficiency of the technique.
For this purpose, the understanding of the exact photo-
chemical mechanism responsible for the therapeutic activ-
ity becomes crucial. Psoralen is the parent molecule of a
family of heterocyclic compounds named furecoumarins
which are frequently used, in cenjunction with near UV-
A light (320400 nm), as photosensitizers in the treatment
of common skin illness as pseriasis and vitiligo [1,3-7,
8,9]. Two mechanisms have been proposed to account for
the phototherapeutical activity of furocoumarins. The so-
called PUVA (Psoralen + UV-A radiation) therapy is
assumed teo invelve a [2+ 2]-photocycloaddition of the
psoralen derivative (typically 8-methoxypseralen) with a

" Corresponding auther, Fax: +34 963543156,
E-mail address: Luis.Serrano(@uv.cs (L. Serranc-Andrés).

0009-2614/§ - see front matter @ 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016f.oplett.2006.11.086

thymine base of DNA, forming monoadducts and diad-
duets that link and cross-link DNA strands interfering with
the genetic activity of the proliferating cells [1,4,6,3]. An
alternative mechanism is known as photodynamic therapy
(PDT) and consists of the psoralen-mediated generation of
singlet molecular oxygen after energy transfer to ground-
state triplet oxygen. The highly reactive singlet oxygen
may later damage target tissues just in the regions where
the photosensitizer, here a furocoumarin, has been irradi-
ated with specific UV light [1,10,11]. The predominance
of one or the other mechanism in the therapeutic activity
of psoralens is a guestion under research from different
viewpoints. In order to get some insight into the problem,
the primary photochemical step common to both mecha-
nisms, i.e. the efficient population of the low-lying triplet
state of furccoumarin, has to be elucidated. Such state
has been suggested as the key precursor in the reactivity
with thymine, as well as the donor species in the energy
transfer to triplet oxygen [12,13].

In previous quantum chemical studies important aspects
of the photophysics of psoralen were established [14-16].
The only state significantly populated by direct absorption
at the wavelengths used in the therapy (320400 nm, 3.87-
3.10 ¢V) was proved to be the bright spectroscopic 2'A’
(nr"} S, singlet state (hereafter S,). The excited molecule
will certainly evolve along the S, hypersurface to reach
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the state minimum, from which fluorescence has been mea-
sured. The reported high phosphorescence/fluorescence
rate, 7.1 [17], can however been only explained if an effi-
cient transfer of the energy has occurred from the initially
populated S, state toward the low-lying T, (hereafter T,)
triplet state. The mechanism for the energy transfer is not
known. It was shown previously [14,15] that the lowest-
lying triplet state 1A’ (nn”) T, cannot be populated by
direct absorption, considering the low oscillator strength
computed for the corresponding transition when consider-
ing spin-coupling effects. The only alternative is the state
population via a direct intersystem crossing (ISC) process
from a singlet state or indirectly through an internal con-
version (IC) from a higher-lying triplet state which was pre-
viously populated by an efficient ISC. The goal of this
communication is to explore possible mechanisms for pop-
ulating psoralen T, state in efficient ways. Reaction paths,
energy gaps, spin—orbit coupling values, and the location of
different singlet—triplet crossings and conical intersections
will be obtained for such an analysis, performed at the sec-
ond-order perturbative multiconfigurational level of calcu-
lation using the CASSCF and CASPT2 methods.

2. Computational details

The ab initio multiconfigurational CASSCF method has
been employed throughout in all geometry optimizations
performed in the present research, including minimum
energy paths (MEPs), computed as described elsewhere
[18]. An active space of 14 electrons and 13 active orbitals
was employed, comprising the © structure of the molecule
plus the exocyclic oxygen lone-pair. The selection was per-
formed based on previous experience [15] and control
restricted active space (RAS) SCF calculations. The two
lowest m orbitals and electrons were treated as inactive
because of their minor contribution to the description of
the low-lying excited states. At the CASSCF computed
geometries, electronic energies have been obtained by using
the multiconfigurational second-order perturbation
approach, CASPT2 [19], a general quantum chemical
method which has repeatedly proved its accuracy, in partic-
ular to compute excited states [20-26]. The imaginary level-
shift technique was employed in order to prevent the possi-
bility of intruder states. A shift parameter of 0.3 au was
selected after checking the stability in the excitation energies
[27]. The carbon and oxygen 1 s core electrons were kept
frozen in the second-order perturbation step. The CAS state
interaction method (CASSI) [28] was used to compute tran-
sition properties, including the spin—orbit coupling (SOC)
elements between selected states as described elsewhere
[25,26,29]. Nonplanar structures and different one-electron
basis sets were explored during the study, although the final
results presented here are constrained to the C; symmetry
point group and use atomic natural orbital (ANO-L) type
basis set contracted to C, O [4s3pld]/H [2s1p] [30]. All cal-
culations in the present paper were performed with the
Morcas-6.0 quantum chemistry software [31,32].

3. Results and discussion

The bright spectroscopic 2'A’ (rn”) S, singlet state in
psoralen, lying vertically at 3.98 eV at the CASPT?2 level,
is populated by direct absorption [15]. From this state it
is necessary to establish how the most favorable transfer
of the energy to the triplet manifold can take place. An effi-
cient ISC process require both small singlet-triplet (S-T)
energy gaps and large spin—orbit coupling (SOC) between
the populated S, state and the corresponding triplet state.
At the ground-state Franck—Condon (FC) geometry none
of these conditions seems to be simultaneously fulfilled.
Whereas the smallest computed S-T energy gaps relate to
nn’-type singlet and triplet states (13A’ (Tp): —0.71 eV;
A’ (Ty): —0.43eV; 3°A’ (T3): 0.10eV, and 4°A/(T,):
0.11 eV [15]), the SOC terms are always extremely small,
in agreement with the qualitative El-Sayed rules and previ-
ous DFT/MRCI calculations [14]. On the contrary, the
coupling is larger between S, and the lowest triplet nn”
13A" (T,) state, 3ecm™! (CASPT2) or 10cm™' (DFT/
MRCI) [14], although the vertical S-T gap is too high,
0.87 V.

The possibility that should be explored is to consider
that the nonradiative decay to a triplet state should occur
along the S, relaxation pathway. A minimum energy path
(MEP) on the S, state hypersurface was built from the FC
geometry. Along the initial steps of such a costly calcula-
tion the T, (nm’) state, while it remains with the largest
SOC terms with S, increased its energy with respect to
the latter state almost 0.2 eV. It was therefore concluded
that no efficient ISC could be expected along the main
relaxation path, and that the S, state quickly reaches its
own minimum, (S, )y, Without crossing T, or T,. Fluo-
rescence (F) band origin has been measured at 3.54 eV,
and our computed result, 3.59 ¢V, relates the emission to
the lowest (nn’) singlet state minimum, (Se)vm [15].

Another mechanism to deactivate the S state nonradi-
atively should be found. The most favorable ISC process
can be expected to occur when S, and T, hypersurfaces
cross. At the (S.)vmv geometry the T, state lies above the
S, state at 1.24 eV. In order to find the structure corre-
sponding to the crossing we performed a linear interpola-
tion in internal coordinates (LIIC) from (S )mmn to the
minimum of the 1'A” state, (S,)ym, a geometry where
the T, state is clearly lower in energy (0.51 eV) than the
S state. Fig. 1 displays the computed energies and SOC
terms for the low-lying excited, two singlet and five triplet,
states along the described LIIC path in psoralen. The S,
T, gap is shown to decrease until both states cross shortly
after point 2. In the meanwhile, the SOC elements increase
to around 10 cm™!, suggesting a very favorable situation
for an efficient ISC process. With respect to (Sq)yan, the
barrier to reach T, has been computed to be 0.4 eV, an
energy that can be considered an upper bound for the most
favorable path. In order to determine more accurately the
S-T crossing region, point 2 of the LIIC was used as initial
geometry to initiate a search at the CASSCF level for a sin-
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Fig. 1. Computed CASPT2 enerpies for the low-lying excited states of psoralen along a linear interpolation of internal coordinates (LIIC) from S, 1o S,
minima. Solid and dashed lines represent singlet and triplet states, respectively. Energy gaps (AE) and spin orbit coupling (SOC) terms between S, and T,

at the interpolated peometries are also included.

glet-triplet crossing (STC) between S, and Ty, (So/T)x As
expected, the main change in geometry from the minimum
of S, to the optimized structures of S,, or T, (see also Ref.
[15]) is related to the length of the C=0 bond, much larger
(=0.15 A) for the nr" states. It is not surprising that the
STC structure displays an intermediate value of 1.220 A,
The SOC term in STC is computed as 6.4 cm ™. The barrier
from (S )my to (S+/T,)x was computed as 0.36 eV at the
CASPT? level, and represents the excess energy required
for the ISC process to take place.

Once the T, state is efficiently populated through a favor-
able ISC mechanism, it will quickly evelve towards the
nearby energy minimum, (Tomms placed 0.11 eV below
(85+/T.)x. As observed in Fig. 1, at those geometries T, is
the second excited triplet state, and it can be expected that
the energy follows a pathway for faverable internal conver-
sion (IC) toward the low-lying T, state. Actually, we have
found a conical intersection ( T,/ T,)c placed almost isoener-
getic with (T, )ymy. An efficient IC will therefore take place
transfering the population to T, which will subsequently
evolve to its own minimum, (Tr)mmy, from where phospho-
rescence (P) may take place. The computed adiabatic emis-
sion, 2.76eV, is in goed agreement with the measured
value of 2.7eV [17]. Regarding the computed geometries,
the C=0 bond length undergoes the most important
changes, enlarging from 1.346 A at (T to 1.372 A at
the conical intersection (T,/T,)c;, and becoming much
shorter, 1.198 A, at (Tnm, in accordance with the ot
an” nature of the excited states as desoribed previously [15].
Fig. 2 displays a scheme, based on quantum chemieal calcu-
lations, summarizing the photochemistry of psoralen.

Consequences of breaking the planarity of the molecule
were explored here at different levels, but geometry optimiza-

T

1.26 eV
e

0.39eV T

" IsC
SOC~10em

Fig. 2. Scheme of the gas-phase photochemistry of psoralen based on
quantum chemical CASPT2 caloulations. Energles are referrad to (Sohumy.

tions always led to planar minima for the different states. The
relevance of out-of-plane displacements for the relaxation of
the 8, state has been emphasized recently [16], together with
the enhancement of the SOC terms between low-lying S, and
T, states by vibronic coupling effects invelving out-of-plane
modes, as an alternative mechanism for efficient ISC [33].
‘With information at hand, both mechanisms have to be
viewed as competitive. Taking into account that x” states
tend to destabilize in polar solvents [14], the (T,}-mediated
mechanism here proposed will surely decreaseitsimportance
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in polar media, remaining a plausible candidate for the effi-
cient population of the low-lying T, triplet state in the gas
phase. Further work will be focused on the comparison of
barrier heights and ISC efficiency at selected structures in
order to determine if one or the other mechanism are preva-
lent or competitive in furocoumarin photochemistry.

4. Summary and conclusions

The population mechanism of the low-lying T, state of
psoralen, protagonist of its action as a photosensitizer, has
been studied theoretically after the initial UV irradiation
of the spectroscopic S, state of the system (see Fig. 2). Accu-
rate ANO-type one-electron basis sets and the multiconfig-
urational second-order perturbation CASPT2 method have
been employed. Analysis of the obtained energy differences,
barrier heights, energy minima, hypersurface crossings, and
spin—orbit coupling terms among the different electronic
states indicates that the system, after evolving toward the
S, energy minimum, may surmount a barrier of 0.36eV
and reach a S-T crossing between S, and the low-lying trip-
let nn” state, (S#/Ty)x. SOC terms close to 10 cm™! have
been obtained pointing to an efficient ISC process in the
neighborhood of the crossing region. Once the T, state
has been populated, an ultrafast decay toward the low-lying
T, state may proceed through the conical intersection (T,/
Tr)cr, transfering the energy to the T, energy minimum
from which the psoralen molecule may emit (phosphores-
cence) or react.

In summary, the invoked proximity effect model for the
fluorescence quenching of psoralen involving the coupling
of nn” and nn” states and based solely in terms of vertical
energy gaps [4,34] is reformulated here by considering
hypersurface crossings and nonadiabatic radiationless reac-
tions. The depopulation of S, is suggested to take place far
from the FC region through a S-T crossing with the T,
(nm") state, undergoing an efficient ISC as suggested by
the high spin-coupling terms. Studies are in progress to
analyze competitive mechanisms involving vibronic spin—
orbit coupling effects.
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Appendix A. Supplementary data

Cartesian coordinates of the optimized geometries as
computed in the paper. Supplementary data associated
with this article can be found, in the online version, at
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The population of the lowest triplet state of thymine after near-UV irradiation has been established, on the
basis of CASPT2//CASSCF quantum chemical calculations, to take place via three distinct intersystem crossing
mechanisms from the initially populated singlet bright lzzz* state. Two singlet—triplet crossings have been
found along the minimum-energy path for ultrafast decay of the singlet state at 4.8 and 4.0 €V, involving the
lowest nze* and 3mr* states, respectively. Large spin—orbit coupling elements predict efficient intersystem
crossing processes in both cases. Another mechanism involving energy transfer from the lowest 'nar* state
with much larger spin—orbit coupling terms can also be proposed. The wavelength dependence measured for
the triplet quantum yield of pyrimidine nucleobases is explained by the location and accessibility of the

singlet—triplet crossing regions.

Introduction

Triplet states are frequent intermediates in different types of
photoinduced reactions.! Both their usual diradical character and
their long lifetimes make them reactive species prone to interact
with other systems. Among the most important reactions
involving triplet states, those related to DNA/RNA purine and
pyrimidine nucleobases have undoubtedly attracted more at-
tention, in particular the photodimerization of pyrimidine
nucleobases, considered to be the most frequent mutation taking
place after UV light irradiation.”™ The proposed mechanisms
normally suggest photoexcitation of a molecule to a singlet state
followed by population of a triplet state by an intersystem
crossing mechanism (ISC) and subsequent reaction of the triplet
state of the nucleobase monomer with a second molecule in
the ground state.2? Tn particular, the presence of the iriplet state
of thymine in solution has been observed by using different
experimental techniques, such as flash photolysis,® whereas
specific triplet quenchers and external photosensitizers have been
used in its population. 23*~8 1t is surprising that, despite extensive
work and frequent claims of triplet-state involvement in the fast
relaxation processes of nucleobases, in particular for thymine,?
the actual mechanism for triplet-state formation in these systems
is only now starting to be elucidated We have recently presented
a unified model for the rapid internal conversion {(IC) of the
singlet excited pyrimidine nucleobases uracil, thymine, and
cytosine, | where the observed ultrafast decay component, both
in the gas phase and in solution, can be interpreted in terms of
the barrierless character of the minimum-energy path (MEP)
associated with the lowest singlet state of z* type toward a
conical intersection (CI) with the ground state, as it has also
been reported for adenine.!' 13 Secondary decay paths involving
the lowest 'na* state and even a higher Ywr* state have also
been identified >!? Starting then from the known characteristics
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of the main deactivation paths—singlet—singlet ICs—it is
possible to analyze how the lowest triplet state can be reached
efficiently.

The triplet-state population may proceed via endogenous or
exogenous photosensitization from other triplet species or by
efficient intersystem crossing (ISC) from the initially photo-
excited singlet state. There are three couplings enabling the spin
flipping mechanism, which enhances the efficiency of the ISC
process: solvent-induced spin or spin—lattice relaxation, hy-
perfine coupling, and spin—orbit coupling (SOC).! Whereas the
first and second mechanisms are only relevant in the presence
of paramagnetic impurities and in polyradicals with distant
magnetic centers, respectively, SOC predominates in most
photoinduced processes, especially for organic and bioorganic
compounds. SOC terms near 0.1—5.0 cm ™! have been consid-
ered large enough to yield fast ISC energy transfer.! In any case,
and considering that the primary step of the photochemical
process after light absorption basically involves population of
the lowest singlet excited state (S1), it is necessary to find those
channels for energy deactivation and transfer in which the lowest
triplet excited state (T1) can be rapidly and efficiently populated
through an ISC mechanism. For simplicity, early studies at the
ab initio!*1* level estimated ISC rates by computing SOC
elements between singlet and triplet states at the Franck—
Condon (FC) geometry. The well-known qualitative El-Sayed
rules!f to evaluate the coupling between zzz* and nir* states in
organic molecules, the largest between alike states and forbidden
otherwise, were formulated on those grounds. Efficient ISC
requires however simultaneous small singlet—triplet energy gaps
and large SOC elements at appropriate geometries. Since product
formation in the ground-state hypersurface is very fast and does
not allow major conformational changes, it is the geometry of
the triplet state yielding more favorable [SC that determines
the ratio of the final products.! Nowadays, it is possible to locate
regions of close degeneracy between the states, singlet —triplet

© 2007 American Chemical Society
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TABLE 1: Computed Spectroscopic Properties for the
Low-Lying Singlet and Triplet Excited States of Thymine at
the CASPT2//CASSCF(14,10)/ANO-S C,N,0[3s2p1d]/H[2s1p]
Level of Calculation

vertical transition (eV)
state  CASSCF  CASPT2"

band origin (T., eV)
CASSCF  CASPT2 Trad

nom®P 541 477(0004)  4.23 405 2501ms
o) 652 489(0.167)  6.07 449 9ns
w®) 736 594(0.114)

(™) 395 359 299 287 17ms
(ner®? 521 475 384 393

(™) 58 5.4

“ Oscillator strengths in parentheses. ® Involving basically O (in the
ortho position with the methyl group).

crossing regions, and compute there the SOC elements, com-
bining the two required conditions for efficient ISC. As
compared to IC, taking place essentially in small regions where
the seam of CIs becomes accessible, the sectors of the potential
energy hypersurfaces for effective ISC are more extensive. Large
efforts have been devoted in previous years to the determination
of CIs for IC processes in singlet states.!” The purpose of this
Letter is to analyze, on theoretical grounds, the mechanism of
population of the lowest triplet state of thymine, as we performed
recently for cytosine'® and uracil,'® and rationalize the experi-
mental findings on the basis of the singlet—triplet crossings
(STCs) occurring along the major deactivation path responsible
for the rapid IC process detected in the molecule. Thus, we
address here three main questions: Can the intrinsic population
of the lowest triplet state in thymine take place in vacuo? Can
the thymine triplet state be expected to have a larger quantum
yield of formation (¢rsc) than that of the other nucleobases?
And, what is the molecular basis for the wavelength dependence
of ¢1sc?® For this purpose, high-level ab initio methods are
applied within the framework of the current theoretical paradigm
for nonadiabatic photochemistry.!” Since the calculations have
been performed in vacuo, without the explicit consideration of
solvent effects, the answer provided here can be regarded as a
characteristic molecular property of the thymine system, which
might be expected to be somewhat disturbed by the specific
environment it is exposed to in solution, in solid, or in vivo.

Computational Details

The present calculations include CASSCF geometry optimi-
zations, minimum-energy paths (MEP), and conical intersection
and singlet—triplet crossing searches, followed by multicon-
figurational perturbation theory, CASPT2, calculations at the
optimized geometries. Spin—orbit coupling terms and transition
dipole moments have also been computed. The final results
involve an active space of 14 electrons distributed in 10 orbitals,
CASPT2(14,10)/CASSCF. Other active spaces were employed
in the optimization procedures, following a strategy which was
proved successful previously. A one-electron basis set of the
ANO-S type contracted to C,N,O[3s2p1d])/H[2s1p] was used
throughout. More detailed technical aspects of the calculations
can be found in our previous papers'®7'2%19 and in the
Supporting Information. All of the calculations reported used
the quantum chemical methods implemented in the MOLCAS
6.0 package.?®

Results and Discussion

From thymine ground state and upon near-UV absorption at
the FC region, most of the population reaches initially singlet
excited states, and in particular, as listed in Table 1, it is the

J. Phys. Chem. B, Vol. 111, No. 41, 2007 11881

transition to the !(zzr*) HOMO (H) — LUMO (L) (hereafter
HL) excited state at 4.89 eV, which has the largest oscillator
strength up to 6 eV, 0.167. The ultrafast nonradiative decay
undergone by thymine in the fs range,*’-* can be rationalized
by the barrierless character of the path leading from the FC
region toward a CI seam with the ground state, (gs/lam*)CL as
we reported previously,'® and it is shown also here in Figure 1
Unlike simple geometry optimizations, the use of the MEP
technique guarantees the absence of energy barriers along the
lowest-energy path. The structure of the CT at the end of the
MEP can be characterized as ethene-like, involving combined
stretching and twisting of the ethylenic bond.1 The presence
of an accessible CI also explains the low fluorescence quantum
yield (~¢r = 107%) detected for thymine with a band origin at
4.5 eV in water.”® This weak emission can be related to the
presence of a high-lying planar !(zzzx* HL) minimum computed
adiabatically from the ground state at 4.49 eV, whereas a
nonfluorescent !(noz*) minimum is found at 4.05 eV (see Table
1) with a minor contribution to the emissive properties.
Measured fluorescence radiative lifetimes, 7—8 ns both for uracil
and thymine,? also agree with our estimation, 9 ns, and confirm
the '7zr* nature of the fluorescent state. Similar vertical and
adiabatic energy values have been found at other levels of
theory.10:24-26

The efficient population of the triplet manifold should take
place essentially along the main decay process on Sy Y(zrzr* HL).
As seen in Figure 1, along the !(zizr* HL) state MEP, and apart
from the occurrence of a CI with the '(nosr*) singlet state, it is
clear that two singlet—triplet crossings (STC), and therefore two
ISC processes, take place, at 4.8 eV with the *(nom*) triplet
state, Cnom*/twn*)stc, and at 4.0 eV, further along the
relaxation path and near the ethene-like CI with the ground state,
directly with the lowest 3(zzr*) Ty triplet state, Cor*/lra*)s1c,
a structure displaying the same type of screw-boat puckered
geometry with a stretched and twisted double bond Cs=Cs as
that at the (gs/'r*)cr CL Figure 2 includes a scheme describing
the population of Ty based on our CASPT2 calculations and
three possible mechanisms proposed to explain the overall
intersystem crossing process. A similar framework was found
for uracil,'® although in thymine, the two ISC processes
explained so far have similar SOC terms, near 8 cm™!, and
therefore, a comparable efficiency should be expected. Ad-
ditionally, the profile of the computed MEP in Figure 1 suggests
that, despite the ultrafast decay along the singlet state, the lower-
energy ISC mechanism may enhance its efficiency with respect
to the other nucleobases, resulting in larger quantum yields
because the region for the energy transfer near to the end of
the MEP seems to be much more extended.

Regarding the higher-energy ISC process, once the 3(nos*)
triplet state has been populated, a MEP on such a state leads
directly to its energy minimum,}(no7* )y, placed at 3.93 eV
adiabatically from the ground state (see Supporting Information).
Basically degenerated, we have located a conical intersection
connecting the triplet states 3(noz*) and 3(zwsr*), favoring the
population switch toward the lowest 3(zizr*) state. Another
computed MEP on the T; hypersurface leads from Cnom*/
3qm*)cr to the }(zzr) state minimum (see Supporting Informa-
tion). This type of zr*Aazr* ISC mechanism via an interme-
diate nzz* state, claimed frequently in older literature without
the support of hypersurface searches, can be confirmed here as
favorable, as it has been recently reported for uracil' and other
biological chromophores such as isoalloxazine?” and psoralen.?®
Both mechanisms described here can, in any case, contribute
to the overall population of the lowest triplet state. In principle,
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Figure 1. Evolution of the ground and lowest singlet excited states for thymine from the FC geometry along the !(7ex* HL) MEP computed at the

CASPT2/CASSCF(14,10)/ ANO-S C,N,0[3s2p1d]/H][2s1p] level.

EleV

(@8hin
Figure 2. Scheme, based on CASPT2 results, of the photochemistry of thymine focused on the population of the lowest-energy triplet state.

in different environments, such as in polar solvents, it is expected
that the na*-type excited state will destabilize with respect to
-type excited states.? Despite those effects, both singlet and
triplet ng7*-type states are estimated to lie in the solvent below
the !(zzzr* HL) state at the FC geometry,2¥ guaranteeing the
existence of the STC crossing upon decay along the '(szse® HL)
state. The reported wavelength dependence on the intersystem
crossing quantum yield in nucleobases can be understood by
the location of the two STC crossing regions and their
accessibility upon the initial excitation conditions. In the case
of thymine, the value increases from 3.9 x 1073 at 280 nm
4.43 eV) to 5.2 x 1072 at 240 nm (5.17 eV).2 %

Recently, Hare et al. reported the presence of a second
deactivation path in pyrimidine nucleobases in solution via a
low-lying dark intermediate state attributed to the singlet
!(no*). In order to explain higher triplet quantum yields in
pyrimidine than that in purine nucleobases, a small fraction of
the state population is suggested to undergo an ISC process
toward the lowest triplet state. In our results, as well as in
previous theoretical studies,!*?435 the presence of the low-lying
(nmae*) state is confirmed, lying almost isoenergetic with the
lowest ethene-like (gs/m*)c1 CI near 4.0 €V. The !(now* ) state
may then be related to the observed dark state. Additionally,
we have found that, as both singlet and triplet P(nom*) states
have almost parallel hypersurfaces because of the typical small
singlet—triplet splitting of na*-type states, near degeneracy
situations with the lowest (ms*) state are equal to both states
(see Supporting Information). Therefore, close to the {fmsr/

50C~Bem! S0C - 61 m*t
), | Chom )| nringe) o s
P ™ ek g o,
(48 ] |
™
hv SOC - §sem’! ' "

R )
(gsi'mn’)e

SOC ~2em!
1gsFan)sre

(@8)n

*no*)er CI, we have found a singlet—iriplet crossing (*sar*/
lnoﬂ*)s-n;. The large computed SOC terms, ~61 cm’l, guar-
antee also an efficient ISC process in the region, confirming
this mechanism as relevant for the overall process.

Finally, the lowest iriplet state is populated by any of the
previous ISC processes and reaches its minimum, as proved by
the computed MEPs (see Figure 2). At the state minimum,
(" Yins the molecule displays a distorted structure with aring
deformation, including the dihedral angle C;N,CgCs as 44° and
an increased bond length CsCg of 1.494 A. The high reactivity
attributed to this triplet state originates from its biradical
character on s and Cs. The minimum is placed at 2.87 eV
adiabatically (see Table 1) from the ground-state-optimized
minimum, a value somewhat lower than the 3.2 €V estimated
for the location of the triplet state for thymine mononucleotide
in aqueous solution and room temperature” and consistent with
previous theoretical determinations at around 2.8—3.0 ¢V.26 The
location of the triplet state in thymine is also lower than that in
the other pyrimidine nucleobases, computed adiabatically at 3.15
(uracil)®® and 3.04 eV (cytosine),!® an effect which can be
attributed to methylation.?! As a final aspect of the evolution
along the ftriplet manifold in thymine, we have located the
singlet—triplet crossing connecting the 3{zzz*} and the ground
state and mapped the MEP leading from such a STC toward
327t Y (€€ Supporting Information). The crossing is placed
near 3.0 eV from the ground-state minimum, which means that
there is abarrier of 0.13 eV (3.0 keal/mol) to reach (gs/3ma* )grc
from (7" Jrin. The molecule recovers the planarity there, and
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the computed electronic SOC is somewhat low, ~2 cm™,
predicting a long lifetime and a slow relaxation for the triplet
state, becoming therefore prone to react.

In summary, by means of CASPT2//CASSCF calculations
and by computing minimum-energy paths, minima, conical
intersections, singlet—triple crossings, and spin—orbit coupling
terms, we have identified three different intrinsic mechanisms
in which the population can be transferred from the initially
populated singlet }(zzz* HL) state to the triplet manifold through
respective singlet—triplet crossings (STC), which, in all cases,
can be reached in a barrierless manner on the hypersurface.
Along the '(7izr* HL) decay path, there are two STC at 4.8 eV,
Cnon*Mn*)se, and at 4.0 eV, Can*/mmn*)stc, both with
similar SOCs of 8 cm ™. In the former case, the population has
to switch from the 3(noz*) to the 3(zz*) state through a conical
intersection (Cnosr*A7* )cr. The suggested ISC process® taking
place from a less populated singlet (nos*) state toward 3(zzr*)
also occurs in the same region of the CI between the lowest
triplet states, enhanced by large SOC terms, ~61 cm ™. These
mechanisms are common to the other pyrimidine nucleobases,
at least uracil and cytosine. The observed wavelength depen-
dence of the intersystem crossing quantum yield in nucleobases
can be interpreted by the contribution of the three or just the
lowest-energy ISC mechanism.
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Additional computational details.

All calculations reported in the present contribution have been performed using the
CASPT?2//CASSCF protocol, in which geometry optimizations, including minima, surface crossings,
and minimum energy paths (MEP) were carried out at the multiconfigurational CASSCF level,
whereas electronic energy calculations used the second-order multiconfigurational perturbation
approach, CASPT2."*** MEP optimizations employed different active spaces: CASSCF(10,11),
CASSCF(12,9), and CASSCF(10,8) for MEPs on '(nn*), (non*), and *(mn*), respectively. Whereas
the full nr* active space comprises ten electrons in eight orbitals, three additional extra correlating m*
MOs, which had to be added to compute the MEP on Y(nn*) in order to balance dynamic correlation
effects. The nature of the orbitals does not essentially change along the optimization process. The final
CASPT?2 calculations at each of the optimized structures used an active space comprising 14 electrons
distributed in 10 orbitals. A more detailed discussion about the choice of the active space and its
consequences can be found in our previous study on DNA pyrimidine nucleobases.’ The employed
basis set was ANO-S C,N,O[3s2p1d])/H[2s1p]. The standard zeroth-order Hamiltonian was employed
in the CASPT2 calculations, which include an imaginary level-shift correction of 0.2 au in order to
avoid the presence of intruder states.® All calculations used the MOLCAS-6.0 set of programs.”

The MEP has been built as steepest descendent paths in a procedure8 which is based on a
modification of the projected constrained optimization (PCO) algorithm of Anglada and Bofill’ and
follows the Miiller-Brown approach.!” Each step requires the minimization of the PES on a
hyperspherical cross section of the PES centered on the initial geometry and characterized by a
predefined radius. The optimized structure is taken as the center of a new hypersphere of the same
radius, and the procedure is iterated until the bottom of the energy surface is reached. Mass-weighted
coordinates are used, therefore the MEP coordinate corresponds to the so-called Intrinsic Reaction

Coordinate (IRC), measured in au, that is, bohr-(amu)"/2

The full procedure is currently implemented
in the MOLCAS-6.0 package’ and its technical description has been published elsewhere.® As
mentioned above, at each optimized point of the MEP, CASPT2//CASSCF(14,10) calculations were
performed for the states of interest. The MEP search showed to be insensitive to different selections of
the step length.

In this contribution conical intersection searches were performed using the restricted Lagrange
multipliers technique as included in the MOLCAS-6.0 package’ in which the lowest-energy point was
obtained under the restriction of degeneracy between the two considered states.®

From the calculated CASSCF transition dipole moments (TDM) and the CASPT2 excitation
energies, the radiative lifetimes have been estimated by using the Strickler-Berg relationship,'' as
S2
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explained elsewhere.” The spin-orbit coupling (SOC) strength between selected states was computed

within the AMFI framework obtaining as the length of the spin-orbit coupling vector with the

algorithms implemented in the MOLCAS-6.0 quantum-chemistry program, as described previously.”®

A CASSCF wave function averaged over seven singlet and seven triplet states was used.

Table SI1 compiles selected bond lengths in thymine at different optimized geometries. Figure SI1

displays the evolution of the MEP from the singlet-triplet crossing (STC) Cnon*/' nn*)src reaching the

minimum (3no1t*)m;n. Figure SI2 includes the evolution of the MEP from the conical intersection

(3no'n:/31m*)c[, practically coincident with the minimum (3non*)min, to the minimum (%m*)mim Figure

SI3 displays the evolution of the MEP from the STC (gs/31m*)s-1-c reaching the minimum (31\:11:*)mm. In

all cases seven singlet and seven triplet states were included in the calculations, that were performed at

the CASPT2//CASSCF(14,10) level. Figure SI4 compiles the structures of the optimized singular

points reported in the present research.

Reference 7 of this Supporting Information corresponds to the complete Ref. 20 of the paper.
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Table SI1. Selected internal coordinates at the singular points computed for thymine.

parameters® os® ) Ino.m*)° cis)? Nmn)® Yno.m* ) CI(TY sTct
RON-C) 1370 1413 1.369 1.445 1.382 1.369 1.369 1.384
R(C,Ny) 1378 1.338 1.378 1.365 1.384 1.387 1.387 1.388
1.387 1.430 1.396 1.449 1.396 1.399 1.399 1.393
1.476 1.399 1.367 1.474 1.455 1.381 1.381 1.497
1.346 1.502 1.406 1.448 1.513 1.393 1.393 1.509
1.503 1.500 1.510 1.558 1.494 1.510 1.509 1.514
1.386 1334 1.404 1311 1.397 1.401 1.400 1.402
1.198 1.206 1.200 1.190 1.197 1.199 1.199 1.194
1.201 1.237 1.365 1.194 1.206 1.361 1.360 1.199
114.1 1152 114.7 114.0 115.0 1150 115.0 1148
127.2 1249 1222 1238 124.5 1207 120.7 126.7
1154 1177 123.0 1123 115.1 1222 1223 112.8
1176 1193 116.1 1104 1159 1163 1163 109.7
CCN)) 1226 1155 1192 119.0 119 119.7 119.7 109.2
ACoCsCy) 1184 1205 121.9 1059 1216 1216 121.6 114.7
(CN,Cy) 1233 1275 1248 1173 1209 1243 1243 1185
H(O,CNy) 1232 1173 1233 118.7 122.7 1232 1232 123.0
“(0,C,Ny) 120.5 115.0 1125 116.7 1203 1120 1119 1213
“(C,CC4Cs) 179.0 179.8 179.8 1186 166.5 179.0 178.9 137.1

SYANO-S
O[3s2pld)/H[2s1p]

*Bonds lengths (R) in A and angles (<) in degrees. See Figure | for atom labelling. "CASSCF(10,8)/ANO-S C,N,0[ 3s2p1d]/H[2s1p] level. ‘CASSCF(12
C.N,0[3s2pldJ/H[2s1p] level. ‘Cl(gs-!(m,n%)-CASSCE(10,11)/ANO-S CN,0[3s2p1d/H[251p] level. ‘CIC(no,n*)(m,n*))-CASSCF(12,9/ANO-S
level. 'STC(GS-*(n.1))-CASSCF(10,8/ANO-S C.N,O[3s2p1 dJH[2s1p] level.
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E +452/au

-0.95 T

MEP coordinate / au

Figure SI1. Evolution in thymine of the minimum energy path (MEP) from the singlet-triplet crossing
Cnom#/ nn*)stc reaching the minimum Chom*)min. CASPT2//CASSCF(14,10)/ANO-S

C.N,O[3s2p1d])/H[2s1p] level.
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E +452/au

-0.92

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MEP coordinate / au

Figure SI2. Evolution in thymine of the minimum energy path (MEP) along the 3(1'511*) state from the
conical intersection Cnom/*7n*)q to the minimum Crn*)min. CASPT2/CASSCF(14,10)/ANO-S

C,N,O[3s2p1d]/H|[2s1p] level of calculation.
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E+452/au
&
-1
3

MEP coordinate / au

Figure SI3. Evolution in thymine of the minimum energy path (MEP) along the 3(1':71") state from the
singlet-triplet crossing (gs/*nn*)src reaching the minimum *(77* ). Level of calculation:

CASPT2//CASSCF(14,10)/ANO-S C,N,O[3s2p1d]/H[2s1p].
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(37[7[*/3"75*)(3 (gs/zﬂz'n:*)STc

Figure SI4. Structures in the singular points computed for thymine.

S8

290



J.J. Serrano Pérez

Tesis Doctoral

-

ELSEVIER

Available online at www.sciencedirect.com

*s2* ScienceDirect

Chemical Physics 347 (2008) 422 435

Chemical
Physics

www.elsevier.com/locate/chemphys

Photosensitization and phototherapy with furocoumarins:
A quantum-chemical study

Juan José Serrano-Pérez, Luis Serrano-Andrés, Manuela Merchan *

Instituto de Ciencia Molecular, Universitat de Valéncia, Apartado 22085, ES-46071 Valencia, Spain

Received 11 July 2007; accepted 14 October 2007
Available online 22 October 2007

This article is dedicated to Prof. Wolfgang Domcke on the occasion of his 60th birthday. His work has been for us a splendid source of inspiration.

Abstract

The effect of electromagnetic radiation on biological objects extends from heating to complex photochemistry, and includes DNA
alteration, that properly modified in damaged cells may entail beneficial effects. In this regard, psoralen + UV-A (PUVA) therapy, in
which furocoumarins, psoralen-like chromophores, are used as photosensitizers and photoreactants with DNA bases, is one of the most
promising strategies against a plethora of diseases. Understanding the underlying photochemical mechanisms is crucial to design effective
drugs without undesired side effects. We have undertaken a quantum-mechanical study on the photophysics and photochemistry of
furocoumarins, analyzing firstly the most efficient way in which the lowest excited triplet state, as protagonist of the photosensitizing
action, is populated from the initially promoted singlet states, and secondly the basics of the formation of furocoumarin-DNA

photoadducts.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Photochemistry; Phototherapy; Furocoumarins; Intersystem crossing; Spin orbit coupling

1. Introduction

It was already in the X VI century that physicians started
to recognize the role that Physics and Chemistry could
have in the medical practice, and it is undoubtedly that
modern Medicine heavily relies on a legion of physical
and chemical techniques. Among the oldest but less
explored procedures, the field of phototherapy is presently
undergoing a fast and sustained growing [1]. The practice
consists in the employment of electromagnetic radiation
coupled with a drug, the photosensitizer. The absorption
of energy by this chromophore triggers a chain of photo-
chemical events with therapeutic consequences. The bene-
fits of sunlight on human health are known from
antiquity. Just to recall that Herodotus and Hippocrates

* Corresponding author. Fax: +34 963543274,
E-mail address: Manuela.Merchan@uv.es (M. Merchan).

0301-0104/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.chemphys.2007.10.011

pleaded for the use of sunlight to treat several diseases
[1]. Niels Ryberg Finsen, known as the father of photother-
apy, was the first who studied the technique scientifically,
and he was awarded with the Nobel Prize on Medicine
and Physiology in 1903 ““in recognition of his contribution
to the treatment of diseases, especially lupus vulgaris, with
concentrated light radiation, whereby he has opened a new
avenue for medical science” [2]. Since then a plethora of
diseases has been successfully treated by phototherapeuti-
cal procedures: psoriasis, vitiligo, jaundice, rickets, and
some sorts of cancer. Nowadays, phototherapy is indeed
considered a major therapeutic strategy for health care in
dermatology and has dramatically influenced the treatment
of many skin disorders. Not only does therapeutic photo-
medicine pursue the suppression of ongoing deterioration
processes, but also tries to prevent, modulate or abrogate
the pathogenic mechanisms causing the problem [3].
There are different phototherapeutic techniques [1].
Sometimes the chromophore is already present in the tissue

291



J.J. Serrano Pérez

Tesis Doctoral

292

J.J. Serrano-Pévez et al. | Chemical Physics 347 (2008) 422 435 423

and the phototherapy takes place naturally, e.g., the cure of
neonatal hyperbilirubinemia or the photoregeneration of
vitamin D, and this area is coined as phototherapy. Differ-
ently, in the treatment named photochemotherapy, a drug
is administered to act as a photosensitizer, a substance
which is harmless in the dark but active upon absorption
of radiation, typically ultraviolet, visible, or near infrared
light. Two basic photochemical mechanisms are responsi-
ble for the phototherapeutical activity. The photosensitizer
can directly react with DNA bases forming stable adducts
which interfere the genetic activity [4-7]. On the other
hand, the photosensitizer can transfer its excess energy to
molecular oxygen available in the cellular environment,
generating highly reactive singlet oxygen able to damage
target tissues. This type of protocol is known as photody-
namic therapy (PDT) [7-9]. A commonly accepted classifi-
cation of the photochemotherapeutic reactions comprises
three types of mechanisms. Types I and II correspond to
oxygen-dependent pathways for PDT activity, taking place
when light, in the presence of a photosensitizer and molec-
ular oxygen, induces a chemical reaction in a substrate
[7,8,10,11). In type I reactions, the photoactive compound
in its triplet state promotes an electron transfer reaction
to molecular oxygen, leading to the formation of O,
OH, or HO; radicals. Type II reactions correspond to
energy transfers from the triplet state of the photosensitizer
to dioxygen, generating the reactive 1Ag excited state [8].
All these intermediate species later interact with compo-
nents of the cell membrane and may lead to cellular dam-
age that eventually contributes to skin photosensitization,
mutation, error-prone DNA repair, and carcinogenesis
[7,10,12,13]. In contrast to the previous mechanisms, oxy-
gen-independent type III reactions seem to lead to direct
photobinding between the photosensitizer and the DNA
base monomers [14,15].

Furocoumarins (also named psoralens) are a class of
heterocyclic compounds with a known phototherapeutic
activity that takes place via the three described mechanisms
[16]. These systems have been found to possess mutagenic
properties when applied in conjunction with near UV-A
light (320-400 nm) exposure [5-7,17-21]. The treatment
coined psoralen + UV-A (PUVA) therapy has been specif-
ically designed to treat different skin disorders such as
psoriasis and vitiligo [23-26]. The use of plants rich in fur-
ocoumarins constitutes a therapy known since many centu-
ries ago that was employed in ancient India and Egypt to
treat leukoderma and vitiligo [19]. In 1834, Kalbruner iso-
lated 5-methoxypsoralen (5-MOP) from bergamot oil, and
Abdel Monem El Mofty actually made a breakthrough
employing 8-methoxypsoralen (8-MOP), which had just
been isolated by Fahmy, to treat vitiligo in the 1940s. In
1953, Lerner, Denton and Fitzpatrick, and later Parrish
[24], published studies of the treatment of both psoriasis
and vitiligo with 8-MOP coupled with UV-A radiation.
In the 1950s, 8-MOP was made available commercially,
followed later by the synthetic compound 4,5’,8-trimethyl-
psoralen (TMP) [6].

Fig. 1. Oxygen-dependent PUVA mechanism.

Initially, the interaction of psoralens with DNA was
thought to be responsible for the beneficial effects of PUVA
therapy. The oxygen-dependent mechanism (the photody-
namic action, see Fig. 1) was discovered later, and involves
an energy transfer between the furocoumarin (in its lowest
triplet excited state) and molecular oxygen (in its triplet
ground state 32;) present in the cellular environment ready
to generate singlet oxygen 1OZ(IAg), which is a strong elec-
trophilic species that reacts with some components of the
cellular membrane causing cell death by apoptosis [27].

It is generally assumed that the oxygen-independent
mechanism of PUVA therapy implies a (2+2)-photocyclo-
addition of psoralen in its lowest triplet state and a pyrim-
idine DNA base monomer [1]. The photoreactive process
seems to take place in three phases. The first step occurs
in the dark: the furocoumarin is inserted between adjacent
pyrimidine base pairs in the DNA duplex, forming a com-
plex which is stabilized by stacking interactions. In a sec-
ond step, the absorption of one photon by psoralen
induces the formation of monoadducts with the neighbor-
ing pyrimidine via interaction of the respective carbon—car-
bon double bonds that both compounds have. Two
different monoadducts, pyrone (PMA) and furan (FMA)
types, can then be formed by interaction of the C-C double
bond of the pyrimidine base with the C3~C4 double bond of
the pyrone ring and the C;—C; double bond of the furan
ring in psoralens, respectively (see Figs. 2 and 3). In this
regard, thymine has been established as the most favorable
base to photoreact with furocoumarins, in accordance with
its predominance in the formation of cyclobutane dimers
(T{}T} in UV-irradiated DNA [28,29]. Furthermore, on
irradiation of aqueous solutions containing purine and
pyrimidine bases and psoralen, modifications in the fluores-
cence spectra were obtained only with the pyrimidine bases
[30]. In a third step, the monoadduct may absorb another
photon, inducing the other photoreactive C—C double
bond to interact with a thymine on the opposite DNA
strand. Therefore, a diadduct that cross-links the DNA
helix is produced. It has been shown that furocoumarins
are able to form molecular complexes when added to an
aqueous solution of nucleic acids [4] and the formation of
monoadducts and diadducts has been analyzed by studying
the elasticity of a psoralen-DNA mixture after irradiation.
Photoadducts between furocoumarins and thymine have
been also characterized with X-ray [31] and 'H NMR
[32,33]. The poly[dA-dT]- poly [dA-dT] sequence region
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appears to be the most favorable site for the photocyclo-
addition reactions of furocoumarins [34].

The underlying mechanisms implied and the contribu-
tion of the different psoralen derivatives are not clearly
elucidated. Diadducts, for instance, are said to be formed
only by means of the furan-monoadduct, which is the only
adduct capable to form cross-links at 360 nm [32,35], and
although it has been described as the major component, a
significant amount of PMA is observed employing many
derivatives [32,33,36]. Despite the fact that both double
bonds C;-C{ and C3-C, are able to react with thymine,
several proposals indicate that the former is the most bio-
logically photoreactive [22], a question that is still under
debate. Regarding TMP, addition to the C3-C4 pyrone

double bond has been documented to be a minor reaction
compared to addition to the C4—C{ furan double bond. In
contrast, the reaction of 8-MOP with DNA yields a sub-
stantial amount of the pyrone-side monoadduct [33].

It is believed that the triplet state of the photosensitizer
is involved to build the DNA cross-linked adducts given
that the intersystem-crossing quantum yield has been
established 0.076 for FMA [37] As shown below, the
mechanism of triplet state population from initially excited
singlet states has been recently determined in the mono-
mers theoretically. The involvement of one or other mono-
adduct in the cross-link process is unclear. Both PMA and
FMA adducts are formed by irradiation at 365.5 nm
(3.39¢V) and are non-fluorescent and fluorescent, respec-
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Psoralen

OGHy

5-MOP T™MP

0,CH,CHy
m
0’ 0

3CPS Khellin

Fig. 3. Structure of some relevant furocoumarins: psoralen, 5-MOP
(5-methoxypsoralen), 8-MOP (8-methoxypsoralen), TMP (4,5 ,8-trimeth-
ylpsoralen), 3-CPS (3-carbethoxypsoralen), and khellin.

tively [38-40]. Several studies support, on the other hand,
that FMA monoadducts, after irradiation with UV light
at 253.7nm (4.89 eV), decompose yielding the original
products [38]. Other studies have reported that adduct
distribution in DNA samples differs depending on whether
341.5 nm (3.63 eV) or 397.9 nm (3.12 eV) light was used: In
the former case the primary product is the diadduct
whereas in the latter it is a furan-side monoadduct,
although a small but definite number of diadducts were
also found [41). Monoadducts and diadducts can be split
into original monomers under irradiation with short
wavelength UV light [21,42]. Furocoumarins also display
effects over cellular membrane components by means of
C4-photocycloaddition between the furocoumarin and the
unsaturated fatty acids [13,16].

Regarding the clinical use of furocoumarins (see Fig. 3),
8-MOP is used as an oral photoactive chemical for the
treatment of vitiligo [19] and psoriasis [24]. 5-MOP has
been introduced as an effective oral drug in the photo-
chemotherapy of psoriasis because, in comparison to
8-MOP, shows less acute side effects and is slightly better
tolerated by patients. On the other hand, khellin has been
found to be useful in the photochemotherapeutic treatment
of vitiligo [7). This compound does not show long-term side
effects and phototoxic skin erythema reactions and seems
to form mainly monoadducts. With respect to TMP, it is
used in the treatment of both psoriasis and vitiligo [43].
And last but not least, 3-CPS (3-carbethoxypsoralen) has
been tested in the photochemotherapy of psoriasis
[44]. Apparently, it gives rise only to monoadducts with
DNA, being considered as a non-carcinogenic alternative

to 8-MOP. In summary: (i) all the mentioned furocouma-
rins produce monoadducts; (ii} only psoralen and TMP
show a very strong ability to build diadducts; (iii) 5-MOP
and 8-MOP do not have such a pronounced trend; and
finally, (iv) diadducts are not obtained from 3-CPS and
khellin [10].

It is thought that illuminating the sample with UV-A
(320-400 nm) or UV-B (312-320 nm) light leads to mono-
adducts and diadducts or just monoadducts, respectively,
because the latter is capable of breaking the inter-strand
cross-links [42]. Formation of cross-links was thought to
be extremely relevant for the therapeutic effectiveness,
although it is also known that diadducts cause adverse side
effects such as carcinogenesis, mutagenesis, and immuno-
suppression. Only furocoumarins with bifunctional groups
such as psoralen can form diadducts and may produce
undesired lethal and mutagenic consequences. Certain
monofunctional furocoumarins have been proved to yield
as efficient phototherapy as bifunctional furocoumarins,
suggesting that the induction of lesions in DNA cannot
be considered as the only mechanism responsible for the
phototherapeutic effects and most probably a PDT process
takes place as well. The detailed characterization of the
mechanisms is under intense research.

Hence, we can see how important furocoumarins are in
modern Medicine. The state-of-the-art in synthesis of psor-
alen and analogs was reviewed in the early 1990s [45]. An
intense experimental research is emerging in recent years.
Understanding the photophysical properties of furocouma-
rins represents a crucial step in order to rationalize the cor-
responding phototherapeutic mechanisms.

Spectroscopic techniques gives important information
about the absorption and emission processes in fur-
ocoumarins. The low-lying region of the absorption spec-
trum of psoralen, the reference compound, has two main
bands: A weak and structured band is observed ranging
from 360 to 270 nm (3.44-4.77 ¢V) and a sharp feature
appears at 240 nm (5.16 eV) in aqueous solution and etha-
nol [46,47]. Both fluorescence and phosphorescence emis-
sions have been detected for psoralen in ethanol (77 K) at
409 nm (3.03 eV) and 456 nm (2.72 eV, Tp), respectively.
The phosphorescence/fluorescence quantum yield ratio,
7.1, indicates the effectiveness of an intersystem crossing
(ISC) mechanism [48]. It has been proposed that photore-
activity of furocoumarins proceeds through the triplet state
in all types of photosensitization, that is, PDT and PUVA
therapies [7]. It can be therefore expected that by increasing
the triplet formation quantum yield, the phototherapeutic
action will be enhanced.

From the photochemical standpoint, an effective photo-
sensitizer should possess, in principle, certain desirable key
features: it must be harmless in the dark; in order to treat
deep tissues, it should be activated by long wavelength
light, because the longer wavelength radiation the photo-
sensitizer absorbs, the deeper the energy penetrates in the
tissue; its triplet state must be efficiently populated from
the excited singlet state and effective in transferring the
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energy to molecular oxygen in the PDT mechanism, and
finally, it should form monoadducts and perhaps not diad-
ducts with DNA to avoid mutagenic side effects. Addition-
ally, a good photosensitizer should be amphiphilic to favor
the injected administration of the drug, easily synthesized
or isolated from natural sources, be deactivated soon after
the treatment, and quickly eliminated from the body [1].

We are currently undertaken a project to study, using
quantum-chemical methods, the photophysics and photo-
chemistry of furocoumarins and related compounds in
order to rationalize the basic features responsible for their
phototherapeutic properties. In the present paper, we start
by considering the photophysical properties of parent psor-
alen (7-H-furo[3,2-g][1}benzopyran-2-one, see Fig. 2). The
low-lying excited states of the molecule have been com-
puted within the framework of multiconfigurational
second-order perturbation theory, in particular, with the
CASPT2 method. Absorption, fluorescence, and phospho-
rescence spectra have been characterized, together with
other spectroscopic parameters required to understand
the photophysics of the compound: related oscillator
strengths, dipole moments, emission radiative lifetimes,
and spin—orbit couplings [49]. Knowledge on theoretical
grounds about these properties in psoralen shall hopefully
guide future research on the photochemical mechanisms of
phototherapeutical activity of furocoumarins and deriva-
tives. In the light of the present results, previous experi-
mental [43,34,46-48,50-55] and theoretical [14,56-61]
findings shall also be considered. We also study here the
population mechanism of the state which is the protagonist
of the photosensitizing effect, T; [62]. Determination of the
photophysical properties of several furocoumarins and an
analysis on the formation process of psoralen—thymine
monoadducts is finally addressed.

2. Methods and computational details

Using the CASSCF multiconfigurational wave functions
as reference, the second-order perturbation theory through
the CASPT2 method was employed to include dynamic
correlation energy in the calculation of the electronic
excited states. The CASPT2 method calculates the first-
order wave function and the energy up to second order
and has repeatedly proved its accuracy [63—68]. The imag-
inary level-shift technique was employed in order to pre-

Table 1
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vent the effect of intruder states. A shift parameter of
0.3 au was selected by checking the stability in the excita-
tion energies [69,70]. The molecular symmetry was
constrained to the C; point group. For geometry optimiza-
tions, however, relaxing the symmetry constraints had no
effect on the final structure, which preferred in all the cases
to maintain planarity. An atomic natural orbital (ANO-L)-
type basis set [71,72], contracted to C,O [4s3pld}/H [2slp]
[73-76] was used throughout except in the calculation of
the lowest Rydberg state, for which the basis set was
enlarged with an additional s diffuse function placed in
the charge centroid of the cation and built as reported else-
where [65]. The carbon and oxygen 1s core electrons were
kept frozen in the second-order perturbation step. Geome-
tries were obtained by computing analytical gradients at
the RASSCEF level of calculation for the ground and the
lowest singlet and triplet excited states. In the optimization
of the A’ states an active space of 14a” active orbitals and
16 electrons, i.e., the full & system of the molecule, has been
employed and up to quadruple excitations were considered
(eight orbitals in RASI space and six orbitals in RAS3
space). Within the irreducible representations (a’,a”) of
the Cs group this active space can be labelled as (0,14).
An additional oxygen lone-pair orbital was included in
the active space (1,14} in order to optimize the lowest A"
excited state. In all the remaining calculations, CASSCF
wave functions were generated as state-average (SA)
CASSCF roots of a given symmetry. Based on preliminary
RASSCF calculations and using the criterion of natural
orbitals occupation [77-79], the CASSCF active space
was reduced to include 12 active electrons and 12 active
orbitals (RAS2 0,12) for A’ roots and 14 active electrons
and 13 active orbitals (RAS2 1,12) for A" roots. The num-
ber of selected SA-CASSCF roots was 11, 4, 7, and 3 for
1A, 2AY, 1A", A" symmetries, respectively. The number
of roots employed was dictated to include the states below
the lowest singlet Rydberg state, and the low-lying triplet
states in the region of photochemical interest. A detailed
account of employed active spaces for psoralen derivatives
can be found in Table 1. Minimum energy paths (MEPs)
have been computed, as described elsewhere [80], as steep-
est-descendent paths in which each of the obtained points
corresponds to a constrained geometry optimization within
the boundaries of an hypersphere of predetermined radius.
The CAS state interaction method [81] (CASSI) was used

Active orbitals (a’,a”) and electrons (N - ¢™) comprising the active space of the studied psoralen derivatives

RASSCF (A") RASSCF (A”) CASSCF (A/,A")

RASI RAS3 Noem RASI RAS3 Noe RAS2 Noem
Psoralen (©.8) (0,6) 16 (1,8) 0,8) 18 1,12) 14
8-MOP ©,9) (0,6) 18 (1,9 (0,6) 20 1,11) 12
T™P (0.8) (0,6) 16 (1,8) (0,6) 18 (1,10) 14
Khellin (0,10) (0,6) 20 (1,10) (0,6) 2 (1,9 12
3-CPS (0,8) 0,7 16 (1,8) 0,7 18 (1,9 12
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to compute transition properties, including the spin-orbit
coupling (SOC) elements between selected states [82,83].
All calculations in the present paper were performed with
the MOLCAS-6.0 quantum chemistry software [84,85].

3. Results and discussion
3.1. Absorption spectrum

Our final goal is to understand the photophysical prop-
erties of psoralen in order to relate the obtained informa-
tion to its biological activity. At the Franck—Condon
(FC) geometry the lowest singlet excited states 2'A’ (nn”),
1'A” (nm"), and 3'A’ (r”) lie at 3.98, 5.01, and 5.03 €V,
respectively (see Table 2). Whereas the transition to the
nn” state is predicted with negligible intensity, the nn”
states have related oscillator strengths of 0.027 and 0.107.
Unlike other states, the 3'A’ state has a high dipole
moment, 8.70 D, differing by more than 2.5 D from that
of the ground state, and therefore the associated transition
is expected to undergo a red shift (bathochromic effect) in
polar environments. The recorded absorption spectra in
different solvents, from cyclohexane [52] to water [47], dis-
play a weak and structured band ranging from 360 to
270 nm (3.44-4.77 ¢V). Depending on the band resolution
and the environment, one or two maxima near 330 and
280nm (3.76 and 4.43eV, respectively) have been
described. The present computed results suggest that this
set of features can be better assigned just to the 2'A’
(nn”) transition, with the weak nn” band lying beneath.
In that case, the observed band profile should be attributed
to vibrational structure. This explanation is not unlikely,
considering that a noticeable rearrangement of the molecu-
lar bond distances occurs at the 2'A’ minimum. Further-

Table 2

more, the structure of the band disappears in different
media, even for seleno- and thyo-psoralen derivatives [47].

Although less relevant regarding the phototherapeutic
properties, we will describe the higher-energy region of the
absorption spectrum. Transitions to the 4'A’ (5.22¢V)
and 5'A’ (5.30eV) (nn”) excited states have oscillator
strengths of 0.064 and 0.331, respectively. The recorded
spectra show a single and sharp band peaking near
248 nm (5.00 eV} in cyclohexane [52] and 240 nm (5.16 eV)
in ethanol and water [46,47]. In principle, the observed fea-
ture can be assigned to transition to the 3'A’ state at
5.03 eV. Moreover, taking into account our computed
results, an additional band with higher intensity can be
expected at higher energies (5.30 eV). The measured band
is probably a combination of both transitions. Between
5.7 and 6.2 ¢V four medium to intense transitions to 'A’
(nn”) excited states are predicted. The beginning of the Ryd-
berg series has been determined at 6.32eV. Above this
energy only weak transitions of valence nn” and nn” charac-
ter have been obtained up to 8.0 eV. Two intense bands
peaking at 210 nm (5.90 V) and 200 nm (6.20 eV) have
been reported for psoralen in 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-pro-
panol [52]. They clearly correspond to the transitions to
our computed 7'A’ and 8'A’ nn” states, representing the
most intense bands in that part of the energy region of the
spectrum. Song et al. [46] reported that the two lowest-
energy absorption bands in psoralen, angelicin, and meth-
ylpsoralens are polarized along the long axis and nearly par-
allel, with angles differing less than 20°. Transition dipole
moment (TDM) directions indicate that the three lowest
nn” features have nearly parallel polarizations, that is, they
are aligned with the long axis of the molecule, while transi-
tion to the 5'A’ state has essentially perpendicular polariza-
tion. Regarding the vertical excitations to the triplet states,

Computed excitation energies AE (eV), oscillator strengths £, dipole moments y (D), and dipole moments 4, (°), and transition dipole moment, TDM 4,

(°), directions for the low-lying electronic transitions of psoralen

State AE CASSCF AE CASPT2 f “ e TDMaix
1A 6.25 128

2N (n*) 452 3.98 0.027 6.50 132 4
1'A” (nr) 4.22 5.01 0.000 2.07 130

A (n*) 6.33 5.03 0.107 8.72 132 5
AN (ar) 6.68 522 0.064 7.07 —23 —-10
SA (n*) 6.73 530 0.331 7.07 -37 102
6'A (nn*) 6.95 570 0.091 7.37 -37 30
TA (n*) 7.21 5.81 0.321 6.58 —34 127
8'A’ (nn*) 7.30 6.17 0.287 6.56 —42 4
9'A’ (nr*) 7.57 6.24 0.168 4.25 -35 -7
10'A’ (nn*) 7.72 6.28 0.012 6.29 —40 -7
2'A” (a3 %) 6.39 6.32 0.000 0.11 43

PA/ (an*) 2.57 327 5.40 124

BN (an*) 3.13 3.55 535 125

BN (an*) 3.82 4.08 5.48 127

FA (ant) 4.18 4.66 5.97 129

FPA (an*) 443 4.67 5.41 124

A (an*) 5.68 4.84 6.78 -31

1PA” (nr*) 4.07 4.85 2.15 111
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the 1°A’ an” (T)) state lies at 3.27 ¢V, near 0.7 eV below the
2'A’ (S,) state. Three other *A’ nn” states are next in energy
at 3.55, 4.08, and 4.66 eV. The lowest triplet state of nn”
character A, has been located vertically at 4.85 eV, slightly
below with respect to its corresponding singlet state. TD—
DFT [14] and DFT/MRCI [60] calculations obtained simi-
lar results for the location of the triplet states, although,
as it is typical for DFT-based methods [86], singlet—triplet
transitions are underestimated (0.2-0.3 eV).

The nature of the low-lying transitions of each symme-
try, which are those basically responsible for the photo-
physical properties of psoralen, can be graphically
described by computing the differential electron density
plots as displayed in Fig. 4. Transition to the S; nn” state
is mainly benzene-like, with the charge migration concen-
trated in the central benzenoid ring. On the contrary, that
related to the Ty nn” state has its major contributions in the
pyrone ring, with high participation of the carbonyl oxygen
and a shift in the density away from the pyrone ring C3—Cy4
bond, which will be later discussed as an essential feature of
the photophysics of the system. Also in Fig. 4, we find the
expected differential density plots of the nn” states centered

on the carbonyl group.

1'A" (gs) — 2'A' (nn*)

XS

1A’ (gs) — 13A" (nn*)
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3.2. Emission spectrum

Fluorescence has been reported for psoralen in polar
solvents starting (75} at 350 nm (3.54 eV) with a maximum
at 409 nm (3.03 eV} [48,50]. Phosphorescence has also been
recorded in solution with band origin at 456 nm (2.72 eV)
and a maximum between 460 and 490 nm (2.7-2.5eV).
Psoralens are characterized by weak fluorescence emission
and strong phosphorescence bands. In particular, in psora-
len, the fluorescence quantum yield was measured in etha-
nol, @p=0.019-0.02 [50], while the phosphorescence
quantum yield was reported to be @p=0.13 [48]. The
obtained ratio @p/Py is approximately 7.1. The total phos-
phorescence decay time (®p) has been reported 1.1s in
glycerol-water and 0.66 s in ethanol [48]. With those data,
the phosphorescence radiative lifetime 7,,4(=7p - $p) can be
therefore expected between 8 and 5 s.

The low-lying singlet excited state 2'A’ (nx”) is respon-
sible for the lowest-energy absorption and emission fluores-
cence bands (see Table 3). Vertically, at the ground-state
geometry, the transition energy is computed to be 3.98 eV
and, upon relaxation of the geometry, the band origin
(T.) decreases to 3.59eV. This means that the range of

1'A" (gs) — 1"A" (nn*)

1'A" (gs) — 13A" (n*)

Fig. 4. Differential electron density for the main valence transitions in psoralen computed at the ground state optimized geometry. The electron density is

shifted upon light-induced excitation from darker to lighter regions.

Table 3

Computed and experimental excitation energies (¢V) and emission radiative lifetimes (t,.4) relevant for the photophysics of psoralen

State Theoretical (CASPT2) Experimental®

Eya T, Eve Trad AbSmax Ty B Trad
2'A (ar*) 3.98 3.59 3.45 T4ns 37 43 3.54 3.03
1'A” (n*) 5.01 391 278 3us
1A (ar") 3.27 276 2.29 285 27 27 5 8s
1PA” (nr*) 4.85 3.84 2.79 9ms

Evya: vertical absorption; 7 adiabatic electronic band origin; Fyg: vertical emission; Absy,,: experimental absorption maximum, 7, experimental band

origin, and Em.: emission maximum.
® Data in ethanol [46 48,50,51]. See other solvents [52].
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13A" (nn*)

13A" (nm*)

23A" (nn*)

Fig. 5. Spin density for the low-lying triplet states in psoralen computed at the ground state optimized geometry.

absorption goes from 3.59 to 3.98 eV, well within the
PUVA action. A similar relaxation is observed experimen-
tally between the lowest-energy absorption band maximum
and the band origin (see Ref. [49]). The structural changes
of the computed equilibrium geometries for the ground (Se)
and the 2'A’ (r”) (S,) states affect the bond alternation of
the system, mainly in the central ring (cf. Figs. 4 and 5), as
expected from the differential charge density plots. By
using the Strickler—Berg relationship [67,87,88] a fluores-
cence radiative lifetime of 74 ns is calculated for the S;
state. The low-lying 1'A” (nn") state (vertically S,) becomes
relaxed by more than 1eV upon geometry optimization.
The main variations are obtained in the pyrone ring (up
to 0.13 A) and in the C=0 bond length (0.16 A). Although
the 1'A” (nn*) minimum belongs to the S, hypersurface,
the final T, value is about 0.3 eV higher in energy than
the computed and measured band origin for 2'A" (nr").
Therefore the nz” state is not a plausible candidate for
the fluorescence, which is better attributed to the nn” state.
In principle, no experimental lifetimes have been reported,
but from our computed radiative lifetimes, 74 ns for 2'A’
(nn”) and 3 ps for 1'A” (nm”), and the experimental fluores-
cence quantum yield (0.016) [48), they can be deduced as
1.2 and 72 ns, respectively. Taking into account that the
reported measurements were performed at time resolutions
not lower than 2ns [48], the lack of measured lifetimes
points out to a preferred assignment to the 2'A’ S, state,
with a faster fluorescence decay.

The 13A’ (nn*) state is clearly protagonist of the phos-
phorescence. The computed band origin at 2.76 eV per-
fectly relates to the observed value in solution at 2.72 eV
[48]. The change in geometry calculated from the ground
state minimum is here more pronounced, in particular, at
the pyrone ring, whereas the relaxation energy is about
0.5eV. The largest structural change is obtained for the

C3—C4 bond of the pyrone ring, which enlarges by near
0.13A. The computed spin population, displayed in
Fig. 5, is mainly placed on each of the carbon atoms form-
ing the bond. In that way, psoralen becomes highly reactive
in its lowest triplet state through its pyrone Cs—C4 bond.
This finding is the cornerstone of the photophysics of psor-
alen, which has been repeatedly proposed to take place
through a reactive triplet state, and it is also in agreement
with the structure proposed for the phosphorescence band,
mainly based on the intense vibrational progression corre-
sponding to a C=C stretching mode in the pyrone moiety
[48]. The computed phosphorescence radiative lifetime is
28 s, somewhat higher than those estimated experimentally
from the quantum yield and the total relaxation time, 5 and
8 s [48,51]. For the 2°A’ (nn”) state the spin population is
placed mainly on the carbon atoms forming both C=C
bonds, that is, C5~Cy (pyrone) and C,~Cj (furan).

3.3. Photophysics of psoralen

PUVA therapy initiates by irradiation with light of
wavelengths of 320400 nm (3.87-3.10eV). In psoralen
the only state which will be significantly populated by
direct absorption is the spectroscopic 2'A’ (nn™) Sy singlet
state (hereafter S;), which will evolve towards the mini-
mum of Sy, from which fluorescence will take place. The
recorded phosphorescence/fluorescence emission ratio of
7.1 [48] emphasizes the role of the triplet states in the
photophysics of the system. That is, the lowest-lying triplet
1°A’ (nn") Ty (hereafter T, must be populated, either by
direct absorption or by an effective intersystem crossing
mechanism). The T, (T,) state lies much lower in energy
than the S; (S,) state, both vertically (0.6 eV} and adia-
batically (=1.2 eV). Direct interaction between the singlet
and triplet vertical excited states is unlikely, and therefore
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another mechanism has to be found, involving most prob-
ably population of higher-energy triplet states and subse-
quently internal conversion towards Ti. In order to
populate a triplet state by direct absorption, the spin—orbit
coupling between the initial ground state and any of the
low-lying triplet states should be quite large. The qualita-
tive El-Sayed rules [89,90] indicate that the spin—orbit cou-
pling is large between states of an” and nz” types and small
between states of the same character. The spin—orbit matrix
element between the ground S, and the low-lying 13A”
(nn”) state is computed to be 47 cm™!, although the associ-
ated oscillator strength is still exceedingly small for the
spin-forbidden transition. The high phosphorescence quan-
tum yield requires, then, a much more efficient procedure
to populate T, and therefore an intersystem crossing
(ISC) must be involved in the photophysics. There are
two necessary conditions for an effective ISC to take place:
low energy gap and high spin—orbit coupling between a sin-
glet and a triplet state. Thus, the nonradiative decay to a
triplet state should occur along the relaxation pathway of
Sg, starting from the Franck—Condon region, and in close
vicinities of a singlet-triplet crossing. The vertical energy
gaps Sp-triplet states are quite large, and the spin—orbit
coupling (SOC) elements are small. For instance, the larg-
est SOC, 3 cm ™!, occurs between 2'A’ (™) (S,), that is, Sy,
and 1°A" (nn") (T,), vertically T, which are separated by
0.87 V. A value of 10 cm™" was obtained at the DFT/
MRCT level [60]. In order to fully understand the intersys-
tem crossing mechanism responsible for the population of
the reactive T, state in psoralen, the relaxation pathways
of the energy should be computed, searching for regions
with near degeneracies or crossings between the S; and
triplet states having also large SOCs.

3.4. Effective population mechanism of the lowest triplet state

Modern theoretical photophysics and photochemistry
are based on the study of the potential energy hypersur-
faces of the electronic states given that they are the
playground in which physical and chemical phenomena
take place. Indeed, every photophysical and photochemical
process is produced owing to the relations between the
hypersurfaces of the electronic states which contribute to
that process. In this regard, the reaction pathway of a non-
adiabatic photochemical reaction begins on the potential
energy surface of the excited state (S;) in the Franck—Con-
don region or at a spectroscopic minimum of the reactant
and ends at the product minimum on the ground-state sur-
face (Sg) [91,92]. Low-lying intersections (crossings)
between the photochemically relevant excited state and
the ground state occur with a previously unsuspected fre-
quency. Thus, an organic molecule moving on an excited
state potential energy surface has a high probability of
entering a region of surface crossing during the excited
state lifetime. Such crossings, conical intersections in the
case of two singlet (or two triplet) surfaces, or singlet—trip-
let surface intersections, provide a very efficient funnel for
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radiationless deactivation or for chemical transformation
of the system [91,93,94].

Once the photophysics of psoralen, its absorption and
emission properties, has been studied, we shall move
toward a new aspect: How is the lowest excited triplet state
T, populated? The bright spectroscopic 2'A’(nn*) S, sin-
glet state in psoralen, lying vertically at 3.98 eV at the CAS-
PT2 level, is populated by direct absorption. From this
state we focus on how the most favorable transfer of energy
to the triplet manifold can take place. As stated above, an
efficient ISC process requires both small singlet-triplet (S—
T) energy gaps and large spin—orbit coupling (SOC)
between the populated Sy state and the corresponding trip-
let state. At the ground-state Franck—Condon (FC) geom-
etry none of these conditions seems to be simultaneously
fulfilled. Whereas the smallest computed ST energy gaps
relate to na”-type triplet states (13A’ (Ty): —0.71 eV; 2°A’
(T2): —0.43 eV and 3°A’ (T3): 0.10eV), the SOC terms
are always very small, in agreement with the qualitative
El-Sayed rules and previous DFT/MRCI calculations
[61]. On the contrary, the coupling is relatively larger
between S, and the lowest triplet nn” 1°A” (T,) state,
3 cm™! (CASPT2) or 10 cm™! (DFT/MRCI) [61], although
the vertical ST gap is too high, 0.87 eV. A promising pos-
sibility that should be explored is that the nonradiative
decay to a triplet state could occur along the S, relaxation
pathway. A minimum energy path (MEP) on the S, state
hypersurface was built from the FC geometry. Along the
initial steps of such a costly calculation the T, (n=") state,
while it remains with the largest SOC terms with S,
increases its energy with respect to the latter state almost
0.2¢eV. It was therefore concluded that no efficient ISC
could be expected along the main relaxation path, and that
the S, state quickly reaches its own minimum, (S;)yms
without crossing T, or T,. Fluorescence (F) band origin
has been measured at 3.54 eV, and our computed result,
3.59 eV, relates the emission to the lowest (nn”) singlet state
minimum, (S

Another mechanism to deactivate the S, state nonradi-
atively should be found. The most favorable ISC process
can be expected to occur when S; and T, hypersurfaces
cross. At the (S v geometry the T, state lies above the
S, state at 1.24 eV. A preliminary linear interpolation in
internal coordinates (LIIC) from (Sphun to the minimum
of the 1'A”, (Sp)um, was performed to help us to find
the appropriate singlet-triplet crossing [62]. The geometry
closer to the crossing point was used as initial geometry
to initiate a search at the CASSCF level for a singlet-triplet
crossing (STC) between S, and T, that is, (S/Ty)x. As
expected, the main change in geometry from the minimum
of S to the optimized structures of S,, or T, is related to
the length of the C=0 bond, much larger (=0.15 A) for
the nn” states. It is not surprising that the STC structure
displays an intermediate value of 1.220A [62]. The SOC
term in STC is computed as 6.4cm™'. As displayed in
Fig. 6, the barrier from (S )am to (So/To)x was computed
0.36 eV at the CASPT2 level, and represents the excess
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T,

126 eV
.

S
\1 -359eV

Fig. 6. Scheme of the gas-phase photochemistry of psoralen based on
quantum-chemical CASPT2 calculations. Energies are referred to (Sy)nm-

energy required for the ISC process to take place. Once the
T, state is efficiently populated through a favorable ISC
mechanism, it will quickly evolve towards the nearby
energy minimum, (Tolymy, placed 0.11eV below (S./
T,)x. As can be seen in Fig. 6, at those geometries T, is
the second-energy excited triplet state, and can be expected
that the energy follows a pathway for favorable internal
conversion (IC) toward the low-lying T, state. Actually,
we have found a conical intersection (T,/T,)cr placed iso-
energetic with (T,)yn. An efficient IC will therefore take
place transferring the population to T, which will subse-
quently evolve to its own minimum, (T )y, from where
phosphorescence (P) may take place. The computed adia-
batic emission, 2.76 eV, is in good agreement with the mea-
sured value of 2.7 eV (see Table 3). The C=0 bond length
undergoes the most important change, enlarging from
1.346 A at (Tyha to 1.372 A at the conical intersection
(To/Tocr, and becoming much shorter, 1.198 A, at
(T )M, in accordance with the nn™ or nn” nature of the
excited states.

Consequences of breaking the planarity of the molecule
were explored at different levels, but geometry optimiza-
tions always led to planar minima for the different states.
The relevance of out-of-plane displacements for the relaxa-
tion of the S, state has been emphasized recently [61],
together with the enhancement of the SOC terms between
low-lying S, and T, states by vibronic coupling effects
involving out-of-plane modes, as an alternative mechanism
for efficient ISC [95] With information at hand, both
mechanisms have to be viewed as competitive. Taking into
account that nz” states tend to destabilize in polar solvents
[60], the (T,)-mediated mechanism here proposed will
surely decrease its importance in polar media, remaining
a plausible candidate for the efficient population of the
low-lying T, triplet state in the gas phase. Further work
will be focused on the comparison of barrier heights and

ISC efficiency at selected structures in order to determine
if one or the other mechanism are prevalent or competitive
in furocoumarin photochemistry.

3.5. Electronic state structure of psoralen derivatives

A parallel study has been performed for 8-MOP, khellin,
TMP, and 3-CPS. Since the same computational strategy
as for the photophysics of psoralen has been used, the
results for the considered psoralen derivatives are directly
comparable to those of the parent molecule. Tables 4 and
5 summarize the most relevant findings related to excited
states energies and transition properties, as well as the main
structural parameters computed for the different states, in
particular the length of the C=C double bonds centered
on the furan (d(C=C)g) and pyrone (d(C=C)p) moieties.
As compared to psoralen, the computed transition energies
for the derivatives slightly decrease. It is relevant in partic-
ular that in khellin the S, and T, states become very close
in energy, which may enhance the efficiency of the ISC
mechanism proposed in psoralen, although too large radi-
ative lifetimes are obtained. More detailed mechanistic
analysis should be performed to check the reliability in that
case of the Strickler—Berg relationship, which might be
invalidated if some state crossing is too close to the min-
ima. Interestingly, in 8-MOP, TMP, and khellin the phos-
phorescence radiative lifetime increases with respect to
psoralen, pointing out to a more reactive triplet state in
those systems. In addition, it is worth mentioning that, as
in psoralen, the spin population in the T, state is mainly
located on the carbon atoms of the C=C double bond of
the pyrone moiety in 8-MOP, TMP, and 3-CPS, unlike in
khellin, where it is located in the C=C double bond of
the furan ring. For khellin, according to the different struc-
ture of the six-membered ring, the pyrone and furan double
bonds become shorter (1.333 A) and larger (1.444 A) in T,
respectively, making the system prone to form, unlike in
the other compounds, furan monoadducts (cf Table 5).
In summary, the initial study of the photophysics of
psoralen derivatives points out toward 8-MOP, TMP,
and khellin as more efficient sources of triplet-activated
phototherapy than psoralen itself, a conclusion that seems
to correlate with the experimental evidence. In all the stud-
ied systems except khellin, pyrone monoadducts are
expected to be formed preferably. Ongoing research on
the nonadiabatic photochemistry of the compounds is
being performed in order to get further insight into addi-
tional aspects of the problem.

3.6. Monoadducts psoralen—thymine

Studies on the photosensitizing action of psoralens have
been earlier performed both theoretically [96-101] and
experimentally [32,33,35,36,38,102,103). Regarding the
interaction of drugs with DNA, one of the most important
properties is the interaction (intercalation) of drugs with -
stacked nucleobases as well as in other arrangements.
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Table 4
Main spectroscopic properties of furocoumarins
Compound S, Sa T Ta

Evs f Te  Eve Twdms Eva f Te  Eve Tad/ps Eva To  Tadfs  SOC  Eya Te  Trd/ms SOC
Psoralen 398 0.027 359 345 74 501 <107* 391 278 3 327 276 28 <107 485 384 9 46
8-MOP 390 0006 381 382 254 501 <107* 391 287 3 316 272 60 <1077 485 384 1 47
Khellin 352 0012 326 317 189 400 <107* 326 272 3ms 305 283 34h <107' 361 3.03 9 40
TMP 357 006 325 316 38 492 <107* 392 300 3 3.04 263 180 <107 478 373 1 46
3-CPS 373 003 305 284 100 484 <107* 359 250 4 288 240 81 <107 472 358 32 <

Energies in ¢V and SOCs between the ground and the excited state in cm™".

Computations carried out at the RHF, DFT, MP2, and
CCSD(T) levels of theory for psoralen and 8-MOP [101]
show that furocoumarins—thymine ground-state complexes
are much more stable in the co-planar than in the stacked
arrangements. The strength of the interaction with thymine
is somehow different in both compounds (psoralens shows
stronger interaction), and this fact is interpreted on the
basis of dipole moment and polarizability of the involved
moieties.

In order to analyze how the ground state of the mono-
adducts can be populated, several states have been com-
puted at their equilibrium geometry, and they are related
with respect to the psoralen and thymine molecules at infi-
nite distance separation. This analysis allow us to establish
the relationship among the different hypersurfaces, giving
interesting hints on the states that may be involved in the
formation of FMA and PMA. The ground state of both
monoadducts, PMA and FMA, were optimized at the
DFT/B3LYP/6-31 G” level of theory. As an initial hypoth-
esis we have selected two structures at the asymptotic lim-
its: To yield FMA, Pso (Sg) + Thy (T;) and to yield PMA,
Pso (T1) + Thy (Sp), where Pso and Thy stand for psoralen
and thymine, respectively. These are, according to our pre-
vious findings, the most probable starting states responsi-
ble for the photoreactivity. In the optimized triplet state
of psoralen the pyrone C=C double bond is elongated,
becoming therefore prone to react with the C=C bond of
thymine, yielding PMA monoadducts. On the other hand,
FMA monoadducts are more probable obtained by reac-
tion of the populated thymine triplet state and ground state
psoralen. The vertical transition energies for the low-lying
excited states of the systems have been computed by using
the CASPT2//CASSCF methodology (active space: 8 orbi-
tals and 8 electrons, chosen according to previous RASS-

1

CF studies and computations of the isolated systems)
employing the 6-31G(d) basis set. In both cases, PMA
and FMA monoadducts, the binding energy ground state
Sp of the complex was found to be near 0.6 eV. Fig. 7 dis-
plays schematically the proposed photochemical processes.
Current calculations are being focused on the location of
the outlined conical intersections and singlet-triplet
crossings.

Formation of the PMA monoaduct is likely to occur by
means of the lowest triplet excited state of psoralen,
according to our previous results, but FMA monoadduct
does not seem to be formed in the same way. Otherwise
we should have found an enlargement in the furan double
bond. Our starting guess was to consider that FMA is
formed through the lowest triplet excited state of thymine.
Nevertheless, the CASSCF wave function shows that the
triplet state is for both monoadducts located in the psora-
len moiety. A further analysis looking for STC and CI
crossings is therefore required to understand this issue.
With the present information at hand we suggest two
mechanisms for the formation of PMA and FMA monoad-
ducts, which are compatible with the energy levels com-
puted (cf. Fig. 7). To form PMA, triplet psoralen (Ty),
efficiently populated as shown above and displaying an
elongated pyrone C=C bond, will react with ground-state
thymine, and through a singlet-triplet crossing the global
So hypersurface could be reached (Fig. 7, bottom). Simi-
larly, we could think in a mechanism of efficient population
of thymine triplet state, with an elongated C=C bond [104],
and evolution also via a singlet-triplet crossing (Fig. 7,
middle). An additional possibility currently under study
is the formation of monoadducts directly after populating
the singlet S; excited state of psoralen, which could evolve
via a conical intersection to the Sy state of the monoad-

Table 5
Selected bond lengths (P: pyrone; F: furan) at the excited states optimized geometries of furocoumarins
Compound AC=C)e/A dC=C)p/A

So Sy Su T T, So Sy Sa T T,
Psoralen 1.348 1.365 1.345 1.344 1.345 1342 1373 1.428 1.469 1.419
8-MOP 1.346 1.346 1343 1342 1.343 1341 1352 1.426 1.469 1417
Khellin 1.337 1352 1339 1.444 1.339 1332 1328 1351 1333 1.346
TMP 1.348 1.365 1.346 1345 1.346 1.345 1374 1.429 1475 1421
3-CPS 1343 1.363 1.363 1342 1.343 1.344 1418 1.442 1472 1.435
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Pso (S,) + Thy (S
Po(S)+ThY (Bl 73 ev
/
/ Pso (S,) + Thy (T,)
FMA (S,) 2ol 7Y 439eV
FMA (T,) )
Conical  Pso (S) + Thy (Sy) 0.58 eV
Intersection :
FMA (S,)
Pso (S,) + Thy (S,) 473V
Pso (S,) + Thy (T,)
FMA (S,) e YT Y 439eV
FMA (T,)
—— \Pso(S)+Thy (S) | oo
Singlet-Triplet
FMA(S) 7/, Crossing
Pso (S,) + Thy (S
(S4) + Thy (S,) 4746V
Pso (T,) + Thy (S,)
PMA (S,) ooV 77 3.86eV
PMA (T,)
- T \Pso(So) +Thy (So) o0 oy
nglet-Triplet
PMA o) 7, Crossing
Rmin Rm

4.25eV
Furan-monoadduct
(FMA) 3.06 eV
0.00ev
4.25eV
3.06 eV
0.00eV
Pyrone-monoadduct
(PMA)
N 4.45eV
/ N »— 4

_/ 3.48eV
{ 0.00 eV

Fig. 7. S d photochemical mect

ducts (Fig. 7, top). Furthermore, taking into consideration
the bond lengths of the pyrone and furan C=C bonds in S;
(see Table 5), both monoadducts could possibly be formed
via the latter mechanism.

4. Summary and conclusions

In the present contribution the photophysics of psoralen
and a number of derivatives has been analyzed using quan-
tum-chemical methods through the multiconfigurational
second-order perturbation procedure CASPT2, employing
high-quality ANO-type one-electron basis sets. Optimized
geometries for the low-lying singlet and triplet states,
energy differences, and state and transition properties pro-
vide important information to understand the excited state
structure and the absorption and emission processes taking
place upon irradiation of the furocoumarin class of mole-
cules. The absorption spectrum of the system has been
studied by computing vertical excitation energies. A low-
lying S; singlet excited state of nn” character with a ben-

for the formation of psoralen thymine FMA and PMA monoadducts.

zene-like nature is shown to lie at the energies in which
the molecule is irradiated in phototherapy (320400 nm,
3.87-3.10 eV). This state is also proven to be responsible
for the recorded fluorescence in different media by comput-
ing the emission properties and comparing them to the
experimental measurements. Regarding the triplet state
structure, a T; (nn”) state is computed at low energies as
responsible for the strong phosphorescence of the system.
The reactivity of psoralens in its T; state and the suggested
role of such state in phototherapy are rationalized in terms
of the computed spin density distributed on the two carbon
atoms on the C;—C,4 bond of the pyrone ring, which varies
from double- to single-type character. Analysis of the
energy gaps and spin—orbit couplings at the Franck—Con-
don region suggests that the process responsible for the
population of Ty (T,) does not take place vertically and
most probably it occurs along the relaxation path on the
S; (S;) hypersurface. On the other hand, the double bond
of the furan ring is not enlarged at T; (T,) state. The deriv-
atives 8-MOP, TMP, and khellin are suggested as the most
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plausible candidates to have more efficient phototherapeu-
tic properties. Since there are experimental evidences of the
formation of both furan-monoadducts and diadducts
[42,32-37] there would be another mechanism for the for-
mation of these compounds, maybe by means of an excited
state of thymine. This question is now under intense
research. Also, the population mechanism of the low-lying
T, state of psoralen, protagonist of its action as a photo-
sensitizer, has been studied theoretically in depth. Analysis
of the obtained energy differences, barrier heights, energy
minima, hypersurface crossings, and spin—orbit coupling
terms among the different electronic states indicates that
the system, after evolving toward the S, energy minimum,
may surmount a barrier and reach a ST crossing between
S and the low-lying triplet nn” state, (Sy/T,)x. SOC terms
close to 10 cm ™! have been obtained pointing out to an effi-
cient ISC process in the neighborhood of the crossing
region. Once the T, state has been populated, an ultrafast
decay towards the low-lying T, state may well proceed
through the conical intersection (T,/T)ci, transferring
the energy to the T, energy minimum from which the psor-
alen molecule may emit (phosphorescence) or react with
thymine.
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of photoreactions related to the therapeutic properties of the technique: linkage of a furocoumarin to
thymine DNA nucleobases preventing proliferation of pathogenic cells, or generation of highly reactive
singlet oxygen in damaged tissues. The family of furocoumarins has been studied in depth for many years
seeking a drug having the most remarkable set of properties to act as a photosensitizer. For this purpose,
understanding the underlying photochemical mechanisms behind the effectiveness of this therapy is
required. We have undertaken a quantum-mechanical study on the photophysics and photochemistry of
several relevant furocoumarins: psoralen, 8-methoxypsoralen (8-MOP) and 5-methoxypsoralen (5-MOP),
4,5' 8-trimethylpsoralen (TMP), 3-carbethoxypsoralen (3-CPS), and khellin, analyzing the most efficient
way in which the lowest excited triplet state, as protagonist of the photosensitizing action, is populated
from the initially promoted singlet states. The results point out to khellin, in particular, and 5-MOP, as the

most efficient photosensitizers.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Phototherapy, atechnique consisting in the employment ofelec-
tromagnetic radiation coupled with a drug, the photosensitizer,
is probably the medical area which nowadays better represents
the connection between Physics, Chemistry, and Medicine. The
absorption of electromagnetic radiation by the chromophore trig-
gers a chain of photochemical reactions responsible for the healing
process. Phototherapy is presently considered a major therapeu-
tic strategy for health care in dermatology and has dramatically
influenced the treatment of many skin disorders, whereas its
prospective application against cancer is under intense research.
Not only does therapeutic photomedicine pursue the suppression
of ongoing deterioration processes, but also aims to prevent, mod-
ulate or abrogate the pathogenic mechanisms causing the disease
[1].

Furocomarins are well-known heterocyclic photosensitizers
already used to treat some skin problems in ancient India and
Egypt [2]. The treatment coined PUVA (psoralen + UV-A) therapy, in
which the chromophore absorbs near UV-A light (320-400 nm, i.e.,
3.83-3.06eV) [2,3-7], has been specifically designed to treat dif-
ferent skin disorders such as psoriasis and vitiligo [8-11]. Two are

* Corresponding author. Tel.: +34 963544427, fax: +34 963543274,
E-mail address: Luis.Serrano@uv.es (L. Serrano-Andrés ).

1010-6030/5 - see front matter © 2008 Elsevier BV. Al rights reserved.
doi:101016fjjphotochem. 2008.04.013

the mechanisms involving light and phototherapeutical response
(see Fig. 1) [12]. On the one hand, furocoumarin in its lowest triplet
excited state can undergo photoreactions with thymine forming
monoadducts and diadducts inserted in the DNA strand that alter
the genetic material of the affected cell, preventing its proliferation
[13-16]. A[2 + 2]-photocycloaddition between the double bonds of
the furocoumarin (C3=C4 and C4'=Cs/, see Fig. 2) and the double
bond of thymine takes place [17]. On the other hand, in a second
type of strategy, named photodynamic therapy (PDT), the photo-
sensitizer in its lowest triplet excited state can transfer its excess
energy to molecular oxygen available in the cellular environment,
generating highly electrophilic singlet oxygen ready to damage tar-
get tissues [18-20].

In the last century, furocoumarin’s chemistry reached its hey-
day. In 1834, Kalbruner isolated 5-methoxypsoralen (5-MOP),
and Abdel Monem El Mofty made a breakthrough employing 8-
methoxypsoralen (8-MOP) treating vitiligo in the 1940s. In 1953,
Lerner, Denton, and Fitzpatrick, and later Parrish in 1974 [9], pub-
lished studies of the treatment of both psoriasis and vitiligo with
8-MOP coupled with UV-Aradiation. In the 1950s, 8-MOP was made
available commercially, followed later by the synthetic compound
4,5 8-trimethylpsoralen (TMP) [14].

Regarding the present use of furocoumarins, 8-MOP is used as
an oral photoactive chemical for the treatment of vitiligo [2] and
psoriasis [9]. 5-MOP is used against psoriasis as well, although it
shows less severe secondary effects than 8-MOP and it is better tol-

305



J.J. Serrano Pérez

Tesis Doctoral

306

JJ. Serrano-Pérez et al. / Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry 199 (2008) 34-41 35
Phototherapy
\ 3 [}
[}
g
L=
— 5 Ea
d O
——y 3%
Z w

Photochemotherapy

%w«

SKIN FAT

% PUVA

+0()_.PDT

BONE

Fig. 1. Scheme of the phototherapeutical action of furocoumarins over skin diseases, including PUVA (Psoralen (Ps)+ UV-A) therapy, involving formation of adducts with

DNA, and PDT (photodynamic therapy), yielding reactive singlet oxygen.

erated by patients because of its lower phototoxicity [2,15]. Khellin
has been found to be useful in the photochemotherapeutic treat-
ment of vitiligo [15]. This compound does not display long-term
side effects and phototoxic skin erythema reactions and seems
to form mainly monoadducts. With respect to TMP, it is used in
the treatment of both psoriasis and vitiligo [21]. Finally, 3-CPS (3-
carbethoxypsoralen) has been tested in the photochemotherapy
of psoriasis [22]. Apparently, it gives rise only to monoadducts
with DNA, being considered as a non-carcinogenic alternative to
8-MOP, so it is possible that phototherapy with 8-MOP will give
way to 3-CPS in a foreseeable future [23]. In summary: (i) all the
mentioned furocoumarins produce monoadducts; (ii) only pso-
ralen and TMP show a very strong ability to build diadducts; (iii)
5-MOP and 8-MOP do not have such a pronounced trend; and
finally, (iv) diadducts are not obtained from 3-CPS and khellin
[19,24]. Regarding the generation of singlet oxygen, psoralen (Ps), 8-
MOP, and 3-CPS have been suggested as the most favorable sources
[19,22,25-28].

The photochemical process leading to the therapeutic action
begins with the absorption of UV-A light by the photosensitizerand
the system evolution along the paths and mechanisms promoting
the population of the reactive lowest energy triplet state, which
must be activated only at the target tissues. From this standpoint,
an effective photosensitizer should possess, in principle, certain
desirable key features: it must be harmless in the dark; in order
to treat deep tissues, it should be activated by long-wavelength
light, because the longer wavelength radiation the photosensitizer
absorbs, the deeper the energy penetrates in the tissue; its triplet
state must be populated from the excited singlet state by an effi-
cient intersystem crossing process, and effective in transferring the
energy to molecular oxygen in the PDT mechanism, and finally,
the chromophore should form monoadducts with DNA to become
mutagenic for the cells carrying the disease and perhaps less prone
to build diadducts in order to prevent carcinogenic side effects. In
addition, a good photosensitizer should be amphiphilic to favor the

injected administration of the drug, easily synthesized or isolated
from natural sources, be deactivated soon after the treatment, and
quickly eliminated from the body [29].

As a first step, and in order to understand the basic mechanis-
tic aspects of the furocoumarins phototherapeutic action and in
order to propose new and more efficient photosensitizers, it is nec-
essary to get a better insight into the photophysics of the family
of molecules. In the present research we will focus on the parent
molecule, psoralen, and several of its closest derivatives: 8-MOP,
5-MOP, khellin, TMP, and 3-CPS (see Fig. 3), many of them used
in current clinical practice. It would be highly desirable to have
a detailed account of the photophysics of most furocoumarins to
perform a thorough comparison. The experimental data are how-
ever scarce. The basic trends of the absorption spectra are in all
cases similar. Apart from several sharp features at higher ener-
gies, psoralen displays a weak and structured low-lying band with
a maximum ranging from 360 to 310 nm (3.44-4.00eV) in aque-
ous solution and ethanol [30,31]. The intensity pattern varies for
the series of furocoumarin compounds and the position of the
band maximum is strongly solvent dependent: 340 nm (3.60eV)
for 8-MOP in different environments [32,33]; 335nm (3.66eV)
in ethanol, 334-305nm (3.71-4.02eV) in dioxane, and 313 nm
(3.91eV) in water for 5-MOP [34,35]; 338-320 nm (3.62-3.83eV)
for khellin in various solvents [36,37]; 335 nm (3.66eV) for TMP

Fig. 2. Labeling and structure of psoralen.
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Fig. 3. Structure of psoralen, 8-MOP, 5-MOP, TMP, 3-CPS, and khellin.

in several media [21,34], and 318nm (3.85eV) in both water
and ethanol-water mixture for 3-CPS [38]. Independently of the
location of the maxima, this electronic transition is undoubtedly
responsible for the UV-Aabsorption, source of the phototherapeutic
action.

Both fluorescence (F) and phosphorescence (P) emissions have
been detected for the different compounds in a similar energy
range: for psoralen in ethanol at 409 nm (F, 3.03eV) and 456 nm
(P, 2.72 eV, band origin) [30]; for 8-MOP in different solvents and
temperatures at 482-440nm (F, 2.54-2.78eV) and 456.5nm (P,
2.68 eV, band origin) [21,34-36,39,40]; for 5-MOP at 510-425nm
(F, 2.40-2.88eV) and 472nm (P, 2.60eV, band origin) in vari-
ous media [21,32,34,35]; for khellin emission ranges from 553 to
422 nm (2.22-2.90 eV)[36,37]; for TMP in ethanol fluorescence has
been detected from 450 to 416 nm (2.72-2.94 eV), and the phos-
phorescence band origin is located at 446.5nm (2.74 eV) [34,40],
and finally for 3-CPS the emission band maxima takes place at
448-395nm (F, 2.50-2.77eV) and 490 nm (P, 2.53 eV), depending
on the temperature [23,38]. The measured fluorescence quantum
yield is similar (0.02) in psoralen, 5-MOP, and 3-CPS, somewhat
higher for TMP, and lower for 8-MOP and khellin [21,34,36,37].

Together with this parameter, thatindicates that 8-MOP and khellin
fluorescence is better quenched, we can use the phosphores-
cenceffluorescence quantum yield ratio ($p/@r) as a good probe
of how favorable is the global intersystem crossing process. Com-
paring data in the same environment, ethanol at 77K, the @p/®r
ratio ranges from 7.1 in psoralen to 13.1 in 8-MOP, 11.9 in 5-MOP,
and 6.0 in TMP [34], indicating that the relative population of the
triplet state is the highest in 8-MOP. Khellin and 3-CPS, on the other
hand, seem to give rise to higher triplet quantum yield formation
than the other compounds in several solvents [22,23,36,37]. Such
experimental evidence points out toward 8-MOP and khellin, and
perhaps 3-CPS, as the most promising photosensitizers, consider-
ing that the efficient population of the T; state is a sine gua non
condition to display an effective action via PDT and PUVA therapies
[15].

The strong dependence of the data on the solvent and thermal
effects and the lack of systematic and modern photochemical stud-
ies on the molecules make the rationalization of their properties
quite difficult, because in many cases they cannot be compared.
Apart from that, there is not a straightforward relationship between
the photophysical and phototherapeutic properties, because the
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latter strongly relies on the ability for subsequent formation for
mono- and diadducts with DNA nucleobases. In the present study
we have the objective to determine theoretically the intrinsic and
most relevant photophysical properties of the furocoumarins in
order to put them into the same framework and proceed to a full
comparison. In particular we will analyze the efficiency of the ini-
tial population of the spectroscopic bright state, the accessibility
of the singlet-triplet crossing (STC) and conical intersection (CI)
regions connecting the excited states potential energy surfaces and
leading to efficient intersystem crossing (ISC) and internal conver-
sion (IC) processes, respectively, and the strength of the spin-orbit
coupling terms between the different states. One of the highest
level quantum-chemical methods currently available, in particular
the CASPT2 approach, will be used for that purpose. The results
are expected to provide good hints addressed to propose the most
effective photosensitizer among the studied systems. Comparison
with other quantum-chemical results on the psoralen itself can be
also performed [41-43].

2. Methods and computational details

Using CASSCF multiconfigurational wave functions as reference,
a second-order perturbation theory through the CASPT2 method
was employed in order to include dynamic correlation energy in
the calculation of the electronic excited states. The CASPT2 method
calculates the first-order wave function and the energy up tosecond
order and has repeatedly proved its accuracy [44-49]. The imagi-
nary level-shift technique was employed in order to prevent the
effect of intruder states. A shift parameter of 0.3 au was selected
to avoid intruder states problems [50,51]. The molecular symmetry
was constrained to the C point group. For geometry optimizations,
however, relaxing the symmetry constraints had no effect on the
final structures, which preferred in all the cases to maintain pla-
narity. An atomic natural orbital (ANO-L)-type basis set contracted
toC,0[4s3p1d]{H [2s1p] [ 52] was used throughout. The carbon and
oxygen 1s core electrons were kept frozen in the second-order per-
turbation step. Geometries were obtained by computing analytical
gradients at the RASSCF level for the ground and lowest singlet and
triplet excited states. In the optimization of the A’ states an active
space of 14 active orbitals and 16 electrons has been employed and
up to quadruple excitations were considered (eight orbitals in RAS1
space and six orbitals in RAS3 space). Within the irreducible rep-
resentations (a’, a”) of the Cs group this active space can be labeled
as (0, 14), withno a’ and 14 a” orbitals. An additional oxygen lone-
pair orbital and two electrons were included in the active space
(1, 14) in order to optimize the lowest A” excited states. In all the
remaining calculations, CASSCF wave functions were generated as
state-average (SA)-CASSCF roots of a given symmetry. Using the
information obtained by analyzing natural orbital occupation in
control RASSCF calculations, the active space for the CASSCF calcu-
lations was set to include 12 active electrons and 12 active orbitals

Table 1
Active orbitals (,a")and electrons (N-e~ ) comprising the active space of the studied
psoralen derivatives

RASSCF (A) RASSCF (A") CASSCF (A, A")

RAST RAS3 Ne~ RASI RAS3 Ne~ RAS2 Ne-
Psoralen (0.8) (0,6) 16 (L8 (0.6) 18 (L12) 14
8-MOP  (0,9) (0,6) 18 (L9 (0.6) 20 (L11) 12
5-MOP  (0,9) (0,6) 18 (L9 (0.6) 20 (L11) 12
T™MP 0.8 (0.6) 16 (18 (0.6) 18  (1,10) 14
Khelin ~ (0,10) (0,6) 20  (L10) (0,6) 22 (19 12
3CPS (0.8) (0,7) 16 (L8 (0,7) 18 (19 12

(0, 12) for A’ roots and 14 active electrons and 13 active orbitals
(1, 12) for A” roots. The number of selected SA-CASSCF roots was
11, 4, 7, and 3 for A, 3A7, 1A”, and *A” symmetries, respectively.
A detailed account of employed active spaces for psoralen deriva-
tives can be found in Table 1. The CAS state interaction method
[53] (CASSI) was used to compute transition properties, including
the spin-orbit coupling (SOC) elements between selected states
[54,55]. All calculations in the present paper were performed with
the MOLCAS-6.0 quantum chemistry software [56,57].

3. Results and discussion
3.1 Photophysics of furocoumarins

In previous studies, the photophysics of the furocoumarin’s
parent molecule, psoralen, was analyzed in depth [58-60]. In par-
ticular, we computed the spectroscopic properties of the low-lying
singlet and triplet excited states, as well as the basic photochemical
features that makes the systern an efficient photosensitizer, such it
is the possibility of effectively populate its lowest energy triplet
state (T, m7*) from the initially promoted bright singlet state (S,
7*). As mentioned above, the present paper will be devoted to
make a thorough comparison of the photophysical properties of
several psoralen derivatives, 8-MOP, 5-MOP, Khellin, TMP and 3-
CPS, most of them used in current clinical practice, in the quest
of the best photosensitizer. For that purpose we have computed
vertical absorption and adiabatic excited state energies, oscillator
strengths, radiative lifetimes, spin-orbit coupling terms, and rele-
vant geometrical parameters of the two lowest energy singlet and
triplet m7* and nw* excited states, as compiled in Tables 2 and 3.

The initially promoted S; wm* (Sx) state is clearly higher in
energy for psoralen, 8-MOP and 5-MOP, whereas the associated
transitions have not large oscillator strengths. Khellin and TMP, on
the other hand, have transitions in the low near-UV range which
are predicted relatively more intense, representing undoubtedly an
advantage from the photochemical viewpoint. 3-CPS represents an
intermediate situation. The vertical results are however difficult to
relate to the variable position of the band maximum in different sol-
vents [21-40]. The emission properties of the state are in all cases

Table 2
Main ic properties of
Compound Sy Srr Sn Tn Ta

u(D) B f Te  za(ns) w(D) Eya f Te  Tag p(D) Eva Te 7aa SOC  u(D) Eva Te  Tpag(ms) SOC  u(D)
Psoralen 625 398 0027 359 74 650 501 w~10¢ 391 3ps 207 327 276 28s <I0-! 540 485 384 9 46 215
8-MOP 6.78 3.90 0.006 3.50 254 733 501 w~104 391 3ps 266 3.16 272 60s <10-! 675 485 384 1 47 277
5-MOP 779 396 0002 3.60 971 815 505 w~10* 395 3ps 326 314 266 9s <I0-! 738 489 388 01 47 3.33
Khellin 441 352 0012 326 189 515 400 ~100® 326 3ms 243 305 283 3.4h <1 429 361 303 9 40 243
TMP 656 357 0.06 325 38 735 492 =10 391 3ps 1.90 3.04 263 180s <10-!' 613 478 373 1 46 2.06
3-CPS 401 373 003 3.05 100 531 484 ~104 359 4ps 066 288 240 81s <10-! 367 472 358 32 44 0.49

Energies in eV and SOCs between the ground and the excited state in cm-.

2 Dipole moments (41, D), vertical absorption (Eys, eV), oscillator strength (f), adiabatic electronic band origin (Te, eV), radiative lifetime (7), and spin-orbit coupling (SOC,

cm-1).
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Table 3

Selected bond lengths (P: pyrone; F: furan) at the excited states optimized geometries of furocoumarins

Compound a(C=0r (AP a(C=C)p (AP
So Sn Sn Tr Ta So S Sn T Ta

Psoralen 1.348 1.365 1.345 1.344(0.05,0.00¢ 1345 1342 1373 1428 1.469(0.31,0.73) 1419
8-MOP 1.346 1.362 1.343 1342(005,000) 1343 1.341 1.382 1426 1.469 (0.32,0.76) 1.417
5-MOP 1.345 1.365 1.343 1343(0.00,004)  1.343 1.342 1377 1427 1.467(0.29,0.78) 1.420
Khellin 1.337 1.352 1.339 1444 (081,019) 1339 1.332 1.228 1.351 1.333(0.00,0.08) 1.346
T™MP 1.348 1.365 1.346 1.345 (0.06,0.14) 1346 1.345 1374 1429 1.475 (0.34,0.66) 1.421
3-CPS 1.343 1.363 1.363 1342(000,002)  1.343 1.344 1418 1.442 1.472(0.40,071) 1435
2 Bond Cy/ Cy

b Bond C3C4 except for khellin, whichis C;C3

¢ Spin population at the carbons located in the reactive double bonds of each moiety.

similar, whereas the computed radiative lifetimes (Strickler-Berg
approach [61]) tend to be close or one order of magnitude larger
than the experimental values (~1-100ns) [35], reflecting in that
manner the presence of actual non-radiative decay channels. From
Table 3 it is clear that, as it was already observed in psoralen [58],
the Sy state is delocalized in all the molecule, and no significant
bond elongationis observed upon geometrical optimization for the
representative double bonds of the furan (CyCs) and pyrone units
(C3C4, except for khellin, in which it is C;C3). 3-CPS is, however,
an exception where the C3C4 bond enlarges in the state, clearly
because the influence of the neighbor ethylmethanoate substituent.
Other singlet excited ™ states have been computed at the same
level of theory for all six systems at energies 0.5-1.0 eV higher than
those of the low-lying S; state, with transitions having noticeable
oscillator strengths, although their importance in the present con-
text is minor.

Regarding the lowest energy nm* states, Sp and Ty, they areinaall
cases related with the carbonyl oxygen lone pair, therefore centered
inthe pyrone ring. There are no major differences among their prop-
erties in the various molecules except for the case of khellin, where
the excitation energies are near 1.0 eV lower, favored by the differ-
ent position of the C=0 bond in the pyrone ring. This brings changes
also in the emission properties of Sy in khellin, which becomes
isoenergetic with Sy and displays a large radiative lifetime. With
respect to the mechanism of triplet population, it is very impor-
tant to notice that in khellin Sy and T, become almost degenerate
already at the Franck-Condon (FC) geometry. As shall be empha-
sized later, even when the SOC terms between both states are not
very high at the ground-state geometry, (3cm=1), the combined
effects of the SOC and the degeneracy will enhance the probability
of efficient ISC toward Ty, followed subsequently by IC to Ty 7mm*
(Tw)-

Finally, we can compare the results obtained for the lowest T
state. The energy pattern is quite similar in all the studied com-
pounds, that is, at the FC region the state is located 0.5-0.7eV
below any other excited state. Important differences can be, how-
ever, observed in khellin. This molecule locates the spin population
of the Ty state in the C=C double bond of the furan ring (CyCs),
unlike the other derivatives that do it on the pyrone C=C bond
(C3Cy), as it is clear by checking in Table 3 the enlargement of the
corresponding bonds upon optimization of the state. A spin popu-
lation concentrated at the carbon atoms of the furan double bond in
the Ty state of khellin, unlike at the pyrone double bond in the other
derivatives, also reflects the different behavior of the former. These
facts may have dramatic consequences in the photochemistry of
khellin as compared with the other systemswhen monoadducts are
formed with thymine in the DNA strand. Whereas a T populated
psoralen or other derivatives will favor a[2 + 2]-photocycloaddition
linking an elongated pyrone (C3C4) bond and the double bond of
thymine leading to pyrone-type monoadducts (PMA), khellin will

tend to link through the double bond of the furan side, leading to
furan-type monoadducts (FMA) [60]. Regarding emission proper-
ties, the obtained electronic band origins of phosphorescence are
strikingly close (less than 0.1eV) to the experimental values of
vibrational band origin: psoralen (2.7 eV), 8-MOP (2.68 eV), 5-MOP
(2.60eV), and TMP (2.74eV) [32]. On the other hand, computed
phosphorescence radiative lifetimes are just one order of magni-
tude off from the experimental values (~1 s) [35], except for khellin,
in which we obtain a value of 3.4h (12,240s). This result might
reflect that the Strickler-Berg approach cannot be applied in the
case of khellin due perhaps to the presence of non-radiative decay
channels toward other states, as it will be shown in the next sec-
tion. Anyway, from the viewpoint of a photosensitizer and provided
that radiationless processes from T do not become predominant,
khellin will be undoubtedly a convenient system displaying a very
long-lived triplet state. More studies on its phosphorescence are
surely required.

In summary, the study of the photophysics of psoralen deriva-
tives indicates that although large differences are not expected from
the parent molecule, the analyzed derivatives will be slightly more
efficient sources of triplet-activated phototherapy than psoralen
itself, either because the initial Sy state is more easily populated
(lower energies and larger intensities), like for khellin, TMP or
3-CPS, or because the Ty state is slightly longer lived. Khellin
represents a unique situation, because the distinct pyrone ring
structure largely modifies the photophysical properties, decreas-
ing the excitation energies and enlarging the state lifetimes, and
more specifically making Sy and Ty, degenerate at the FC geometry
and prone to give very efficient ISC rates. The consequences for the
photochemistry of the systems are also crucial. Khellin is expected
to form preferably triplet (T )-mediated FMA complexes, because
of the location of the spin population of T in the furan double
C=C bond, unlike the other systems that will initially form pyrone
monoadducts (PMA). In the next section we shall provide a deeper
analysis on the mechanism of efficient population of T, following
the scheme recently proposed for psoralen [59].

3.2. Triplet population mechanism in furocoumarins

The main goal of the present research is to determine a mech-
anism to efficiently populate the lowest excited triplet state in
furocoumarins, given that this state is the protagonist of the photo-
sensitizing action. In order to make fully comparable the results
obtained for the psoralen derivatives with those of the parent
molecule, the same methodology as in Ps has been applied [59,60].
The bright spectroscopic S singlet state in furocoumarins is the
only one to be significantly populated by direct absorption in the
range of UV-Aradiation typically used in phototherapy (3.1-3.9eV)
[13-15]. Therefore, from this state we focus on how the most favor-
able transfer of energy to the triplet manifold can take place.
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An effective ISC process demands two conditions: small
singlet-triplet (S-T) energy gaps and large SOC between the
populated state (Sy here) and the corresponding triplet state.
According to the qualitative El-Sayed rules [62,63] the spin-orbit
coupling is large between states of 7™ and nm* types and small
between states of the same character. Therefore, alarge SOC matrix
element between Sy (the lowest excited singlet state of wm"
nature) and Ty, state (the lowest excited triplet state of nt" nature)
is likely to occur. At the ground-state FC geometry, the computed
data are: Ps (AE=0.87eV; SOC=3cm~1), 8-MOP (AE=0.95eV;
SOC=3cm™1), 5-MOP (AE=093eV; SOC=3cm!), Khellin
(AE=0.09eV: SOC=3cm™1), TMP (AE=1.21eV: SOC=6cm~1),
and 3-CPS (AE=0.98 eV; SOC=4cm~1). The two mentioned condi-
tions do not seem to be simultaneously fulfilled. Khellin, in which
the gap Sz-Tp, is 0.09 eV, whereas the SOC, even if small, 3cm~1, it
isnoticeable, is an exception, and, consequently the ISC process can
be considered more favorable. Furthermore, taking into account
the values for the dipole moments displayed in Table 2, it is
not expected that the effect of the aqueous environment largely
changes the outcome. In the remaining compounds an immediate
ISC upon absorption is unlikely, especially because of the large
energy gap and the effects of the environment. Considering the
obtained relative dipole moments, the S and Ty states will slightly
stabilize and destabilize in polar solvents, respectively, increasing
the S-T gap. In any case, the molecule can evolve rapidly along
the Sy hypersurface, and therefore it is possible to search for
regions of the coordinate space in which both energy gap and
SOC are more favorable for ISC. Provided that those regions are
easily accessible they can be the sources of triplet population. The
strategy we have followed in the study is the same as the one
we have recently employed for psoralen [59,60]. We found that
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the Sy state minimum was easily reached from the FC geometry,
therefore we have to be able to find crossing regions starting
from such structure. As in psoralen we have performed linear
interpolations in internal coordinates (LIIC) from the minimum
of the Sy state to the minimum of the S, state in each furo-
coumarin (see Figs. 4 and 5), to help us to understand the profiles
of the different excited states along such a path, considered to
be appropriate to find the singlet-triplet crossing, since both
Sn and Tp states share the same basic structure and energetics
[59].

Along the LIIC profile the main geometrical arrangement from
the first (0=Sx minimum) to the last (4 =S, minimum) point is,
as expected, an enlargement of the C=0 bond, due to the change
in nature from a mT* to a no™* state. Once the Sy state is pop-
ulated its minimum can be easily reached, and then fluorescence
is favored. Deactivation to other states by means of efficient ISC
would be only possible if, simultaneously, the energy gap S-T is
small enough and the SOC terms are large enough. Starting by the
results on Fig. 4, in psoralen, 8-MOP, and 5-MOP the obtained pro-
files for the different states are apparently similar. As it occurs at
the FC geometry, in the Sz minimum the two criteria for efficient
ISC are not fulfilled at the same time. The SOC terms between Sz
and any other excited triplet wr* state (such as Ty, T3 or T4) are too
small, whereas they increase for the coupling between Sz and Ty
(3-5cm=1). The energy gap Sx-Th is, however, too large to expect
an efficient ISC at the Sx-equilibrium structure, (S )ym. Studying
the evolution along the LIIC path may provide valuable informa-
tion on the fate of the energy. In all systems, the only state that
strongly interacts with S via spin-orbit terms is the Ty state. Anal-
ysis of the accessibility of the STC (Sx/Ty)x gives a good account
of the relative efficiency of the corresponding ISC process. In the
three molecules the singlet-triplet crossing takes place between
points 2 and 3. The approximate barriers that the system has to
overcome to reach the Ty, state from the Sy minimum are 0.42 eV

0 1 2 3 Lic 4

s, min S, min

Fig. 4. Computed CASPT2 energies for the low-lying excited states of psoralen, 8-
MOP, and 5-MOP along a linear interpolation of internal coordinates (LIIC) from Sy, to
Sp minima. Solid and dashed lines represent singlet and triplet states, respectively.
Energy gaps (AE) and spin-orbit coupling (SOC) terms between the S;; and Ty, states
ateach geometry arealsoinduded. The singlet-triplet crossing (Sr/Ty )y is indicated.

(Ps), 0.39eV (8-MOP), and 0.26 eV (5-MOP). Because of the nature
of the interpolation in the considered LIIC path, the obtained bar-
rier can be considered as an upper limit to the actual value. In a
previous study on Ps, the STC (S;/Tp )x was located and the barrier
decreased to 0.36 eV, that is, just 0.06 eV [59,60]. The trend is clear,
and the lower barrier obtained in 5-MOP makes it be viewed as a
slightly better candidate to yield more efficient ISC than psoralen
and 8-MOP. It is worth noting, however, that along the LIIC path the
three systems display increasing SOC elements, that become max-
imum at the S, minimum, and therefore the region for significant
ISC can extend from the mentioned STC to the (Sy)um structure.
No drastic differences are then expected in the photophysics of the
three systems.

From the results obtained for khellin, TMP, and 3-CPS displayed
in Fig. 5, it is clear that TMP and 3-CPS have similar features as the
previous systems, in particular a large Sy—Tn gap at the Sy mini-
mum. As a consequence, the STC (Sx/Txq )x takes place far away along
the LIIC profile and the corresponding barrier to reach STC (Sx/Ta)x
from the S; minimum is as large as in psoralen: 0.41 eV (TMP) and
0.44 eV (3-CPS). Because of such relatively higher barrier height,
even when the SOC terms are slightly larger than in psoralen, 8-
MOP, and 5-MOP, the efficiency of the ISC process will be probably
lower. Khellin is obviously a totally different case. The Sy and Ty
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-0.42D 1 z 3 bl barrier has been computed much larger in psoralen, 8-MOP, TMP,
S i HE oo and 3-CPS than in 5-MOP, in which the ISC process can be there-

Fig. 5. Computed CASPT2 energies for the low-lying excited states of khellin, TMP,
and 3-CPS along a linear interpolation of internal coordinates (LIC) from Sy to Sy
minima. Solid and dashed lines represent singlet and triplet states, respectively.
Energy gaps ( AE) and spin-orbit coupling (SOC) terms between the Sr and Tp states
ateach geometry are alsoincluded. The singlet-triplet crossing (S /Ty ) is indicated.

states are basically degenerated already at the FC geometry, and
they are very near at the Sy minimum. The STC (S/Tn)x takes place
immediately along the LIIC path. Because both states are extremely
close in a wide region of the coordinate space, the computed bar-
rier, 0.11 eV, cannot be most probably be considered as a measure
of the actual efficiency of the ISC process. The energy degeneracy,
together with the computed SOC coupling near 3 cm~!, makes the
ISC process involving Sy to Ty, extremely favorable inrelation to the
other furocoumarins.

Once the energy has been partially transferred from Sz to the
Tn state, the lower Ty state can be efficiently populated by means
of a proper IC process. Fig. 6 displays a scheme of the mechanism
of triplet population in furocoumarins suggested by the present
results. In our previous study on psoralen [ 59,60], the conical inter-
section (Tn/Tx )cy, responsible for the IC process, was located almost
isoenergetic to the Ty minimum, and therefore the corresponding
radiationless decay was predicted to be extremely efficient. In all
the molecules studied here, except khellin, the profile of these two
triplet states is very similar, and therefore the final outcome once
Tn has been populated can be considered to be practically the same.
Once again khellin is an exception. The T, state is much lower
in energy, and therefore the conical intersection (Tp/Tx)a can be

fore considered slightly more efficient. In all cases, but especially
in khellin, once the T, state is populated the energy transfer to the
Tx state will be extremely favorable.

A photosensitizer is expected to be more effective as more
efficient is the process of population of Tg, since such state is
protagonist of processes as the cycloaddition to the DNA thymine
moieties and the formation of singlet molecular oxygen for photo-
dynamic therapy. From the photophysical viewpoint we have found
in the studied psoralen derivatives that khellin could be consid-
ered a much more effective photosensitizer, followed by 5-MOP,
whereas 8-MOP, TMP, 3-CPS, and psoralen itself, are expected to be
somewhat less efficient, a tendency similar to that observed in the
clinical practice [2,9,15,21,22]. In khellin, however, the triplet state
reactivity is centered in the side of the furan ring, which indicates
a favorable formation of furan-monoadducts (FMA), whereas the
other systems have a reactive bond in the triplet state located at
the pyrone ring, favoring the formation of PMA. Further research
is required to determine whether the phototherapeutic efficiency
of furocoumarins is better influenced by a more favorable triplet
population, such as in khellin, or by the initial formation of FMA
(khellin) or PMA (the other systems) complexes with DNA. Work
on the formation of monoadducts furocoumarins-thymine at this
level of theory is currently in process.

4. Summary and conclusions

In the present contribution, the photophysics of several furo-
coumarins has been analyzed using quantum-chemical methods
through the multiconfigurational second-order perturbation pro-
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cedure, CASPT2, employing high-quality ANO-type one-electron
basis sets. Optimized geometries for the low-lying singlet and
triplet states, energy differences, and state and transition properties
providerelevant information to understand the excited state struc-
ture and the absorption and emission processes taking place upon
irradiation of the furocoumarin class of molecules. The absorption
and emission spectra of the systems have been studied by com-
puting vertical and adiabatic excitation energies. Analysis of the
energy gaps and spin-orbit couplings at the Franck-Condon region
suggests that the process responsible for the population of T1 (Tx)
does not take place vertically, except in khellin, and most proba-
bly it occurs along the relaxation path on the S (Sx) hypersurface.
On the contrary, in khellin population of T is likely to happen at
the Franck-Condon region. Another important difference regard-
ing khellin is that the spin population in the T state is mainly
located on the carbon atoms of the C=C double bond of the furan
moiety, just the opposite that in psoralen, 8-MOP, 5-MOP, TMP, and
3-CPS. As aresult, the length of C=C double bond of furan moietyis
enlarged with respect to the ground state in the T state of khellin.

In addition, we have analyzed the population mechanism of
the low-lying T state of the furocoumarins, protagonist of their
action as photosensitizers. Determination of the obtained energy
differences, barrier heights, energy minima, and spin-orbit cou-
pling terms among the different electronic states indicates that
the system, after evolving toward the Sy energy minimum, may
surmount a barrier and reach a S-T crossing between Sz and the
low-lying triplet n7* state, (Sx/Tq)x. In this regard, khellin and 5-
MOP, having the smallest barriers, seem to be the most promising
photosensitizers. Once the Ty, state has been populated, an ultrafast
decay towards the low-lying T, state may well proceed through
the conical intersection (Ty/Tx)q, transferring the energy to the
Ty energy minimum from which the furocoumarin molecule may
emit (phosphorescence), react with thymine, or transfer its energy
to molecular oxygen. Among the other molecules, khellin combines
favorably the presence of an easily accessible Clwith a large lifetime
for the reactive T excited state. Considering that psoralen, 8-MOP,
and 3-CPS have been estimated as the best singlet oxygen genera-
tors [19,22,25-28] and until more information is available we here
suggest that khellin seems to be the most plausible photosensitizer
at least on the basis to its ability to react with thymine.
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Photoreactivity of Furocoumarins and DNA in PUVA Therapy: Formation of
Psoralen—Thymine Adducts
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The mechanism of the [2 + 2] cycloaddition photoreaction of psoralen and a DNA nucleobase, thymine,
cornerstone of the furocoumarin-based PUVA (psoralen + UVA radiation) phototherapy, has been studied
by the quantum-chemical multiconfigurational CASPT2 method. Triplet- and singlet-mediated mono- and
diadduct formations have been determined to take place via singlet—triplet crossings and conical intersections,
correlated with the initially promoted triplet or singlet states in different possible reactive orientations. Pyrone-
side monoadducts are suggested to be formed in the triplet manifold of the system, and to be less prone to
yield diadducts because of the properties of the monoadduct lowest triplet state and the minor accessibility
of its excited singlet states. Furan-side monoadducts are better produced in the singlet manifold after reaching
a conical intersection with the ground state of the system. From there, the absorption of a second photon
would in this case trigger the formation of the diadduct. The proposed mechanisms enable rationalizing the
phototherapeutic behavior of several furocoumarins.
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1. Introduction

Knowledge on the photosensitizing ability of furocoumarins
(psoralens), in which the widely employed PUVA (psoralen +
UVA) phototherapy relies,!™ has provided successful clinical
treatments against different diseases, from skin disorders like
psoriasis or vitiligo to promising anticarcinogenic uses.” The
interaction of furocoumarins and UVA light (400—320 nm,
3.10—3.87 eV) in the affected tissues triggers photoreactions
which are the source of the therapeutic properties of the
procedure. The most important mechanism implies direct Figure 1. Labeling and structure of psoralen and thymine.
photobinding between the photosensitizer and DNA base H
monomers and the formation of furocoumarin—nucleobase 0 N o Q
mono- and diadducts that prevents the division of the injured HiC \|/ )\NH
cell’ In another set of oxygen-dependent photoreactions, the NH  uN
activated furocoumarin can transfer energy to molecular oxygen / ~
to generate reactive radicals or excited Ay oxygen which d
becomes prone to damage the membrane of the harmed cell. o} o 0 o o 0
The latter technique is known as photodynamic therapy (PDT),
and its participation has been considered of minor impact in PMA FMA
the PUVA technique.® ¢

The interaction of the furocoumarins with DNA that exerts
the photosensitizing action takes place through the pyrimidine
nucleobases, as it was evidenced by the modification of the
pyrimidine nucleobase fluorescence spectra in aqueous solutions
containing psoralen, pyrimidine, and purine nucleobases.!t
Thymine is the most frequent target, in accordance with its
predominance in other similar photoreactions such as the
formation of cyclobutane thymine dimers (T <>T) in UV-

Thymine

Diadduct

irradiated DNA.1271> The key step of the mechanism is known
to be a [2 + 2] cycloaddition photoreaction of one of the two
reactive ethylenic bonds of psoralen (C3=C4 or C4=Cs) and
the reactive Cs—=Cs double bond of thymine (see Figure 1),
leading to a cyclobutane structure linking both molecules (see
Figure 2). The process begins in the dark with the furocoumarin
molecule inserting into the DNA double strand. Recent molec-

* Author to whom cor: d should be add d. E-mail:

Luis.Serrano @uv.es.

10.1021/jp805523d CCC: $40.75

Figure 2. Psoralen—thymine pyrone (PMA) and furan (FMA)
monoadducts and diadduct.

ular dynamics computations show that psoralen photoreacts
preferably in [AT], sequences.'® As in other DNA—drug
interactions, getting the proper geometric alignment is a
relatively low-efficiency process because of the existence of two
competitive noncovalent interaction mechanisms: on the one
hand, the intercalation of the furocumarin between two nucleo-
bases that gives rise to the photoreaction, and, on the other hand,
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Psoralen-related molecules

Psoralen: a=P=y=3=e=H

=e=H; B=0CH;
=y=8=H; e=0CH;
TMP: y=¢=H, 0=p=6=CH;

3-CPS: o-=5=6=H, y=CO-CH,CH;

Figure 3. Molecular structures of the psoralen family.

its association with the minor groove binding of DNA.1617
Following irradiation with UVA light, photoadditions occur
either at the C4=Cs bond of the furan moiety of the furocou-
marin (to form furan monoadducts, FMA) or at the C3=C, bond
of the pyrone moiety (to form pyrone monoadducts, PMA)!®
(see Figure 2). The monoadduct may absorb another photon,
inducing the other photoreactive C=C double bond to interact
with a thymine on the opposite DNA strand and producing a
diadduct that cross-links the DNA helix. The existence of the
photoadducts furocoumarin—thymine has been analyzed in
different media and with various techniques.’~> The poly-
[dA—dT]-poly[dA—dT] sequence region appears to be the most
favorable site for the photocycloaddition reactions of furocou-
marins. >

Both double bonds Cy=Cys and C3=Cy4 are able to react with
thymine, although several proposals indicate that the one
belonging to furan is the most active biologically, a question
still under debate. Formation of cross-links was thought to be
extremely relevant for the therapeutic effectiveness, but it is
also reported that diadducts cause adverse side effects such as
carcinogenesis, mutagenesis, and immunosuppression.> Only
furocoumarins with bifunctional groups (see Figure 3), for
example, psoralen or the widely used 8-methoxypsoralen (8-
MOP), can form diadducts. Certain monofunctional furocou-
marins such as khellin or 3-carbethoxypsoralen (3-CPS) have
been proved to yield as efficient phototherapy as bifunctional
furocoumarins but with less phototoxicity. As a result, several
studies of 3-CPS photoadducts have been performed.’~2*

Despite the extended use of the PUVA technique and the
characterization of the furocoumarin—thymine complexes, the
underlying formation mechanism of the mono- and diadducts
is far from being known.> According to the W oodward—Hoffmann
rules, 231 [2 + 2] cycloadditions are pericyclic thermally
forbidden reactions, that, upon conservation of the orbital
symmetry, are allowed photochemically. For instance, in the
simplest model reaction of two ethene molecules, their lowest
singlet excited state correlates directly with that of cyclobutane.
Consequently, there is no symmetry-imposed barrier to this
transformation and the reaction is named as symmetry-allowed.
On quantum-chemical grounds, this reaction, that involves 4
electrons, is excited-state-allowed because the surface topology
of Sy possesses a minimum that corresponds to a diradicaloid
character as the antiaromatic transition state on So.3273° There-
fore, the key point in the mechanism of such type of pericyclic
reaction is the existence of a suitable surface crossing, a conical
intersection (CI), (S1/So)cr, that behaves as a funnel allowing
the occurrence of a radiationless jump, that is, an internal
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conversion (IC) from Sy to So. Within the same framework, the
formation of furocoumarin—thymine adducts would in principle
involve population of the Sy state of the supermolecule, either
localized in the furocoumarin or in the thymine moiety, and
subsequent evolution toward the corresponding CI, (S1/So)cr.
This is not, however, the only possibility. It is believed that the
triplet state of the furocoumarin is involved in the formation of
the DNA cross-linked adducts. Furocoumarins are known to
efficiently populate their lowest triplet state®® and act as
photosensitizers.* Relatively high intersystem-crossing quantum
yields (0.076) have been also established in the production of
FMA.%" If the T} state of the supermolecule participates in the
photoreaction, this will proceed from the populated T; state
toward a singlet—triplet crossing (STC) with the ground state,
(T/So)stc, finally leading to the formation of the adduct in So.
This mechanism relies on the efficient population of the lowest
triplet state of the furocoumarin from the initially irradiated
singlet excited state, a process that has been recently rationalized
on theoretical grounds for the family of furocoumarins.3$~#!
The overall framework of the reaction is complex.*># The
most common furocoumarins (psoralen, 8-MOP, 5-methoxyp-
soralen (5-MOP), 4,5’ 8-trimethyIpsoralen (TMP), khellin, and
3-CPS; see Figure 3 and the Supporting Information for their
structures)**#! produce monoadducts. Both PMA and FMA
adducts are formed by irradiation at 365.5 nm (3.39 eV) and
are nonfluorescent and fluorescent, respectively.*~* Once the
monoadduct is formed, a second absorption of a photon can
trigger the interaction of another thymine molecule with the
opposite reactive double bond of the monoadduct, giving rise
to a diadduct. The involvement of one or other monoadduct in
the cross-link process is unclear. Some studies suggest that
diadducts are formed only from FMA upon irradiation at 360
nm (3.44 eV).247 A significant amount of PMA is, however,
observed in certain derivatives.?>?>4% Adduct distribution in
DNA samples differs depending on the wavelength of the second
photon. Whereas absorption at 341.5 nm (3.63 V) seems to
favor diadducts, that at 397.9 nm (3.12 V) yields FMA as the
primary photoproduct.#® On the other hand, monoadducts and
diadducts can be split into original monomers under irradiation
with short wavelength UV light.'®%° For instance, FMA
monoadducts have been reported as decomposing to the original
moieties after irradiation with UV light at 253.7 nm (4.89 eV).#
With respect to the behavior of the different furocoumarins, it
can be concluded that only psoralen and TMP show a very
strong ability to build diadducts, that 5-MOP and 8-MOP do
not have such a pronounced trend, and that diadducts are not
obtained from 3-CPS and khellin.5#° Taking into account that
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3-CPS is also considered a productive source of singlet oxygen
for PDT therapy® ' and that khellin has been recently suggested
as the most efficient photosensitizer among a number of
furocoumarins,* both 3-CPS and khellin are plausible candidates
to substitute in the PUVA therapy to the widely employed
8-MOP.>

From the theoretical standpoint, studies have been only
focused on the intercalation of the photosensitizer between the
mr-stacked nucleobases, using classical mechanics approaches, 6
and in the determination of the ground-state structures of the
adducts, at the semiempirical® ™ or ab initio single-reference
RHF, DFT, MP2, and CCSD(T) levels.* The complexes have
been determined much more stable in the noncoplanar frans
than in the stacked cis arrangements (see Figure 2).% In the
present paper, we address, for the first time theoretically,
the photochemical mechanisms of formation of monoadducts
psoralen—thymine, both acting on the furan (FMA) and the
pyrone (PMA) side of the photosensitizer. Psoralen, the parent
furocoumarin compound, has been selected as the most repre-
sentative compound in the family of substances. In order to
interpret some of the measured trends, the formation of
monoadducts has been analyzed both in the singlet and in the
triplet manifold. Excited-state energies, oscillator strengths, state
minima, conical intersections, singlet—triplet crossings, and
charge and spin populations will be computed using a highly
accurate ab initio multiconfigurational method, CASPT2//
CASSCF. The study of the properties of FMA and PMA
monoadducts and their mechanism of formation will enable us
to identify the most important reactive centers and elucidate
the participation of each one of the two moieties, psoralen and
thymine, in the photoreaction, determining also the prevalence
of the singlet and triplet manifold in the overall process and
relating them to the phototherapeutic technique.

2. Computational Details

Initially, the ground state of reactives, psoralen and thymine,
and products, monoadducts PMA and FMA, were optimized at
the DFT/B3LYP/6-31G(d) level of theory. At the optimized
geometries of the species, several singlet and triplet excited
states were computed using CASSCF multiconfigurational wave
functions as reference and second-order perturbation theory, the
CASPT2 method, to obtain electronic energies, always employ-
ing the 6-31G(d) basis set. The CASPT2 approach, employed
with the standard zeroth-order Hamiltonian®” and an imaginary
level shift of 0.3 au to prevent the presence of intruder states,”®
is an accurate procedure to compute excited states, as proved
repeatedly.”~%* An active space of eight electrons in eight active
orbitals (8/8) was employed in the CASSCF procedure, both to
compute vertical excited states of the monoadducts and to
optimize CIs and STCs in the different hypersurfaces. In order
to make a straightforward comparison, the corresponding singlet
and triplet excited states of the reactives, isolated psoralen and
thymine, were optimized at the CASSCF level with the spaces
(6/6) and (2/2), respectively, which constitute approximately
equivalent active spaces that each moiety possesses in the
supermolecule (FMA or PMA). It is important to emphasize
that the so-obtained CASPT2 excitation energies can be
considered accurate enough if compared to our previous results
on the isolated systems (psoralen®~** and thymine®>) per-
formed at higher levels of calculation, that is, larger ANO-type
basis sets and active spaces, with the differences being less than
0.2 eV. No symmetry or geometry constraints were used in the
final calculations. Energies, displayed relative to the ground
states of the separated reactives, include in all cases the basis
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set superposition error (BSSE) corrected through the counter-
poise procedure,”’ as described elsewhere.5® All calculations
have been performed using the MOLCAS 6.0 suite of
programs.®~7"! Further computational details can be found in
the Supporting Information.

3. Results and Discussion

In the present research, we aim to the determination of the
basic mechanistics in the formation of the furan- and pyrone-
side psoralen—thymine monoadducts, FMA and PMA, respec-
tively (see Figure 2). Both the singlet and the triplet manifold
will be explored in order to characterize the most favorable
conditions for the photoreaction to take place. Initially, we
consider the isolated psoralen and thymine molecules in their
ground-state equilibrium geometry. As shown in our previous
studies on the furocoumarin family (psoralen, 8-MOP, 5-MOP,
TMP, 3-CPS, and khellin),*! in the range of absorption energies
in which the psoralen-based phototherapy is operative, that is,
UVA light (400—320 nm, 3.10—3.87 V), only the low-lying
singlet excited Si(7zsr*) state of the furocoumarin molecule can
be efficiently populated by direct absorption. The state was
computed vertically in the range 3.52—3.98 eV for the different
furocoumarins, and the related transition had noticeable oscil-
lator strength. Considering that the lowest singlet state of
thymine lies vertically near 4.9 eV,% it is expected that the direct
phototherapeutic process begins with the absorption of one
photon, leading to the Si(szzr*) state of the furocoumarin. As
the overall process corresponds to a [2 + 2] cycloaddition
photoreaction, two possible paths may lead from the activation
of Sy in the furocoumarin (psoralen hereafter) toward the
monoadduct: (i) in the singlet manifold the Si(zzr*) evolves
following an efficient pathway toward a CI with the ground
state, (S1/So)cr, which behaves as a funnel for IC toward the
monoadduct in S; (ii) in the triplet manifold, and including a
proper ISC process, there is a switch from S(7z7r*) toward low-
lying triplet states of psoralen leading to Ty(zz*), (Si/T1)src,
and from there, the system evolves following an efficient path
to the STC (T1/So)stc, that is, the structure connecting the Ty
hypersurface with the ground state of the monoadduct. We still
shall add one more mechanism as a possible source of adduct
formation. As the lowest triplet state of thymine can be
populated by energy transfer from some other endogenous or
exogenous photosensitizers,’>? as psoralen itself, it is possible
to envisage a photoreaction leading from the Ty(szr*) state of
the thymine to a proper STC (T1/So)src connecting with the
ground state of the monoadduct. The three types of mechanisms
shall be explored here.

3.1. Reactivity in the Triplet Manifold. The most plausible
and probably major mechanism in the formation of psoralen—
thymine monoadducts involves the participation of the lowest
triplet state of psoralen, Ti(stsr*). It was already determined,
experimentally and theoretically, that there is a very efficient
pathway to populate Ti(s7r*) in psoralen from the initially
singlet excited Sy(7r7r*) state through a mechanism that combines
the intermediacy of the lowest S,(nr*) and T,(n*) excited
states with the direct ISC switch from Si(srr®) to Ti(mmr*),
depending on the environmental conditions.?¥ #1475 The re-
ported phosphorescence/fluorescence ratio in psoralen, 7.1,
similarly as in other furocoumarins, confirms the existence of
a populated T state, whereas its long computed lifetime 4!
anticipates the properties of the molecule as an efficient triplet
photosensitizer. In our previous CASPT2//CASSCF study on
psoralen, we calculated the Ty state at 3.27 eV, vertically from
the ground-state mininum. At the optimized T structure, one
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Figure 4. Photochemical mechanism proposed for the formation of psoralen (Pso)—thymine (Thy) pyrone monoadducts (PMA) in the triplet

manifold via a singlet—triplet hypersurface crossing (STC). The photoreaction starts upon population of the T; state of psoralen after an ISC

process from the initially activated S, state of the molecule.
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Figure 5. Photochemical mechanism proposed for the formation of psoralen (Pso)—thymine (Thy) furan monoadducts (FMA) in the triplet manifold
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from an endogenous or exogenous photosensitizer.

geometric feature has to be emphasized: the bond length of the
pyrone double bond Cs=C; enlarged from 1.342 A in the ground
state to 1.469 A in Ty. Additionally, the spin population in the
triplet state was located essentially on atoms Cz and Cy, turning
the corresponding bond into a very reactive feature. This
property is shared by the other mentioned furocoumarins, except
khellin, whose mz-ring structure is quite different (see the
Supporting Information). It is therefore clear that the Ty state
of psoralen is a good candidate to react with thymine through
a |2 + 2] cycloaddition photoreaction in the side of the pyrone
moiety, leading to PMA. Less clear is the formation of FMA,
considering that the corresponding furan C4=Cs bond remains
in Ty (1.344 A), as in the ground state of psoralen (1.348 A),
and no spin densily is found in the bonding atoms. However,
as mentioned above, thymine can also populate its lowest triplet
T, state by proper energy transfer. As we computed earlier for
thymine,® in the optimized T)(m*) state, its double Cs=Cs
bond (see Figure 1) has enlarged up to 1.513 A (from a ground-
state oplimal value of 1.346 1\), and therefore, it behaves as
the pyrone double bond of psoralen, with a near diradicaloid
and elongated structure becoming prone to react with psoralen.
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Two schemes of the most plausible mechanisms for the
formation of PMA and FMA adducts within the triplet manifold
are displayed in Figures 4 and 5, respeclively. As reaclants, we
have the two isolated molecules, psoralen (Pso) and thymine
(Thy), optimized in the corresponding state. Therefore, excitation
energies from the ground state, Pso(Sy) + Thy(Sy), are displayed
as adiabatic transitions. As mentioned above, direct UVA
radiation basically populates the psoralen S;(;rr*) state, adia-
batically placed at 3.57 eV, and by means of an efficient ISC
process, the system can transfer its population to the molecule
lowest triplet Ty(7*) state, adiabatically at 2.58 eV from the
ground-state minimum. The enlargement of the psoralen pyrone
C3=C4 bond and the localized spin population in C3 and Cy
inform us about the reactive character of such a bond and
strengthens the hypothesis of an efficient reactivity at the pyrone
side of psoralen with the thymine Cs=Cg bond to form PMAs.
The mechanism is displayed in Figure 4, and comprises the
evolution of the system from the isolated systems Pso(T;) +
Thy(So), constituting an overall triplet state in the supermolecule,
toward a singlet—triplet crossing (S¢/T1)STC connecting with
the ground state of PMA. At the STC, there is a reaction
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PMA (80/31)cw

FMA (S¢/S))s

Figure 6. Optimized structures for PMA and FMA S, minima, (So/Ty)stc singlet—triplet crossings, and (So/Si)cr conical intersections. The most

relevant C—C distances are displayed in angstroms.

intermediate in which a covalent bond has been formed between
two of the carbon atoms of the reactive bonds, C3 from psoralen
and Cs from thymine, displaying an optimized bond length of
1.563 A, whereas the other two atoms, Cy and Cs, respectively,
remain far aparl, at 2.814 A (see Figure 6). Such a type of
intermediate, as well as the presence of a STC crossing, is typical
of triplet-mediated [2 + 2] cycloaddition photoreactions in the
case of an asymmetric chemical environment at the double
bonds. For instance, whereas the photocycloaddition of two
cthene molecules leads to an avoided crossing and absence of
a STC between Sg and T, the feature shows up in fluorethene,
where the fluoride atom breaks the symmetric environment of
the double bond.”® The path toward the STC intermediate from
the initial products, located energetically almost 0.9 eV below,
will be probably barrierless in most cases, as proved in the
photocycloaddition of nucleobases,” although it would ulti-
mately depend on the favorable insertion of the drug between
the strand of nucleobases, on the diffusion of the two species,
and on the inherent flexibility of the DNA structure to provide
reactive orientations. I'rom the STC intermediate, and after a
subsequent ISC process, the system will evolve to the ground
state of PMA, which is placed 0.19 ¢V above the inilial
reference. At the STC structure, the computed electronic
spin—orbit coupling term is somewhat low, ~0.1 cm™, but the
effect can be expected to enhance by vibronic coupling and
environmental effects.”*”> Figure 6 displays the computed
geometries for the STC intermediates and final monoadducts.
The cyclobutane structure in the monoadducts is similar (o those
found in other biological photocycloadditions, like those leading

to the pyrimidine nucleobase dimers thymine—thymine (1 <> 1)
and cytosine—cytosine (C <> C).”> A noncoplanar frans con-
formation is, however, preferred in PMA and FMA,* unlike
for the bipyrimidine dimers, in which a sandwich-type cis
structure is more slable, probably due o the favorable 7-stacked
nucleobase structures.”

As regards the formation of 'MA monoadducts via a triplet
manifold, it is unlikely that it can take place by the absorption
of a photon from psoralen and further population of the
molecule Ty state. The furan fragment of psoralen is barely
involved in the lowest triplet state, and therefore, the
corresponding C4=Cs cannot be considered reactive, having
a bond length of 1.344 A and no spin population. Still, a
probably minor mechanism may participate depending on the
external conditions. The thymine S, state is too high in energy
to be populated at the phototherapeutic wavelengths, but as
it has been observed, the thymine T, state can be directly
activated by an energy transfer process from an endogenous,
e.g., other nucleobases, or exogenous, different photogeno-
toxic substances or psoralen itself, which is known to be an
efficient triplet photosensitizer.”> The psoralen—thymine
system can then evolve [rom the initial conditions, Pso(So)
+ Thy(T)), toward a STC FMA intermediate corresponding
to the (So/T1)stc structure, and, after an ISC process, reach
the FMA ground state. The covalent bond is formed as
Cs5—Cg, with a bond length of 1.537 A, while the distance
Cy—Cs becomes 2.964 A. The structure of the STC inter-
mediate is similar in both cases, PMA and FMA, and involves
formation of a covalent bond at Cs, precisely the thymine
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Figure 7. Spin population in the optimized T) excited state of FMA (left) and PMA (right). FMA has density on both carbon atoms of the

elongated C3=C, pyrone double bond.
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Figure 8. Photochemical mechanism proposed for the formation of psoralen (Pso)—thymine (Thy) pyrone monoadducts (PMA) in the singlet
manifold via a conical intersection hypersurface crossing (CI). The photoreaction starts upon direct population of the S, state of psoralen by UVA

light.

double bond carbon atom without the methyl group, preferred
instead of Cs probably by steric reasons. At the STC structure,
the spin—orbit coupling term is 3 times smaller for I'MA
than for PMA, pointing to a less cfficient ISC process. All
logether, il can therefore be concluded that, in the triplet
manifold, the formation of PMA monoadducts is more
favored than that of FMA monoadducts.

The electronic structure of both monoadducts differs. Whereas
FMA has vertical excitation energies for its lowest excited triplet
and singlet states at 3.06 and 4.25 eV, respectively, the
corresponding energies in PMA rise to 3.48 and 4.45 eV,
respectively. Both excitations involve the psoralen fragment.
The first conclusion we oblain is that it is the Si(zr*) slate of
FMA and not of PMA, located too high in energy, which is
more favored to absorb the second photon that triggers the
formation of diadducts with a new thymine molecule. The
hypothesis is further supported by the analysis of the T; state
properties. By optimizing the lowest triplet state of both
monoadducts at the CASSCF level, we identified that the spin
population in this state is basically localized in the Cs=C4 bond
of the pyrone moiety in FMA and somewhat delocalized on
the psoralen ring in PMA (see Iligure 7). Therefore, the
formation of diadducts with a thymine in the opposite DNA
strand is favored in FMA, whose T state has an elongated and
reactive Cy=Cy4 pyrone double bond. This conclusion is sup-
ported by experimental estimations, which determined that
PMA, unlike 'MA, could not give rise to diadducts.?>#’ The
production of FMA diadducts may be diminished by some
photoreversibility from FMA toward the separated subsystems.
In fact, several experiments support this hypothesis. FMA
species have been shown to decompose, yielding the original

products after irradiation with middle UV light, at 4.89 ¢V.#
Also, both mono- and diadducts can be split into the original
monomers under irradiation with short wavelength UV light.1820
Among other factors, the distribution of adducts in DNA
samples seems lo depend also on the wavelength of the
irradiation. Increasing the absorbed energy favors the diadduct
vs monoadduct formation,* which can be understood by the
higher energy of the initially populated singlet excited state in
the monoadduct rather than in psoralen, as compuled here.
3.2. Reactivity in the Singlet Manifold. Taking into ac-
count that the formation of FMA species does not seem (o
be favored in the triplet manifold involving triplet excited
psoralen, it is worth exploring the alternative mechanism of
formation of both monoadducts in the singlet manifold.
Despite the fact that in psoralen the ISC process toward Ty,
after one-photon absorption in S, is quite efficient, part of
the population of the singlet state can evolve toward an
intermediate structure representing a conical intersection with
the ground state, (So/Si)cr, that will behave as a funnel for
IC toward the formation of the monoadduct in its ground
state. This type of photoreaction does not require a reactive
double C=C bond elongated as in the triplet case. At the CI
structures, however, the thymine and pyrone/furan C=C
bonds enlarge near 0.1 A from their initial S1 slructure.
Figures 8 and 9 display the proposed schemes for the
formation of PMA and FMA monoadducts, respectively, on
the singlet manifold after direct population of the S, state of
psoralen. The energy difference with respect to the initial
channel, Pso(S1) + Thy(So), is smaller than in the case of
the triplet manifold, but still, the CI is clearly below the
asymptotic limit (all energies are BSSIL-corrected), in
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Figure 9. Photochemical mechanism proposed for the formation of psoralen (Pso)—thymine (Thy) furan monoadducts ('MA) in the singlet manifold
via a conical intersection hypersurface crossing (CI). The photoreaction starts upon direct population of the S; state of psoralen by UVA light.

particular for the formation of the PMA CT intermediate. In
the CIs, the shearing-type parallelogram structure of the
system is similar to other [2 + 2] photocycloadditions,” with
the carbon atoms of the two moictics being separated by
around 2.1—2.3 A (see Figure 6). From the CI, the system
will further evolve to yield the ground-state monoadduct.
Singlet-mediated [2 + 2] photocycloadditions have been
proved (o be efficient in other biological systems, probably
even more effective than mechanisms of spin-forbidden
nature. In particular, the thymine dimerization has been
measured as an ultrafast photoreaction in which the dimers
are formed ~1 ps after illumination, pointing to an ap-
proximalely barrierless excited-stale reaction for bases that
are properly oriented at the instant of light absorption.”®
Therefore, as for the triplet manifold, the efficiency of the
process will also depend on the species orientation, their
diffusion in the medium, and DNA flexibility. Considering
the four proposed mechanisms, we suggest that PMA
formation takes place mainly via the triplet manifold, whereas
FMA, which is also expected to give rise to diadducts in
major proportion, is probably more efficiently formed in the
singlet manifold with the participation of a CI structure and
the corresponding internal conversion process.

4. Summary and Conclusions

On the basis of quantum-chemical ab initio multiconfigu-
rational CASPT2//CASSCEF calculations of the psoralen—thymine
system, we propose several photochemical mechanisms to
elucidate the [2 + 2] photocycloaddition leading to the
formation of monoadducts between the furocoumarin and the
DNA nucleobase. From the (wo types of possible monoad-
ducts, only those linking the thymine- and the pyrone-side
psoralen reactive double C=C bonds, namely, PMAs, are
suggested to be efficiently produced via the triplet manifold.
The process would start by direct activation of the S(wz*)
state of psoralen (3.9—3.6 eV) followed by rapid intersystem
crossing toward the psoralen triplet manifold, finally populat-
ing the lowest (riplet state Ti(srr*). Further evolution would
lead the system to an intermediate species, with a single
covalent bond between the two moieties, in which the lowest
triplet and the singlet states are connected through a
singlet—triplet crossing (So/T1)ste. Subsequent ISC would

finally relax the system (o the ground stale of PMA. As
reactivity on the furan-side double C=C bond in psoralen is
not favored in the psoralen T state, the only alternative to
form FMA monoadducts in an equivalent mechanism via the
triplet manifold is to populate the T, state of thymine by
means of an energy transfer from another photosensitizer,
that it could even be psoralen itself. It can, however, be
expected that the latter mechanism is not as favorable as that
for PMA, and therefore that the formation of FMA species
is only minor in the triplet manifold. On the other hand, the
production of both monoadducts after following a relaxation
path from the initially populated psoralen Sy state toward a
conical intersection (So/Si)cr seems equally favorable for
PMA and FMA, and the predominance of one or another
process will depend on the orientation effects after insertion
of psoralen in the DNA strand. We can then hypothesize that
the production of PMA species will take place mainly via
the triplet manifold, highly favored in that case, whereas FMA
is most probably formed in the singlet manifold.

Those findings allow rationalizing different experimental
facts and making certain predictions. It has been found that
all furocoumarins with at least one functional group, pyrone
or furan double C=C bond here, produce monoadducts. As
we have seen here, the formation of FMA and PMA is
predicted to take place at least by one of the proposed
mechanisms, although the final yicld may vary upon the
external conditions. Interestingly, furocoumarins show a
different tendency to form diadducts, larger for psoralen and
TMP and smaller for 5-MOP and 8-MOP, whereas 3-CPS
and khellin seem not to yield diadducts at all.®* Also, it
has been suggested that only FMA species can give rise to
diadducts after absorption of a photon.?>* Our resulls
rationalize some of those findings. In particular, the diadduct
is most probably formed upon absorption of a photon by the
monoadduct in its lowest singlet state and a subsequent ISC
toward T;. In FMA, the pyrone reactive double bond
concentrates the spin density, and a new photoreaction with
another thymine molecule is then favored (o form the
diadduct. Additionally, the lowest singlet excited state of
FMA is within the reach of the near UV light. On the
contrary, PMA, which has a §; state too high in energy, in
the middle UV range, delocalizes its spin density in T; and
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the diadduct formation by the furan side can be expected to
be less efficient. Furthermore, if FMA is the major source
of diadducts, it is understandable that systems with a sterically
hindered pyrone C=C bond like 3-CPS (see Figure 3 and
the Supporting Information) or with a different 7z structure
in the pyrone ring like khellin both yield FMA in major
proportion and do not give rise to diadducts, as experimental
evidence indicates. If the negative side effects of the cross-
link formation of diadducts are confirmed, 3-CPS and khellin,
both found as very efficient photosensitizers,*! could be
suggested as very promising photodrugs. Further experimental
and theoretical studies are required to determine the contribu-
tion of the different mechanisms in the formation of the
corresponding adducts in the furocoumarin family in order
to design novel and highly photoreactive psoralen derivatives
of photochemotherapeutical interest.
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Additional details

a. Geometry and energy determinations.

Most calculations reported in the present contribution have been performed using the
CASPT2//CASSCF protocol, in which geometry optimizations, including minima and
surface crossings, were carried out (except when indicated) at the multiconfigurational
CASSCF level, whereas electronic energy computations use the second-order
multiconfigurational perturbation approach, CASPT2.13 Singlet-triplet crossings and
conical intersection searches were carried out, without symmetry or geometry
restrictions, using the restricted Lagrange multipliers technique’ as included in the
MOLCAS-6.0 package6 in which the lowest-energy point was obtained under the
restriction of degeneracy between the two considered states, constituting a minimum
energy crossing point (MECPs), in which the degeneracy between both considered states

has been maintained.

b. Basis Set Superposition Error.

In order to correct the Basis Set Superposition Error (BSSE),” which is always present
in calculations of dimers and molecular aggregates, we have employed the well-known
counterpoise procedure.”®® In order to assess such effects we have computed, at each
geometry (STC, CI, and minima), psoralen and thymine separately, on the one side, and
the supermolecule including ghost functions on psoralen or thymine, on the other side. As
previously observed the correction is similar for all the states computed at the same level
of calculation, SA (state-average)-CASSCF and CASPT2 (equal active spaces) at a
specific geometry. Therefore we have employed the correction computed for the ground
state to account for the BSSE effects in the other states at the same geometry. The
computed BSSE corrections for the ground state of each complex and geometry is

compiled below in Table S1:

S2
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Table S1. CASPT2 BSSE correction (in V) for the ground state of each monoadduct and
each geometry.
PMA FMA

Min STC CI INF Min STC CI INF

BSSE

(S0)

0.72 0.26 0.27 0.00 0.72 0.44 0.34 0.00
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Psoralen 8-MOP

5-MOP TMP

OCH4

3CPs Khellin

Figure S1. Members of the furocoumarin family: psoralen, 8-methoxypsoralen (8-MOP), 5-
methoxypsoralen (5-MOP), 4,5 ,8-trimethylpsoralen (TMP), khellin, and 3-
carbethoxypsoralen (3-CPS).
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Table S1. Cartesian coordinates X, vy, z (in au) of the optimized CASSCF geometries. Total

CASSCEF energies (Et) is also included.

Psoralen (Sp) + Thymine (So) 10 A

B3LYP/6-31G(d) geometry

Ft [So CASSCF(8¢,8MOs)/6-31G(d)] = —1096.18533371 au

C -0.92701
C 1.26092
C 1.14299
C -1.07615
C -3.25451
C -3.27951
C -5.55370
C -7.82566
C -7.76300
C 3.89090
C 5.09280
C -7.73511
C -5.57772
C -3.16850
C -5.58933
C -5.48856
0O -9.56720
O -5.41595
O 3.47193
O -1.08627
O -5.63556
H 7.03806
H 4.74436
H -0.92292
H -1.11542
H -5.66405
H -9.64955
H -4.37259
H -7.38745
H -4.57091
H -1.76435
H -9.39462
H -9.58453
N -7.75443
N -3.40171

10.97792 -2.82061

9.85197
7.36758
5.94043
7.06133
9.61965
10.59710
9.04993
6.58177
10.56930
8.57643
9.27352
10.59269
9.36403
5.49628
13.24325
5.14989
5.65378
6.59481
10.33239
3.34750
8.24215
12.33547
12.87235
4.04733
12.47803
9.72700
13.33307
13.96101
14.51527
5.99173
5.89415
10.05739
6.83670
6.88278

-3.71215
-4.72178
-4.88493
-3.99724
-2.92963
-2.08304
-2.28626
-3.32389
-3.92325
-4.98400
17.83593
18.20433
17.58432
16.25912
19.21044
-3.56916
-4.16379
-5.49357
17.82304
15.43871
-5.49974
-3.35463
-2.03448
-5.66382
-1.28013
-1.65155
20.95256
19.60643
17.85820
16.21016
16.64762
18.25078
16.90661
16.65264
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Table S1 (continuation).

PMA (So/T1)stc
CASSCF(8e,8M0s)/6-31G(d) geometry
Et [So CASSCF(8¢,8MO0s)/6-31G(d)] = -1096.106844 au

-4.26110 2.44389 -5.05800
-2.03197 3.85508 -5.04176
-2.18625 5.42430 -7.30105
-4.37551 4.82986 -8.38551
-0.29509 3.52042 -3.09461
-0.82167 1.72969 -1.16871
-3.14882 0.37668 -1.28544
-4.89477 0.68784 -3.19697
0.82719 1.25381 0.86305
0.30172 -0.83593 2.71985
-2.36580 -1.88222 2.57220
4.74040 -2.28046 1.54384
6.58560 -1.61484 3.50861
3.94451 -3.89953 6.61261
2.14301 -3.12232 2.39802
5.61346 -2.58553 -1.13035
-5.68330 3.04134 -7.09495
-3.81282 -1.29026 0.59740
-3.15419 -3.30579 4.10836
8.55289 -0.58148 3.09429
3.75325 -4.64408 8.73281
-0.83810 6.77560 -7.96795
-5.26888 5.50214 -10.06722
1.43785 4.57625 -3.02377
-6.63399 -0.35161 -3.20943
1.39114 -4.36601 0.95532
0.81736 -5.46319 5.29848
0.51895 -0.12609 4.63102
2.48661 2.38807 1.12413
7.23315 -1.39370 -1.48709
6.17211 -4.53445 -1.47834
4.13141 -2.11760 -2.46251
7.09736 -1.85366 7.30367
5.86301 -2.24422 5.93135
2.38231 -4.60085 4.68986

ZZOODIODIIONIODTENDITZOOO0O0ONQCOQCOONAOOOCQOOCAN
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Table S1 (continuation).

CASSCF(8e,8M0s)/6-31G(d) geometry
Et [So CASSCF(8¢.8MOs)/6-31G(d)] = -1096.066370 au

ZZODODIN IS IS I TNOQOO00N0O0OCNCOA00O0O0ON

PMA (So/S1)a

-3.72233 2.27103 -4.93219
-1.39594 3.45003 -4.74576
-1.21362 4.98687 -7.01202
-3.35425 4.59374 -8.28140
0.10745 3.00407 -2.63412
-0.75473 1.34729 -0.76138
-3.14489 0.17390 -1.05021
-4.66731 0.61833 -3.12871
0.58288 0.94025 1.59580
-0.67080 -0.55531 3.51659
-3.08140 -1.73521 3.05761
3.98043 -1.76837 1.04795
5.92260 -0.77391 2.73546
4.56700 -3.77989 6.07060
2.07319 -3.34518 2.28017
4.82691 -2.38231 -1.60655
-4.90728 2.95415 -7.06612
-4.10442 -1.43180 0.71353
-4.19590 -3.02551 4.52170
7.44812 0.80610 2.18642
4.87034 -4.71655 8.09387
0.30684 6.19711 -7.57370

-4.05361 5.31181-10.03352

1.90876 3.91076 -2.41714
-6.50114 -0.23155 -3.27733
0.79804 -4.37407 1.07933
1.52460 -5.87762 5.18409
-0.14582 -0.37530 5.46558
1.97281 2.32501 2.14447
6.03058 -0.87940 -2.29658
5.94186 -4.12121 -1.66033
3.25929 -2.60086 -2.90684
7.29469 -1.14562 6.34298
6.00865 -1.84428 5.14962
2.70942 -4.61537 4.42933
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Table S1 (continuation).

Et [So CASSCF(8e,8MOs)/6-31G(d)] = —1096.208872 au

v lesfiaslicsfeslicsfariicsfiasfierlioriiefo-JoNo e NoNoNoNoNoNo o e NoNo o NoNoNo R e No No Nol

PMA S¢ minimum
B3LYP/6-31G(d) geometry

-0.44377
1.82875
3.45690
2.10120
2.00832
-0.03529
-2.27764
-2.53065
0.12487
-2.27760
-4.65937
1.72301
2.95471
0.22685
-0.78393
3.71886
-0.28066
-4.44912
-6.69022
4.62023
-0.20566
5.36774
2.52261
3.72061
-4.28656
-1.17677
-2.42968
-2.76041
0.70238
5.37260
4.33865
2.95951
2.96545
2.09028
-0.96103

1.14515 -6.94623
1.99356 -5.84878
2.61215 -7.95027
2.10900 -10.06255
2.05760 -3.21296
1.27551 -1.72999
0.48206 -2.93637
0.39007 -5.55644
1.34414 1.10767
0.30187 2.43538
-0.11533 0.95008
-0.81317 2.45089
0.30632 4.81020
-2.42694 7.61145
-2.19940 3.04796
-2.28552 0.97087
1.21282 -9.52074
-0.21953 -1.62616
-0.52484 1.89845
1.89102 4.68735
-3.11729 9.76132
3.33056 -7.87847
2.27397 -12.05205
2.71764 -2.29083
-0.21646 -6.41733
-3.63969 1.61792
-4.51455 5.89262
1.31151 4.16820
3.22900 1.72739
-1.10194 0.60440
-3.93683 2.05836
-2.94191 -0.83570
0.09166 8.67367
-0.58990 7.11010
-3.35316 5.50305
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Table S1 (continuation).

FMA (So/T1)stc
CASSCF(8e,8M0s)/6-31G(d) geometry
Et [So CASSCF(8¢,8MO0s)/6-31G(d)] = -1096.155170 au

C -1.26398 -0.80193 1.43445
C -0.62089 -0.96509 -1.16670
C 199146 -1.41971 -1.28829
C 2.93238 -1.69656 1.39562
C -2.52905 -0.65128 -2.98363
C -5.01250 -0.19598 -2.16885
C -5.54223 -0.06332 0.41489
C -3.66920 -0.36400 2.28353
C -7.13386 0.15438 -3.89349
C -9.44252 0.57365 -3.00878
C -9.93760 0.69787 -0.27647
C 5.14416 0.04553 2.11325
C 473101 2.74152 1.27056
C 3.24712 4.55525 2.85377
C 8.63944 -0.16486 -1.08058
C 6.00005 3.68306 -1.00811
O 0.79726 -1.10837 2.92246
O -7.92742 0.36664 1.26147
0-11.94849 1.06234 0.62944
O 10.36418 -1.27218 -2.03329
O 5.61686 5.72157 -1.90541
H -2.10966 -0.75445 -4.96757
H -4.14457 -0.24945 4.24972
H -6.78682 0.06679 -5.89421
H-11.05764 0.84324 -4.20162
H 3.11316 -1.76697 -2.93553
H 3.47969 -3.63370 1.80993
H 5.30432 0.01683 4.15673
H 4.44723 5.35238 4.32340
H 2.55499 6.09796 1.70895
H 1.67684 3.62545 3.77443
H 8.17575 -2.54336 1.76368
H 8.61686 2.67406 -3.63068
N 7.48223 -0.93575 1.07215
N 7.69331 2.03560 -2.11546
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Table S1 (continuation).

CASSCF(8e,8M0s)/6-31G(d) geometry
Et [So CASSCF(8¢,8MO0s)/6-31G(d)] = -1096.054212 au

ZZIDIZIITITIIITZTITITITITIIZITOOOOOOOOOOOOOOOOOOOON

FMA (So/St)ar

-1.19124
-0.56102
2.11963
2.96531
-2.45653
-4.95781
-5.48592
-3.62393
-7.09812
-9.43820
-9.92979
4.61407
4.40098
2.70115
9.09856
6.55867
0.81328
-7.86933
11.94283
11.08099
6.65376
-2.04365
-4.10105
-6.75332
11.06998
3.07310
4.18060
3.25273
3.45014
2.43658
0.85483
7.25789
10.18434
7.00996
8.69796

-2.17284 0.86607
-0.52532 -1.12315
-0.87036 -1.53179
-2.67597 0.36773
0.86039 -2.30770
0.57372 -1.47616
-1.05945 0.51347
-2.45586 1.74887
1.87143 -2.61138
1.47061 -1.78625
-0.26684 0.31380
0.60411 1.90014
2.61768 -0.00755
4.86074 0.44008
0.11222 1.09289
2.94983 -1.64598
-3.45871 1.72295
-1.40372 1.33984
-0.73540 1.16038
-0.83034 1.61554
4.34550 -3.44193
2.11659 -3.85025
-3.72151 3.25630
3.15647 -4.14761
2.36677 -2.58481
-0.45701 -3.30649
-4.24384 -0.10183
0.53898 3.41317
6.24129 1.77333
5.83567 -1.33966
429626 1.13329
-1.28339 4.10015
1.68577 -2.19707
-0.12427 2.62555
1.50801 -1.04419
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Table S1 (continuation).

PMA S¢ minimum
B3LYP/6-31G(d) geometry
Et [So CASSCF(8¢.8MOs)/6-31G(d)] = -1096.214330 au

C -1.45194 -2.13038 -0.81535
C -0.82922 0.44969 -1.06318
C 1.92354 0.65201 -1.76368
C 2.75171 -2.16715 -1.53893
C -2.69877 2.24895 -0.76511
C -5.18901 1.49297 -0.17888
C -5.72276 -1.11278 0.07267
C -3.86661 -2.96682 -0.24296
C -7.25044 3.22659 0.18121
C -9.60103 2.38685 0.74206
C-10.14759 -0.29717 1.00680
C 4.15496 -1.52322 0.97001
C 3.89664 1.34553 0.36282
C 3.08689 3.09683 2.51194
C 8.81686 -1.36368 0.41307
C 6.25220 2.43856 -0.90305
O 0.53964 -3.71598 -1.22947
O -8.09207 -1.93540 0.63880
0-12.16536 -1.23607 1.50514
O 10.91299 -2.30572 0.51061
O 6.23275 4.47942 -1.96730
H -2.28252 4.24952 -0.97546
H -4.32796 -4.95261 -0.05559
H -6.88308 5.24043 -0.00750
H-11.18915 3.64851 1.02273
H 2.23214 1.64685 -3.54850
H 3.92651 -2.98078 -3.02628
H 2.95730 -2.05277 2.56999
H 4.51317 3.11451 4.01421
H 2.86477 5.02983 1.81347
H 1.29248 2.46869 3.32432
H 6.96004 -4.15724 2.17504
H 10.00588 1.75825 -1.53892
N 6.68598 -2.41746 1.43282
N 8.42565 0.99025 -0.77209
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The higher formation yields measured in the ultrafast photoinduced formation of cyclobutane thymine dimers
(T<>T) with respect to those of cytosine (C<>C) are explained, on the basis of ab initio CASPT?2 results,
by the existence in thymine of more reactive orientations and a less efficient photoreversibility, whereas in
cytosine the funnel toward the photolesion becomes competitive with that mediating the internal conversion

of the excited-cytosine monomer.

Among the possible photoreactions that pyrimidine bases of
nucleic acids may undergo on ultraviolet (UV) irradiation,
cyclobutane thymine dimers (T<>T) formed by intrastrand
adjacent thymine bases constitute one of the major photoinduced
lesions, particularly in cellular DNA.! Despite the fact that there
are repair mechanisms for photodamaged sections of the DNA
sequence, the UV irradiation of cells can result in mutation or
death. In contrast to thymine—thymine (TT) sites, which are
not actual mutational hot spots, cytosine—cytosine (CC) se-
quences are sources of relatively frequent CC-to-TT tandem
mutations, although the corresponding photoproducts (C<>C)
are produced with relatively lower yields.! Femtosecond spec-
troscopy has proved that thymine dimerization is an ultrafast
photoreaction in which T<>T dimers are fully formed ~1 ps
after UV illumination, pointing to an excited-state reaction that
is approximately barrierless for bases that are properly oriented
at the instant of light absorprion.? From a theoretical standpoint,
relevant aspects of the [2 + 2] cycloaddition photoreaction
forming the respective cyclobutane pyrimidine dimers have been
analyzed for both thymine®* and cytosine.> The concerted
nonadiabatic photoreaction is mediated by a conical intersection
(CI) involving the lowest singlet excited and the ground state,
hereafter (S1/So)cr, which is related to the expected funnel for
ultrafast nonradiative decay leading to T<>T and C<>C. There
is, however, an elusive question still open. Why is the photo-
induced formation of T<>T globally more efficient than that
producing C<>C? Since the efficiency of the photodimerization
markedly depends on the experimental conditions, the sequence
of nucleotides, and the type (A-, B-like) of DNA conformation,
the full response to this question is truly challenging. In order
to get further insight into this complex issue, in the present
contribution, we focus on whether the distinct photochemical
behavior of TT and CC sites can be understood on the basis of
the intrinsic molecular characteristics of the systems. The present
research anticipates that the relative stability of the formed
excimers with respect to the placement of (Si/Sp)cr is the main

* Author to whom correspond should be add d. E-mail:

Luis.Serrano @uv.es.

10.1021/p806794x CCC: $40.75

effect responsible at the molecular level for the different
efficiency observed in the production of T<>T versus C<>C.

The results discussed next were obtained by using the
CASPT2 method with the active space of 12 7z active electrons/
12 7 active orbitals, including the basis set superposition
error (BSSE) through the counterpoise (CP) correction,
CASPT2(12,12)+BSSE results. The ANO-S basis set with the
contraction scheme C,N,0[3s2p1d]/H[2s1p] was employed
throughout. Geometry optimizations were carried out for the
ground state of the T<>T dimer, for a delocalized excimer
YT T)exe, and the crossing (S1/So)cy (see the Supporting Informa-
tion for details). In addition, the lowest-lying excited states were
computed at the geometrical arrangements of the B-form DNA,
(TT)g. All of the calculations were performed using the
MOLCAS-6.0 package.®® Figure 1 compiles the main findings
for TT. For proper comparison, results on CC at the same level
are also included.®

The CP-corrected binding energy (CP-Ey) for the {(TT)g state
is computed to be 0.29 eV, about 3 times larger than that
obtained for {(CC)g.> At the TT ground-state B-form DNA, the
transition to the lowest excited singlet state (4.60 eV) becomes,
as expected, slightly red-shifted as compared with the lowest
singlet—singlet transition of the monomer (4.89 eV).> On the
other hand, the Sp—S; gap is 0.1 eV larger for TT than that for
CC, reflecting a more efficient coupling between the two states
in the former. If the TT system is in the B-form DNA at the
time of irradiation, the pathway from (TT)p toward the funnel
(S1/So)cr (path I in Figure 1) can be related to the actual decay
path taking place in the biopolymer, which is predicted to be
barrierless on the basis of the energy calculations derived from
the linearly interpolated structures between those two geom-
etries.* This also holds true for B-like arrangements energetically
close to the B-form. Since DNA has a highly flexible backbone,
motions such as the rise of stacking, torsional oscillation, and
helix bending will continuously bring a given bipyrimidine pair
into a favorable geometry for dimerization. Clearly, s-stacking
facilitates formation of excimer states. In particular, the most
favorable structure for producing a fully stabilized excimer
corresponds to the idealized sandwich geometry.” The relaxed

© 2008 American Chemical Society
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whereas, for TT, the decay of the excited monomer becomes
relevant only for unstacked thymine bases. By following these
general guidelines, a number of designed derivatives can be
envisaged with potential use in different areas of interest, from
health care phototherapeutic treatments to industrial technolog-
ical oriented purposes.
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Computational details

a. CASSCF and CASPT2 calculations.

Geometry optimizations of the ground-state T<>T dimer and the delocalized excimer
Y(TT)exe have been studied by using the complete-active-space self-consistent-field
(CASSCF) method comprising as active space a total of 16 7 electrons distributed among
14 © molecular orbitals (MOs). The totally symmetric £ MO of each thymine was kept
inactive. In order to mimic the actual interaction of pyrimidines in DNA, geometry
optimization has been carried out within Cs symmetry constraints, allowing so for an
effective and natural interaction of two thymine molecules in the biologically relevant
cis-syn stereoisomer. At the optimized geometries, the energies were computed with no
symmetry restrictions (C; symmetry), since wave function symmetry breaking is a
prerequisite to describe correctly the asymptotic limit for the lowest electronic singlet
transition of the two moieties. It is said that the calculation breaks symmetry when the
computed electronic wave function has lower symmetry than that implied by the nuclear
coordinates. For the computations in C; symmetry, two additional ©# MOs were also kept
inactive, since the occupation number of the corresponding natural orbitals when they
were treated as active was practically 2.0. A CASSCF wave function of 12 active =
electrons and 12 active m MOs was therefore employed, hereafter denoted as
CASSCF(12,12). In this contribution conical intersection crossings were obtained as
minimum energy crossing points (MECPs), obtained by using the restricted Lagrange
multipliers technique as included in the MOLCAS-6.0 package' in which the lowest-
energy point was obtained under the restriction of degeneracy between the two
considered states.” In addition, an standard arrangement has been employed for the B-

form DNA, (TT)g.?

Using the C; state-average CASSCF(12,12) wave functions for three roots, dynamic
electron correlation has been subsequently taken into account perturbatively at the
second-order level through the CASPT2 method,** labeled as CASPT2(12,12). In order
to minimize weakly interacting intruder states, the imaginary level-shift technique, with

IMAG=0.2 au, has been employed.” The reported CASPT2 (S1/So)cr conical intersection

S2
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was obtained by exploring a grid of points along the distortions that involve the smallest
values for the CASSCF(12,12) gradients in the region of the crossing.® The obtained
structure is consistent with previously obtained CASSCF results’ but having larger

8,10

intermonomer distances, as it occurs in ethene dimer,” " an effect that is directly related

to inclusion here of dynamic correlation.

The basis set of Atomic Natural Orbital (ANO) type with the contraction scheme
C.N,O[3s2p1d]/H[2s1p] was used throughout.“ Basis set superposition error (BSSE) was
taken into account by using a modified counterpoise (CP) approach based on localized
molecular orbitals, specifically designed for correlated approaches (see next sextion).12
The results discussed shall be generically denoted as CASPT2(12,12)+BSSE and the
corresponding CP-corrected binding energy as CP-Ej,.

All the computations have been carried out by using the MOLCAS 6.0 quantum-

. 1
chemical software.

b. Basis Set Superposition Error.

The inclusion of the basis set superposition error (BSSE) is crucial to accurately describe
binding energies.13 Here the effect was taken into account by using the counterpoise

correction (CP).14
The binding energy (E,) was obtained as follows:

Ep (TT*) = Eg + Eps — Epep @
with Et, E1«, being the total energies of the ground (T), and excited state (T*) of thymine,
both at the equilibrium geometry of the ground-state thymine, and Er«t representing the
total energy of dimer T*T at a given geometry. The corrected counterpoise binding

energy (CP-Ep) comes from the expression:

CP-E,, (T*T) = Ey, (T*T) — [CP-BSSE(T*T)] @)

S3
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where
CP-BSSE (T*T) = E« (T, R= o) — Er+ (T, R=T*T) +
E1 (T*, R= o) - Eq (T*, R=T*T). ®)

In [CP-BSSE (T*T)] the geometry of the monomers is kept to that of the dimer. Thus, the
notation Er+ (T, R=T*T) indicates the energy of T* computed in the ghost orbitals of T at the
geometry of T*T, whereas in Er« (T, R= ) the ghost MOs of T are at infinity distance of T*. In
this manner the influence of the variation of geometry is accounted for in the BSSE treatment.

The findings discussed correspond to CASPT2 results with inclusion of BSSE.

c. Geometries

Table S1 compiles the optimized geometries and their computed CASPT?2 energies.
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Table S1. Cartesian coordinates X, y, z (in A) of the stationary points optimized for the
cytosine-cytosine dimer. CASPT2(12,12) total energy (Et) is also included.

S, Thymine CASSCF(8e,7MOs)/ANO-S N,C,0[3s2p1d)/H[2s1p]

DTonmTZTmooQQQQQ=z=

C; symmetry
Two thymine molecules at about 22 A, Et: -905.842746 au

-0.732356
-1.118134
-1.663092

1 1
WWN R ONRE ON R

[=}

.247451
.154751
.641891
.648709
.352132
.843758
.529155
.101588
. 768089
.871350
.095037
.096774

1.

-1

0.
-1.
-0.
-0.

0.

1.

0
-2

1.
-1.
-1.

-0
-0

031478
.240959
015776
477747
484077
702205
902545
876155
.219643
.517058
961794
997177
765157
.250930
.240693

ONRRPBPERERPERERERRERERR

499145
.499349
499908
.500391
499508
.500204
.499442
.500610
.500798
.501808
.499721
.498473
.494060
.380649
.626048

So T<>T CASSCF(16¢,14MOs)/ANO-S N,C,0[3s2p1d]/H[2s1p]
Cs symmetry (llA')

ITmZEmTZTZITZooOQNQQQOQ==

symmetry distinct nuclear coordinates

-0.
-1.
-1.
.165186
.199282
.523897
. 689844
.409690
. 676235
.589352
. 991511
. 757302
. 913191
.366217
.259216

WM P OONE ON B

Et: -905.871904 au

663032
060511
557050

[

-1.
-0.
-1.
-0.
-0.

or o

-2.

[

-1.
-1.
-0.

o

.034929

250889
016821
500364
351630
707456

. 949306
.882208
.161052

426619

.910444

267895
650289
807822

.073234

FNRERNRENE R R OO R

. 687450
. 493713
.808581
. 797693
.818750
. 493337
. 423407
. 629656
.191298
.176232
.049657
.502049
.121174
.566969
.327812
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Table S1 (continuation).

{(TT)exe CASSCF(16¢,14MOs)/ ANO-S N,C,0[3s2p1d)/H[2s1p]
Cs symmetry (llA")
Symmetry distinct nuclear coordinates. Et: -905.763511 au

ITZEZEZTZTooOOQOQOOQOQ==

-0.
-1.
-1.

0.

1.
2.
0.
1.
-2.
0.
-1.
-1.
2.
2.
3.

690402
038640
589768
255607
213985
653161
714226
386410
762095
573793
050281
701012
959491
817442
298194

1.

-1

-0.

-1

-0.
-0.
0.
1.
0.

-2

1.
-2.
-1.
-0.

0.

005415
.279440
014225
.509223
445747
755307
872395
849858
109610
537725
922076
029394
696647
833152
033500

1.
.503768
.726182
.190208
.324791
.632312
.634770

e e el e e e e e e

678946

854621

.924902
.277865
.863143

541463

.181048
.711560
.258784

(S1/S0)c1 CASPT2(12e,12MOs )/ ANO-S N,C,0[3s2p1d]/H[2s1p]
C, symmetry
Et: -787.615430 au

IIIm@mooaao@momToo0o0QOoooo0=z=z=z =

.586509
.601105
.574258
.474168
.303789
.461589
.204711
.443879
.448362
.471430
.422267
. 722856
.328674
.611573
.040338
.53884¢6
.466261
.303787
.20814¢6
.656099
.125853
.638885
.058402
.285539
.953028
.333424
.902850
.498767
.147820
.292271

-0

1.
-1.
1.
-0.

2
-1

0.

-1
0

-2.
-0.

-1

0.
-1.
0.
-0.
2.
-1.

-0.

-0.

-2.

o

-3.
-0.

-2

-0.

.762859
836724
085655
805148
761344
.268135
.201709
886483
.590449
.376338
747310
162422
.359972
972227
639826
742898
490408
995501
604691
.994170
604634
.201934
923889
.066501
851814
. 685195
688475
762334
.596394
746922

o

-1

-1.
-0.
.160892
.278956

o

-1

-1.
-0.
-0.
.033472
-1.
.209969
.556133
.320221
.281807
.202444
.600121
-2.
-2.
.865804
.866729
-2.
-1.
-0.
-1.
.233672
.297095
.829002
-0.

=}

o

[

-0

o

B

o

-2

o

035520

. 935071
.268716

129034
136622

662139
009889
788221

417427

185655
716163

127567
651431
907793
736233

708417
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The ability of furocoumarins to participate in the PUVA (Psoralen + UV-A) therapy against skin disorders
and some types of cancer, is analyzed on quantum chemical grounds. The efficiency of the process relies
on its capability to populate its lowest triplet excited state, and then either form adducts with thymine
which interfere DNA replication or transfer its energy, generating singlet molecular oxygen damaging the
cell membrane in photoactivated tissues. By determining the spin-orbit couplings, shown to be the key
property, in the intersystem crossing yielding the triplet state of the furocoumarin, the electronic cou-
plings in the triplet-triplet energy transfer process producing the singlet oxygen, and the reaction rates
and lifetimes, the efficiency in the phototherapeutic action of the furocoumarin family is predicted as:
khellin < 5-methoxypsoralen (5-MOP) < 8-methoxypsoralen (8-MOP) < psoralen < 4,5',8-trimethylpsora-
len (TMP) < 3-carbethoxypsoralen (3-CPS), the latter being the most efficient photosensitizer and singlet

Keywords:
Phototherapy
Furocoumarins
Energy transfer
Singlet oxygen generation
PDT

oxygen generator.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Photomedicine applies the principles of photobiology, photo-
chemistry, and photophysics to the diagnosis and therapy of dis-
eases. One of the most active research areas in this field is
photodynamic therapy (PDT), in which the affected living tissue
is treated with a combination of a photosensitizer, activated by
UV light, and molecular oxygen [1-3]. Utility of light in the medical
field as a therapeutic tool traces its origin back to several thou-
sands years, but the development of Phototherapy did not reach
its heyday until the 20th century [4-6]. In particular for PDT, it
was in 1976 that Weishaupt et al. [7] made a breakthrough postu-
lating that singlet oxygen is the cytotoxic agent responsible for the
photoinactivation of tumor cells. In PDT, unlike in radiation ther-
apy, DNA is not the major target because photosensitizers tend
to localize at the cell membranes. Future advances in the applica-
tion of PDT rely on understanding the nature of the interaction of
light, photosensitizer, and tissue [8-11].

Among the several groups of molecules with photosensitizing
ability for PDT [4], we will focus the present research on fur-
ocoumarins (psoralens), a family of heterocyclic compounds pro-
tagonists of the PUVA (Psoralen + UV-A) therapy [12-15]. This
technique, which is nowadays providing successful treatments
against many diseases such as skin disorders (psoriasis, vitiligo)
as well as some forms of cancer, is known to have a two-fold type

* Corresponding author. Tel.: +34 963544427; fax: +34 963543274,
E-mail address: Luis Serrano@uv.es (L. Serrano-Andrés).

0301-0104/5 - see front matter © 2009 Elsevier BV. All rights reserved.
doi:10.1016/j.chemphys.2009.04.014

of therapeutic mechanism. Furocoumarins are known to exert their
photosensitizing ability by reacting with thymine and forming ad-
ducts, interfering DNA replication in the affected cell [16]. Addi-
tionally, these compounds also interact with molecular oxygen in
its triplet ground state (30,) to produce singlet excited state
(10,) oxygen, a extremely reactive and cytotoxic species [17-23],
together with the simultaneous generation of other radicals such
us 035 or HO; [17]. These systems induce photooxidation of lipids
and are considered responsible for cell membrane damaging ef-
fects, causing also the appearance of erythema and pigmentation
activity in the human skin [18]. The relative contribution of one
(adduct formation) or other (singlet oxygen generation) process
to the effectiveness of the PUVA therapy is still unclear. It has been
observed that molecular oxygen quenches the photochemical reac-
tion between psoralens and thymine [20,24], whereas there are
evidences indicating that the binding of 8-methoxypsoralen (8-
MOP) to double stranded poly-(dA-dT) inhibits the furocoumarin
ability to sensitize via singlet oxygen generation [20]. In some
cases, however, furocoumarins are described to produce 10, even
when complexed with or covalently bound to DNA [25]. In princi-
ple both mechanisms can be expected to be competitive, not syn-
ergic, although higher values of singlet oxygen production have
been reported for complexed furocoumarins than for the free com-
pounds for psoralen, 8-MOP, and 5-methoxypsoralen (5-MOP)
[26,27].

The yield of formation and activity of singlet oxygen from the
different furocoumarins has been estimated by several research
groups, but no agreement has been reached due to the problems
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in evaluating the generation of the species in different conditions
and the simultaneous production of other oxygen radicals [17].
In the family of the most common furocoumarins (see Fig. 1) psor-
alen and, mainly, 3-carbethoxypsoralen (3-CPS) are typically con-
sidered the most effective producers of '0, in aqueous solution
[17,18,20,28,29]. The situation is less clear for khellin, 8-MOP, 5-
MOP, and 4,5 8-trimethylpsoralen (TMP) [17,18,26-31]. Previ-
ously, by using ab initio quantum chemical electronic structure
methods, we studied the ability of furocoumarins to populate their
lowest-lying triplet state and its behavior as efficient photosensi-
tizers [32-35], as well as the mechanisms of formation of psora-
len-thymine adducts [16]. In the present contribution we aim to
analyze the mechanisms to generate reactive singlet oxygen by
furocoumarins and, from this point of view, to estimate the best
photosensitizer for photodynamic therapy.

The interaction of molecular oxygen and organic molecules is
believed to be produced through the so-called excitation energy
transfer (ET) mechanism between the furocoumarin in its lowest
triplet long-lifetime excited state, behaving as a photosensitizer,
and the molecular oxygen, initially in its triplet ground state,
32;, Oxygen is present in the cellular environment ready to trans-
form into singlet oxygen '0, ('A,), which is a strong electrophilic
species that reacts with different compounds [36], including some
components of the cellular membrane causing cell death by apop-
tosis [37]. The ET process is triggered by electronic coupling be-

tween a molecule in an excited state, the donor (D), and a
molecule, the acceptor (A) or quencher within a collision complex
[38-46], a mechanism that strongly depends on the interfragment
distance. At large separation between the moieties (20-30 A or
even larger) the electronic coupling arises from the Coulomb inter-
action between electronic transitions that, under the dipole
approximation, reduces to the known Forster's dipole-dipole cou-
pling [47]. The process is actually a non-radiative transfer of exci-
tation occurring whenever the emission spectrum of D overlaps
with the absorption spectrum of A (although no intermediate pho-
ton takes part on it). It is the electric field around D', behaving like
a field generated by a classical oscillating dipole, that causes the
excitation of A [48-52]. At larger separations than Forster's, fluo-
rescence resonance ET (with photon emission by D* and subse-
quent absorption by A) becomes more efficient than excitation
ET [53]. At shorter interfragment distances, however, the so-called
Dexter exchange coupling predominates, arising from the ex-
change integrals that account for the indistinguishability of the
electrons in many-electron wave functions. This factor decreases
steeply with separation [54]. If the interaction is assumed weak
and overlap between D" and A wave functions is produced, Fermi’s
Golden Rule for coupled transitions can be applied. Such processes
have been studied theoretically in depth in recent years, in partic-
ular for singlet-singlet ET processes [55-59], which implies an ex-
change of electrons of the same spin but different energies, that is,

Psoralen

OCH;

5-MOP

OCHs
8-MOP

OCH3
Khellin 3-CPS
Fig. 1. Studied furocoumarins: psoralen, 8 y (8-MOP), 5-meti (5-MOP), 4,5'8-trimet

P
CPS). The most reactive docble bond in the triplet state of the furocoumarin is highlighted in bold.

(TMP), khellin, and 3-carbethoxypsoralen (3-
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Fig. 2. Examples of TET, which can be understood as two simultaneous electron
transfers between the donor (D) and the acceptor (A) with exchange of spin and
energy in each fragment.

the spin state of each fragment is conserved. In PDT the actual
mechanism is, on the other hand, an intermolecular triplet-triplet
energy transfer (TET), that is, a process of exchanging both spin and
energy between a pair or molecules or molecular fragments. This
type of reactions are commonly used to efficiently populate the
triplet states of many organic molecules [60-62].

TET processes can be therefore understood as two simultaneous
ETs with spin exchange between the interacting fragments (see
Fig. 2) [63] and it is similar to the Dexter coupling for singlet-sin-
glet ET, in particular because, as it depends on an electron ex-
change mechanism, it only takes place at short donor-acceptor
distances (<10A) [47,53]. In TET the Forster's mechanism will
not contribute, because at short distances the dipole approxima-
tion breaks down and because the transitions are dipole forbidden
[63]. The electronic coupling is not the only key factor that deter-
mines the efficiency of the ET process, but also the resonance con-
dition, that is, the energy available in the donor must be at least
equal or higher than that required to populate the excited state
of the acceptor. If this is the case, the process is usually controlled
by diffusion and described as exothermic. In the opposite situation,
that is, if the energy of the acceptor is lower than that of the donor,
the process becomes thermally activated and lies in the endother-

Psoralen (Sy)

mic region. That means that there is an energy barrier whose
height will depend on the nature of the acceptor, either classical
(for rigid systems) or non-classical (flexible systems which might
find conformations for efficient, non-vertical TET), with a corre-
sponding larger or smaller, respectively, decay in the process rate
[64].

In particular, the TET process taking place between psoralen
and molecular oxygen is:

3Pso*(T1) +20,(%; ) — 'Pso(So) + ' 05(* Ag) ]

where activated psoralen behaves as a donor in its lowest triplet
state, and triplet ground state oxygen is the acceptor. The lowest ex-
cited singlet state of molecular oxygen (1A;) is located at 0.97 eV
[2,65-67]. Furocoumarins {psoralen, 8-MOP, 5-MOP, khellin, TMP,
and 3-CPS) have their lowest-lying triplet T, state energy at least
1.4 eV higher than the oxygen singlet state, what makes the TET
exothermic and diffusion-controlled, with molecular oxygen behav-
ing as a rigid, classical acceptor [64]. Fig. 3 displays a scheme of the
TET process for singlet oxygen generation from a triplet photosen-
sitized psoralen molecule.

As mentioned above, our aim is to analyze the different factors
taking part in the TET mechanism between furocoumarins and
molecular oxygen in order to estimate the extent of singlet oxygen
generation in PUVA therapy. Two basic aspects must be taken into
account. Firstly, the rates for triplet energy transfer donor-accep-
tor will be estimated through the magnitudes of the corresponding
electronic couplings by computing the potential energy curves of
the system M-0, with respect to the interfragments distance (M
is the furocoumarin molecule). Calculations on model systems will
be performed to determine the adequacy of the procedure and the
employed geometrical arrangements. Secondly, and as the effi-
ciency of the reaction also relies on the ability of the photosensi-
tizer to reach its lowest triplet excited state, the triplet
population rate can be roughly estimated by using the spin-orbit
coupling factor for the related intersystem crossing process in
the furocoumarin. Accurate ab initio multiconfigurational second-
order perturbation theory, the CASSCF/CASPT2 method, is used to
compute electronic energies and spin-orbit coupling terms.

2. Methods and computational details

Using CASSCF multiconfigurational wave functions as reference,
the second-order perturbation theory through the CASPT2 method
(in its original zeroth-order Hamiltonian formulation) was em-
ployed to include dynamic correlation energy in the calculation

ET

Fig. 3. Scheme of the oxygen-dependent PUVA mechanism. See text.

345



J.J. Serrano Pérez

Tesis Doctoral

346

88 JJ. Serrano-Pérez et al./ Chemical Physics 360 (2009) 85-96

of the electronic excited states [68]. Such method has become par-
ticularly popular and has been successfully applied to elucidate the
spectroscopy of organic and inorganic systems, including many
biomolecules, yielding an advantageous ratio between the quality
and the computational cost for the description of excited states
in systems of relatively large molecular size [69-75]. The imagi-
nary level-shift technique was employed in order to prevent the ef-
fect of intruder states, using a shift parameter of 0.3 au [76].

In order to analyze reaction rates for electron transfer in the or-
ganic molecule-molecular oxygen (M-0,) photosystem we have at
least to estimate the electronic coupling at some specific arrange-
ment of the moieties. Looking for an appropriate arrangement
yielding the most effective TET process is nontrivial and, in general,
not even relevant, in particular in diffusion-controlled systems
which may form a collision complex at short distances. It is impor-
tant, however, to estimate reaction rates and lifetimes at different
intermolecular distances. Furthermore, M-0, interaction poten-
tials are very weak, and the potential surfaces are generally charac-
terized by multiple shallow minima. Hence it is necessary to
consider different orientations when approaching M and O,
through a basic interfragment coordinate, here the distance R
[77]. To find which orientation becomes the most favorable for
an effective TET we have performed an initial exploration taken
three molecular systems as models, studying how the relative ori-
entation of both fragments (donor and acceptor) affects the ET pro-
cess. In particular, we have studied the systems formed by two
ethylene molecules (Et-Et), by the methaniminium cation and eth-
ylene (MetN‘-Et), and by ethylene and molecular oxygen (Et-0,).
‘We have computed the coupling between the states involved in the
TET for the arrangements displayed in Fig. 4, named face-to-face
(FF), used in the three cases, side-by-side (SS), used for Et-Et and
Et-03, and perpendicular (PP), used only for Et-0s.

The CASPT2 energies of the four lowest-lying singlet states and
the three lowest-lying triplet states were obtained for Et-Et,
MetN'-Et, and Et-0,, at each arrangement and intermolecular dis-
tance considered. The active space used for the Et-Et and MetN"-Et
supermolecules comprises the m orbitals and electrons, that is, 4
electrons/4 orbitals. Regarding the Et-O; supermolecule, 14 elec-
trons and 10 orbitals have been employed as active space (8 of
them correspond to the valence orbitals of each oxygen and 2 are
the 7 orbitals of ethylene). The geometry for molecular oxygen in
its triplet ground state was taken from experiment [78], whereas
the ethylene molecule and the methaniminium cation (CH-

Q=G
‘—‘Y

¥ N

=Gl Y ~
a b

—
R R I [ R
c d e
Fig. 4. Supermolecule arrangements employed for the ethylene-ethylene (Et-Et),
methaniminium cation-ethylene (MetN*-Et), and ethylene-oxygen (Et-Os) triplet—

triplet energy transfer (TET) processes: (a) Et-Et and MetN'Et face-to-face (FF), (b)
Et-Et side-by-side (SS), (c) Et-0; FF, (d) Et-0 S5, and (e) Et-0; perpendicular (PP),

NH,") were optimized at the CASSCF level by using the m orbitals
and electrons as active space. Both molecular structures were used
unaltered in the different arrangements considering the general ri-
gid character of these systems in ET processes [64]. The ANO-L one-
electron basis set contracted as C,0,N[4s3p2d1f]/H[2s1p] was em-
ployed in the calculations of the Et-Et, MetN"-Et, and Et-0, model
systems.

Using the information obtained from the model calculations,
the supermolecule furocoumarin-O, was built placing the molecu-
lar oxygen at different distances with respect to the furocoumarin
in a parallel FF orientation with respect to the reactive double bond
(see Fig. 1). According to our previous studies [16,32-35], the furo-
coumarin in its long-lifetime and reactive lowest triplet state local-
izes the spin density in the C3=C4 double bond of the pyrone
moiety (except for khellin). The geometries of both furocoumarin
and molecular oxygen were kept fixed at the CASSCF optimized
triplet excited (T,) state structure [32-35] and the triplet ground
(°=;) state experimental geometry 78], respectively. The active
space employed in all cases (furocoumarin+0,) was 14 elec-
trons{11 orbitals (8/7 located in the furocoumarin and 6/4 located
in O,). The active space was validated after comparing the results
with previous findings in the isolated furocoumarins [32-35] and
control calculations on the oxygen molecule with larger active
spaces and basis sets. The four lowest singlet states and the three
lowest triplet states of the supermolecule were computed. No sym-
metry restrictions were imposed and the ANO-L basis set with the
contraction scheme C,0[4s3p1d]/H[2s1p] was employed as in our
previous studies in isolated furocoumarins [32-35].

In the weak coupling regime in which the electronic interaction
is smaller than the vibrational reorganization energy, the rate for
triplet-triplet energy transfer (kgr), and the corresponding life-
time (7rgr), between the donor and the acceptor can be estimated
using Fermi's Golden Rule [53,63]:

2 2

Kier == 2 (il o =T @
where the matrix element of the Hamiltonian, H, is the electronic
part of the energy transfer (ie., the electronic coupling) and g is
the density of states in the initial and final states and their spectral
overlap. The inverse of the rate is the lifetime of energy transfer. To
obtain the TET rates for the systems Et-Et, MetN*-Et, Et-0,, and
furocoumarin-0, we have taken values of pz=0.1eV~! and (47%/
h)=9.55 x 10" eV-!s~1. This order of magnitude for the value of
the density of states was used previously as a good estimation in
systems of this size [63].

The calculation of the electronic coupling matrix element H' is
the crucial part in the determination of ET rates and lifetimes.
The extent of the coupling controls the energy transfer process,
specifically the passage from one state to another and it can be ta-
ken as a measure of the efficiency of the ET process. Different pro-
cedures to estimate the ET coupling have been developed
[56,58,79] based on diabatic localized dimer calculations, mono-
mer transition densities or transition dipole moments, and a super-
molecule ansatz of the dimer [53], whereas generalization of such
approaches to determine TET couplings are also available [63].
From all procedures, an energy gap based method such as super-
molecule dimer approach, in which the value of the coupling is ob-
tained as half of the splitting or perturbation between the
interacting states, has been shown to be convenient and accurate
[53,63]. It is clear that its accuracy strongly relies on the quality
of the quantum chemical method used to perform the electronic
structure calculations, something guaranteed in the present study
by the highly reliable and accurate CASPT2 method. Notice that the
Basis Set Superposition Error {(BSSE) problem does not affect the re-
sults of the coupling, which uses energy differences between states
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computed at the same geometry [16]. More specific details will be
provided when describing the calculations on the different
systems.

The whole process of generation of singlet oxygen from a photo-
sensitized furocoumarin does not only depend on the efficiency of
the TET from the triplet state of the furocoumarin, but also on the
rate of formation of the triplet state itself. As shown in previous
theoretical studies [32-35], in furocoumarins the crucial step to
populate the triplet manifold in the gas phase is the intersystem
crossing (ISC) process between the initially populated singlet
Sq(nm’) state and the lowest-lying triplet T,(n7") state. The latter
state evolves subsequently toward the lowest triplet Ty(nn") state
via a corresponding (and essentially barrierless and ultrafast)
internal conversion (IC). In a similar manner as for Eq. (2), the esti-
mation of the rate constant, here for nonradiative ISC (k;sc), can be
obtained as

, A

fise = e Hsol* g 3)
where Hs, stands for the spin-orbit coupling terms for the nonradi-
ative transition So{nn’) - T(nx"). An estimated value of 200 eV~!
will be employed for pg as used for psoralen in studies explicitly
computing vibronic factors [80]. Additionally to the Hso strength,
the presence of energy barriers in the potential energy hypersurfac-
es may strongly affect the value of the rate constants, which can be
corrected using the Arrhenius exponential term in the framework of
the transition state theory [81-85]. As a qualitative estimation of
these effects, a corrected ISC rate (kis-) can be obtained from:

Ko = kice®ERT o)

AE eV

S

where kisc is that computed from Eq. (3), AE is the energy of the
barrier from the initial electronic singlet to the triplet state, R is
the ideal gas constant, and T the temperature (298 K). In this partic-
ular context, that is, in the calculation of rate constants that implic-
itly involve a collective behavior, AE will be estimated as the energy
difference between the singlet Sy{(mm’) state, populated at the
Franck-Condon geometry, and the triplet T,(nz") state in the com-
puted crossing point with the singlet state (S/T;,)x, considering that
the energy obtained initially to populate S; will be available, at
least, to surmount the barrier and populate T,. In case of excess en-
ergy, that is, negative barriers, we will consider the energy differ-
ence as zero. Spin-orbit coupling (Hso) terms and energy barriers
(AE) were determined previously for the family of furocoumarins
(see Fig. 1) at the CASPT2 level [33-35]. All calculations reported
here employed the Molcas 6.0 program package [86,87].

3. Results and discussion
3.1. Ethylene-ethylene triplet-triplet energy transfer

The potential energy curves of the ground and the three lowest-
lying triplet excited states of the system Et-Et in two different
arrangements (see Fig. 4), SS and FF, along the intermonomer dis-
tance are displayed in Fig. 5. The electronic coupling leading to
the triplet-triplet energy transfer between the two lowest triplet
states has been computed as half of the splitting between the
states protagonist of the TET process (*Et + 'Et — 'Et +3Et), that
is, the two lowest triplet states of the supermolecule, according
to a two-state model described elsewhere [63]. For both orienta-
tions, at large intermolecular distances these states are degenerate
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Fig. 5. CASPT2 potential energy curves of the ground and the three lowest triplet states of the Ec-Et supermolecule in the face-to-face (top, left) and side-to-side (top, right)
orientations. Included also (bottom) the dependence of the TET coupling () for the Et-Et system with the interfragment distance (R) and arrangement.
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since both ethylene molecules do not interact. Once the intermo-
lecular distance decreases, the behavior of the supermolecule is
different for each arrangement. Whereas in the FF orientation, in
which the two moieties are fully stacked, T; and T, become non-
degenerated for distances smaller than 4.5 A, pointing out a cou-
pling between these states, in the SS orientation both triplet states
remain extremely close in energy until distances near 3 A.

The values for the coupling (H'), computed as half of the energy
gap between the lowest triplet states at each intermonomer dis-
tance, the rate constants (krer), and the lifetimes (7rer) for the
TET process are collected in Table 1. These results share the same
order of magnitude as reported elsewhere [63]. In previous studies
it was established that the TET coupling and the attenuation rates
were mainly determined by the relative contact area with respect
to the size of molecular orbitals, irrespectively of the molecular
size, and were strongly depending on the orientation [63]. In the
SS arrangement, with a much smaller orbital overlap between
the fragments, the TET coupling is roughly one order of magnitude
lower than in the fully stacked FF orientation, which can be consid-
ered the optimal overlap, and therefore to yield an upper bound for
the effectiveness of the TET coupling for conjugated molecules.

3.2. Methaniminium cation-ethylene and ethylene-0, triplet-triplet
energy transfer

In order to analyze the final furocoumarin-0, system, we have
to move to models involving nonsymmetrical interacting moieties.
The selected examples are the triplet-triplet energy transfer re-
lated with the deactivation process of the triplet state of the meth-
animinium cation (donor) when interacting with ethylene
(acceptor), 3MetN* + 'Et — 'MetN" + 3Et and the triplet state of eth-
ylene (donor) with oxygen molecule in its triplet ground state
{acceptor), *Et + %0, — 'Et + '0,. In the former case the fragments
are isoelectronic with those of the Et-Et system and the two lowest
triplet states of the molecule are involved in the TET process. How-
ever, the interaction is not symmetric and the triplet states are
computed at 4.35 (Et) and 4.82 eV (MetN") at infinite separation,
where they localize on each of the moieties. Regarding the second
model, the analysis of the CASSCF wave functions indicates that the
states participating in the TET process are the S; and S; states of
the Et-O, supermolecule, corresponding at infinite separation to
Et(T;) + 05(°%; ) and Et(So) + O5(' Ay), respectively.

Unlike in the previous case (Et + Et), for asymmetric systems the
resonance condition between the zeroth-order states is not gener-
ally fulfilled. As for electron transfer processes [88], two possibili-
ties can be considered. First, to assume the validity of the Condon
approximation, which neglects the variation of the coupling with
respect to all molecular coordinates except for those which affect
the main donor-acceptor separation distance [89]. A second alter-
native is to obtain the resonance condition and estimate the ET
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couplings by including the variation of an external electric field.
In practice, the field strength is scanned at the different intermo-
lecular distances varying the geometry of the system with a se-
lected coordinate leading to a decrease of the energy gap
between the interacting states [63,90]. For diffusion-controlled
processes in the exothermic region when a collision complex is
formed and for classical rigid acceptors, such as molecular oxygen
[64], it is unlikely that geometrical distortions at the different
interfragment distances play a definite role in the magnitude of
the interaction. In these cases, as seen before in similar processes
[88], the Condon approximation behaves reasonably well over a
large range of structural variations. We decided then to determine
the value of the coupling obtained (using fixed donor-acceptor
structures at different intermonomer distances) as the perturba-
tion in the energies of the electronic states caused by dimerization
[53]. This approach to compute the electronic coupling uses for
symmetric fragments (as in Et-Et) half of the splitting between
the corresponding state and it can be extended to nonsymmetric
systems in the same fashion. The perturbation of the states by
dimerization can be obtained within the adiabatic framework as
half of the energy difference between the separation of the states
of the monomers and the separation of the states in the supermol-
ecule at the different interfragment distances. The procedure can
be expected valid in the weakly coupling regime provided that
the interacting states remain quasi-diabatic, that is, with wave
functions clearly localized in each of the monomers, as it occurs
in all the systems considered here at least until the intermonomer
distance is made extremely short (<2.5 A). This approach relates to
those based on diabatic frameworks for studying electron transfer
processes [88].

In order to compare the approximation employed to previous
studies, we used the TET between the lowest triplet states in the
dimer methaniminium cation-ethylene. The comparison of our
values for the electronic coupling with those obtained by You
et al. [63] by using half the splitting between the states in a mini-
mum energy gap conformation (estimated from Fig. 6 in Ref. [63])
is compiled in Table 2. Both procedures yield TET couplings basi-
cally within the same order of magnitude, although our approach
leads to somewhat smaller and larger values at large and short dis-
tances, respectively. However, the couplings obtained earlier using
CIS as quantum chemical method [63] tend to considerably in-
crease with the quality of the basis set, and can be expected larger
with a superior one-electron basis set like the ANO-L type em-
ployed here. The Condon approach can therefore be considered
quite reasonable in these systems, in particular if we stress (and
this must be emphasized) that our main goal is to compare the rel-
ative strength of the interaction within the family of furocouma-
rins more than obtaining absolute values for the rate constants.
The energy gap model described here is then considered appropri-
ate and used in the other systems studied.

Table 1
Couplings (H'), rate constants (krgr), and lifetimes (trer) of the triplet-triplet energy transfer (TET) process between two ethylene molecules in the face-to-face and side-by-side
arrangements.
R(A) Face-to-face Side-by-side

H (eV) keer (s ) rer ($) H (eV) keer(s ') Trer (8)
1000 0 - - 0 - -
8.00 57910 © 3.20 x 10* 312x 10 ° 5.07 %10 7 246 x 10 407 %103
6.00 147 x10 4 2.06 x 107 484 %10 ® 357x10 ° 122 % 10* 821x10°
4.00 2.89x10 2 8.00 % 10" 125 % 10 2 2.01x%10 3 3.85 % 10° 26010 '°
3.50 101x10 1 9.67 x 101 103x 10 1 9.48 x 10 3 858 x 10'° 117 x10 1!
3.00 328x10 " 1.02 x 10 976 x 10 '° 462x10 * 2.04 x 10" 490x10 @
2.75 56610 ! 3.06 x 10% 327x10 ¥ 103x10 ! 101 x 10 9.88 x 10 4
250 943x10 " 8.49 x 10" 118 x 10 '° 225%10 ! 482 x 10" 207x10
2.25 1516 2.19 % 10'° 456 x 10 '° 46110 2.03 x 10 492x10 %
2.00 2357 531x 10" 1.88 x 10 '° 859 %10 ! 7.04 x 10 142x10 '
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Table 2

Triplet-triplet energy transfer electronic coupling terms (H') computed for the
process *MetN" + 'Et — 'MetN" + *Et at different intermonomer distances (R). Face-
to-face arrangement.?

R(A) H' (eV)° H' (eV)°

5.0 60x10 * ~50%10°
45 41x10 2 ~2.0%10 2
40 16x10 ! ~8.0x10 *
35 41x10 ! ~20x10 "

* MetN" (methaniminium cation); Et (ethylene).
® Present work. See text.
© Estimated from Fig. 6 of Ref. [63]. CIS/6-311+G(d).

The next process studied is the TET between triplet excited eth-
ylene and triplet ground state oxygen in the three different
arrangements depicted in Figs. 4 and 6. In all cases, the energies
of both states (S; and S3) remain constant for intermolecular dis-
tances (R) larger than 4 A. As expected, it is the strongly overlap-
ping FF orientation which gives rise to a stronger interaction, as
shown in the values of the couplings in Table 3. In general, the
stacked FF arrangement is the most favorable orientation for the
TET process to take place, in agreement with the analysis on the
ethylene dimer, because it yields values for the rate constants from
one to four orders of magnitude larger than for the other conforma-
tions. These results suggest that also in the furocoumarin-0, com-

plex the best computational strategy to look for efficient TET is to
use the FF arrangement involving the reactive double bond of the
furocoumarin in the triplet state (see Fig. 1) and the molecular oxy-
gen at different intermoiety distances.

Comparison among the model systems in the FF arrangement
just reveals electronic effects, as we are using the same estimate
for the vibronic state density. Thus, Et-Et (displaying the maxi-
mum orbital overlap) yields couplings and rate constants nearly
one order of magnitude larger than Et-0, (less overlap) at each dis-
tance. For instance, at 3.5 A the process lifetimes are roughly 0.1
and 2 ps for Et-Et and Et-Oa, respectively. MetN*~Et gives rise,
on the other hand, to couplings nearly three times larger than for
the isoelectronic system Et-Et (as observed earlier [63]). In this
case the orbital overlap is quite similar in both cases, and the nu-
clei-electrons interactions will determine the difference. In sum-
mary, the orbital overlap between the interacting donor and
acceptor seems to be the key factor controlling the efficiency of
the electronic coupling and therefore the TET process.

3.3. Furocoumarin-0; triplet-triplet energy transfer
3.3.1. Triplet-triplet energy-transfer rates and lifetimes

We turn now to the study of the TET process involving the sys-
tem furocoumarin-0O, for each one of the members of the family

5 5
T EYT,) + Oz(ziv') X\ T, EY(T,) + O,(’%,)
4 4
3 3
3 3
u o
< <
2 2
1 1
] o
2 2 3 4 5 6
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AE/eV
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T EY(T) + O,(%,)

S, Et(T,) + O(%;)

2 EY(S,) + O

S Et(S) + O,(A)

To: Et(S,) + O,(’%,)

0|

2 3

5 6

Fig. 6. CASPT2 potential energy curves of the ground and the low-lying excited states of the Et-0, supermolecule in the face-to-face (top, left), side-by-side (top, right) and

perpendicular (bottom) arrangements.
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Table 3

Couplings (H'), rate constant (kzgr) and lifetimes (trgr) of the triplet-triplet energy transfer (TET) process between ethylene and molecular oxygen (Et-0,)in the face-to-face, side-

by-side, and perpendicular arrangements.

R(A) Face-to-face Side-by-side Perpendicular
H (eV) krer (s ') Trer (5) H (eV) krer(s ') Trer () H (eV) keer (s 1) Trer ()

10.00 0 - - [ - - 0 - -

8.00 121x10 4 1.40 x 107 7.15 % 10 ® 656 x 10 > 411 x 10° 243x10 7 7.39 x 10 > 5.22 x 10° 192 %107
6.00 3.69 % 10 1.30 x 10% 7.69 % 10 ° 111x10 4 118 x 107 84910 ° 530 % 10 * 2.69 x 10° 372%10 °
4.00 3.71x10 * 131 x 10" 762%10 1 11110 * 118 x 10° 845x 10 '° 133x10 4 1.68 x 107 5.96 x 10 ®
350 21210 * 429 x 10" 233x10 216 x 10 445 x10° 224x10 '° 7.13 x10 2 485 x 10" 206x10
3.00 1.05 10 ! 1.06 x 101 946 x 10 14 195 x 10 2 3561 x 101 277 %10 2 3.89 %10 2 1.44 x 1012 693 x10
275 232x10 1 5.16 x 10° 194 %10 305x10 * 887 x 10" 113x10 2 854 x10 * 6.96 x 10" 144 x10 2
250 49910 ! 2.38 % 10 420% 10 *° 171x10 * 2.80 % 10" 35710 186 %10 332 % 10 3.02x10 “
225 9.85x 10 ! 9.26 x 10" 108 x 10 '* 553x10 ! 292 x 10" 343x10 40610 " 157 x 10" 636 x10

displayed in Fig. 1. As already stated, the furocoumarin acts as a
very efficient triplet photosensitizer, because, after initial popula-
tion of the lowest singlet excited state by UV-A radiation, the ISC
mechanism to switch the population toward the triplet manifold
is very efficient [32-35,80]. The molecule behaves as a donor in
its triplet state and it is capable to transfer its energy to molecular
oxygen in its triplet ground state to generate the singlet ground
state furocoumarin and excited singlet oxygen (A, see Eq. (1)).
In all cases the energy of the triplet state of the furocoumarin
(computed adiabatically from 2.42 eV in khellin to 2.14eV in 3-
CPS, see Supplementary material) is much higher than the energy
of the oxygen 'Ag state (computed 1.09 eV, experimental 0.97 eV
[4]), and the process falls clearly into the exothermic regime, ex-
pected to be controlled by diffusion. Fig. 7 displays the potential
energy curves of the lowest-lying singlet and triplet states of the
supermolecule psoralen-O, in a FF arrangement with respect to
the C3=C, bond of the pyrone ring (the reactive bond in the triplet
state, where the spin density is basically located [32-35]) at differ-
ent intermolecular distances. The states of the supermolecule pro-
tagonist of the TET are 4'A (T, of psoralen and %; of 0,) as initial
energy level and 1'A (S of psoralen and A, of 0,) as the final out-
come of the process in which both moieties have changed spin and
energy. Within the present approach the electronic coupling (H') is

obtained (see Fig. 7) as half the difference |e., — &|, where &, and &
are the energy gaps between the states 4'A and 1'A at infinite dis-
tance (at 10 A in the current computation) and at the different
interfragment distances, respectively. In this way, the coupling
represents the perturbation introduced in each state due to the
interaction within the dimer. It is important to notice how advan-
tageous is that definition, because the results are in practice inde-
pendent of the number of states considered. Potential energy
curves for the other furocoumarin-0O, systems are included in
the Supplementary material, whereas Table 4 compiles the com-
puted couplings, reaction rates, and lifetimes for the processes of
interest. As the goal is studying the differential behavior of the fur-
ocoumarins, our attention will be focused on the relative (more
than the absolute) values obtained for rate constants and lifetimes.

The inspection of the results of the electronic couplings and
reaction rates in Table 4 indicates that the differences between
the furocoumarins in this respect are very small. At distances lar-
ger than 3 A, the extent of the coupling is not large and similar
in all cases, leading to lifetimes in the order of the picosecond or
larger, in general nearly one order of magnitude smaller than for
the model systems. Including more vibrational contributions in
the calculation of the rate constants would surely enlarge their
absolute value. At shorter distances it is possible to identify khellin
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Fig. 7. Potential energy curves of the low-lying excited states of the supermolecule psoralen-molecular oxygen along the interfragment distance (R). The energy coupling H is
obtained as half of the energy difference [e,. — & between the initial 4'A (T, of psoralen and >Z, of O;) and final 1'A (S, of psoralen and A, of O,) states of the supermolecule

at infinite distance (e... zero coupling situation) and at each of the distances (z).
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Table 4
Couplings (#), rate constants (krer), and lifetimes (trer) of the TET process between a furocoumarin and O; at different interfragment distances (R). Face-to-face arrangement.
R(A) H (eV) krer (s 1) Trer () H(eV) krer (s ) rer () H (V) krer (s 1) rer (5)

Psoralen 8-MOP 5-MOP
10.00 0.0000 - - 0.0000 - - 0.0000 - -
5.00 0.0012 143 x 10° 698 x 10 0.0028 7.35 x 10° 136 x 10 0.0020 3.71 x 10° 269 x10
3.50 0.0038 141 x 10'° 7.10x10 0.0033 1.07 x 10'° 939 %10 ' 0.0044 1.82 % 10%° 55010 1!
3.00 0.0357 121 x 10 823x10 © 0.0370 131 x 10" 7.65 % 10 2 0.0388 1.44 x 10" 697 x10 ¥
2.75 0.0870 7.23 x 102 138 x10 0.0909 7.88 x 10" 127 x 10 2 0.0921 8.11 x 10" 123 x10
250 0.1966 3.69 x 101 271x10 ¥ 02067 408 x 102 2.45x 10 02025 3.92 % 10 255x10 *
225 0.3833 1.40 x 10 7.13x10 04101 161 x 104 623 x 10 *° 03707 131 x 10" 762 %10 *°
Khellin TMP 3-cPS

10.00 0.0000 - - 0.0000 - - 0.0000 - -
5.00 0.0015 229 x 10° 437 %10 0.0028 7.56 % 10° 13210 *° 0.0020 3.70 x 10° 270x10 1
350 0.0051 2.49 x 10"° 401x10 " 0.0023 5.14 % 10° 194 %10 0.0031 9.21 x 10° 109 x10
3.00 0.0387 1.43 x 1012 698 x 10 = 00379 1.37 x 1012 7.29 x 10 0.0330 1.04 x 1012 961x10
275 0.0948 859 x 102 116x10 0.0996 9.47 x 10 1.06 x 10 2 0.0805 6.19 x 102 161x10 2
250 02283 4.98 x 102 201x10 ¥ 02417 5.58 x 10" 179 x 10 ™ 0.1816 3.15 x 102 318x10 “
225 05197 258 x 101 388x10 ' 05257 2564 x 101 379x10 0.3406 111 % 10% 9.02x10 '*

and TMP as increasing the coupling with respect to the other spe-
cies, in particular 3-CPS, which yields the smallest values. Below
2.5 A, that is, in the range of the collision complex, is unlikely that
the obtained values for the couplings are accurate. The states are in
this case strongly perturbed and far from the quasi-diabatic pic-
ture, showing strong delocalization and configurational mixing in
the CASSCF wave function, and the Condon approximation is no
longer valid. Fig. 8 displays a graphical comparison for the values
of the couplings for the various complexes and interfragment dis-
tances. Some small differences can be noted, producing an approx-
imate order for the efficiency of the TET process based on the
couplings and rate constants as 3-CPS < psoralen < 8-MOP < 5-
MOP < khellin < TMP, with TMP and khellin yielding the largest
couplings and psoralen and 3-CPS the smallest. Such differences
are not large enough to make a clear distinction between the sys-
tems. In fact, the mentioned tendencies obtained are at odds with
the experimental findings, most of them measured anyway in sol-
vated phases. Despite somewhat contradictory results, 3-CPS and
psoralen were reported in most cases as better singlet oxygen gen-
erators than the other furocoumarins [17-20,28,29], just opposite
to the tendencies found here for the efficiency of the coupling,
whereas the situation for the other systems was unclear. Even if

the present results are obtained for the isolated systems (and only
strictly comparable to the gas-phase measurements) and they can
be slightly modified when including solvent effects, we do not ex-
pect the changes to be of importance, as shown by control test cal-
culations. It is then possible to safely conclude that the electronic
coupling factor is not the key aspect controlling a differential effi-
ciency in the generation of singlet oxygen by the furocoumarins.
This outcome has been obtained also in other recent studies
involving a common acceptor and a series of donors of similar
structure. The value of the electronic coupling did not deviate sub-
stantially from an average value characteristic of the whole donor
series [64]. If the electronic coupling is therefore not the control ef-
fect to modulate the differential efficiency of the TET process in
molecules with similar structures like furocoumarins, we have to
turn our attention to other aspect of the process such as the effi-
ciency of the molecule as photosensitizer (that is, the population
of the lowest triplet state), which is also related to the overall effi-
ciency of the system as a phototherapeutic compound [16].

3.3.2. Intersystem crossing rates and lifetimes in furocoumarins
As described in Section 2, Eq. (3) was employed to initially com-
pute ISC reaction rates for the population of the triplet manifold in
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Fig. 8. Comparison between the electronic couplings (H') triggering the TET process between a furocoumarin and molecular oxygen at the different interfragment distances

(R)
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each of the furocoumarin molecules. In particular, and as deter-
mined previously [32-35], the ISC nonradiative process corre-
sponds to the transfer Sg{(nn’) > T,(nn") in each furocoumarin
donor, a process which will take place more efficiently in the re-
gion of the (Sx/T,)x singlet-triplet crossing, and that subsequently
will give rise to an ultrafast population of the lowest Tr(nn') by
internal conversion in the triplet manifold. The spin-orbit coupling
factors (Hso) between the lowest S and T, states, computed at the
crossing region structure as determined previously [32-35] and
the ISC rates (k;s¢c) are compiled in Table 5. This procedure to obtain
the rates (see Eq. (3)) just represent to take into consideration the
spin-orbit coupling factors to account for the efficiency of the pro-
cess. Obviously, TMP, in particular, and also psoralen and 3-CPS,
having the largest coupling, leads to the largest rates. However,
and in order to properly account for reaction rates, it is also re-
quired to consider the energy barriers found along the process, at
least in the simplified manner introduced by Eq. (4). Table 5 com-
piles the energy barriers computed earlier [32-35] for the process
Sp{mn’) » T{nn') in the different systems. Unlike in previous dis-
cussions [35] in which we considered as barrier the energy differ-
ence between the minimum of the S state and the crossing point
(Sx/Tp)x the present approach accounts for the excess energy avail-
able in the system from the initially populated S; state (at the
Franck-Condon geometry) to the crossing point (see Table 4),
which seems to be more relevant in this context, where the inter-
est focuses on rate constants. Most of the studied furocoumarins
have their initially populated S state well above the crossing point
energy, what leads to negative barriers. In such cases, as we con-
sider that the system has sufficient energy to reach the ISC region
and such process is in the exothermic regime, the energy barrier on
Eq. (4) has been made zero. Once all factors considered, the ISC
rates and lifetimes (in the nanosecond range), although similar
for the different compounds, allows to establish an approximate
order of efficiency of the furocoumarin: khellin <5-MOP < 8-
MOP < psoralen < TMP < 3-CPS, an order which slightly differs from
that proposed in our previous study [35] because of the different
type of energy barrier considered earlier. The present results can
be compared, at least qualitatively, with those reported in the lit-
erature, which are summarized in Table 6 for simplicity.

Despite the sometimes contradictory reports of the solution
experiments (see Table 6) and the absence of solvation effects in
the calculation [35], the basic order of efficiency holds true in most
cases. In particular, 3-CPS is confirmed as the best singlet oxygen
generator because its ability to populate the triplet state, in con-
trast to the smallest value obtained for the coupling term in this
molecule in the previous section. Comparison with experiment
seems to support the approach based on spin-orbit couplings
and energy barriers. Psoralen is also confirmed as good photosen-
sitizer, whereas TMP and 8-MOP have intermediate efficiency. As

Table 5
Rate constants (k) and decay times (t) of the radiationless intersystem crossing (ISC)
process S — T, in the family of the furocoumarins.

Furocoumarin A (VP  Hso(em ')° ke (s ') Ksc (s ) Tisc (msy
Psoralen 0.03 9.2 358x10°  1.11x10° 090
8-MOP —0.01 49 102x10°  1.02x10° 098
5-MOP -0.10 35 518 x10° 518 x 10°  1.93
Khellin -0.19 29 356x10° 356 x10° 281
TMP 0.09 322 439x10°  132x10° 076
3-CPS -0.24 92 358x10° 358 x10° 028

@ Energy barriers from S, (at the Franck-Condon region) to T, (at the Sy-T,
crossing region) [35].

® Spin-orbit coupling terms at the S,-T, crossing region [35].

© ISC rate constants obtained using Eq. (3).

9 ISC rate constants obtained using Eq. (4). Negative barriers are taken as zero.

© ISC decay times. Inverse of the rate constant as obtained using Eq. (4).

Table 6
Summary of computed and experimental estimated efficiency orders of the singlet
oxygen generation process by photosensitized furocoumarins.

Efficiency of the process Ref.
Theory®

Khellin < 5-MOP < 8-MOP < psoralen < TMP < 3-CPS Present
Experiment

Khellin < 8-MOP < psoralen < 5-MOP 31
TMP = 5-MOP = 8-MOP < psoralen < 3-CPS 28
5-MOP < 8-MOP < psoralen < TMP 17
8-MOP < 5-MOP < TMP < khellin < 3-CPS 26
5-MOP < 8-MOP < psoralen < 3-CPS 27
5-MOP < TMP < 8-MOP < pscralen 28

# The theoretical results are based on the estimated efficiency of the ISC process
Sx(mr’) - Ty(nx), the crucial step to populate the lowest triplet state of the furo-
coumarin, To{n'), and initiate the TET process.

most of the experiments show and our calculations predict, 5-
MOP would be a much poorer oxygen generator. For khellin we
also predict a less favorable situation, which more exhaustive
experiments will have to confirm.

4. Conclusions

A theoretical analysis of the triplet-triplet energy transfer (TET)
process in the complex furocoumarin—0, has been performed
using quantum chemical methods, in particular the ab initio multi-
configurational CASPT2 approach. In the framework of a two-state
model and a weakly coupling regime, Fermi’s Golden Rule has been
employed to estimate TET rate constants and lifetimes. To this end,
a supermolecule dimer approach and an energy-gap procedure
have been used to determine the strength of the electronic cou-
pling between the protagonist states, which in the furocoumarin-
0, systems are the lowest triplet excited state of the former, acting
as donor, and the triplet ground state of molecular oxygen, acting
as acceptor. In order to test the procedure and also to determine
the proper orientation of the two moieties, several model systems
as ethylene-ethylene, methaniminium cation-ethylene, and ethyl-
ene-molecular oxygen have been analyzed. A face-to-face arrange-
ment, in which the orbital overlap between the n clouds of the C=C
7 bonds is maximized, was selected as the most favorable orienta-
tion to efficiently boost TET. Values for electronic coupling have
been computed at different intermonomer separations in which
the molecular oxygen has been placed in a parallel disposition with
respect to the pyrone double C=C bond of the furocoumarin (ex-
cept in the case of khellin), which is the reactive bond in the triplet
state of the compound.

The estimated values for the electronic couplings, TET rate con-
stants, and lifetimes in the different furocoumarin-0; systems are
too similar to provide clear trends to understand the differential
yields of singlet oxygen formation measured in experiment. The
determined rates do not follow the reported tendencies. Despite
the qualitative goal intended for this type of study we can clearly
conclude that the electronic coupling factor does not permit ratio-
nalizing the differential efficiency in the generation of singlet oxy-
gen by the furocoumarins, because it is too similar for donors with
similar structures. This conclusion was obtained earlier in other
systems [64].

A second aspect upon which the efficiency of the overall TET
process depends, such it is the population of the photosensitizing
lowest triplet state in furocoumarin, has also been analyzed based
on the magnitude of the reaction rates. In this case, the relevant
operator is the strength of the spin-orbit coupling related to the
intersystem crossing (ISC) process between the initially excited
singlet state and the triplet manifold. The effect on the ISC rates
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of the energy barrier required to access the triplet state has also
been taken into account. The qualitative estimation of the effi-
ciency of the ISC process leads us to suggest an order for the effi-
ciency of the singlet oxygen generation in the different
furocoumarins for PUVA therapy such as khellin < 5-MOP < 8-
MOP < psoralen < TMP < 3-CPS. In this respect, from all compounds
studied here, 3-CPS can be predicted the best photosensitizer (as
singlet oxygen generator), followed by TMP and psoralen. 5-MOP
and, particularly, khellin would not be, on the other hand, so effi-
cient. The determined tendencies seem to agree with most of the
experimental determinations in aqueous solution based on the
production of reactive singlet oxygen. These results account for
the triplet state population, and therefore are equally valid to esti-
mate the efficiency of the TET process or the formation of furo-
coumarin-thymine adducts (initiated also in the triplet state of
the furocoumarin), although the latter reaction may depend on
many other structural factors [16]. It is therefore hardly possible
to establish which type of phototherapeutic action predominates
in each compound. In any case, and although determining absolute
rates and lifetimes should be still considered too complex, the
present results lead to validate some of the reported trends
[17,27-29], and establish a promising strategy to evaluate the effi-
ciency of different systems for the photodynamic therapy. Corre-
sponding research for other relevant compounds is currently on
the way.
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Table S1. Energies (with respect to the ground state of the furocoumarin at the Franck-Condon

geometry) of the low-lying excited states of the molecules implied in the TET process [2-5].

Molecule Geometry State E (eV)
o To (gs) S1 (‘A 1.09 (exp. 0.97) [1]
: To(gs) Sz (Zgh 1.76 (exp. 1.61) [1]
T Sq 3.56
psoralen
T: T, 2.29
T, N 3.45
8-MOP
T: T, 2.33
T Sy 3.56
5-MOP
T, T, 2.28
T S1 3.15
TMP
T Ty 2.24
T, S1 3.39
khellin
T T 2.42
T Sy 3.11
3-CPS
T, Ty 2.14
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Figure SI1. Evolution of the low-lying excited states of the supermolecule furocoumarin

(8-MOP)—oxygen with the distance between the moieties.
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Figure S12. Evolution of the low-lying excited states of the supermolecule furocoumarin

(5-MOP)—oxygen with the distance between the moieties.
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Figure SI3. Evolution of the low-lying excited states of the supermolecule furocoumarin

(khellin)—oxygen with the distance between the moieties.
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Figure S14. Evolution of the low-lying excited states of the supermolecule furocoumarin

(TMP)—oxygen with the distance between the moieties.
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Figure SI5. Evolution of the low-lying excited states of the supermolecule furocoumarin

(3-CPS)—oxygen with the distance between the moieties.
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FE DE ERRATAS

Se deben tener en cuenta las siguientes correcciones y/o mejoras del

manuscrito original:

Pégina Doénde pone... Debe poner...
Sin embargo, una mejor energia variacional no
74 Anadir después del primer parrafo implica necesariamente una mejor descripcion

de otras propiedades.

Pie de pagina (13): La energia del conjunto de

La energia del conjunto de dos sistemas no

interaccionantes coincide con la suma de las

78 dos sistemas no interaccionantes no coincide .
energias individuales. En otras palabras: E 3
con la suma de las energias individuales.
(R—)OO) = EA + EB.
La base polielectronica puede estar constituida
por determinantes de Slater (lo que conduce a
Aiadir antes de la representacion de la matriz ) )
80 algoritmos CI mas eficientes) o por CSFs (lo
Hamiltoniana .
que conduce a expansiones CI mas cortas y a
funciones propias de espin).
Los orbitales inactivos también se optimizan en
83 Anadir después del primer parrafo el proceso (digamos que son tratados como en
la funcién RHF).
La energia CASSCF es invariante frente a ] )
) ) o La energia CASSCF es invariante frente a
84 rotaciones entre orbitales inactivos o entre ] ) )
) ) rotaciones entre los orbitales activos.
orbitales secundarios.
Pie de pagina (15): Que implica un correcto ) )
g7 escalado, tal y como lo hace la energfa, con el | La energia calculada mediante un método dado
nimero de particulas. escala linealmente con el niimero de particulas.
2 2
104 SOClkz\/z<Tl,u HSO‘Sk>‘ | u=x,y,z SOClkz\/Z<Tl,u HSO‘Sk>‘ | u=x,y,z
i u
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114 Figura 20: X3, X4, ..., X, X3, X4, -0y Xp
También se ha empleado el método RASSCF
) Para calcular los MEPs y para la busqueda de
para calcular MEPs, como se describe en otro
123 ) STCs y CIs se ha empleado el método
trabajo, y para la busqueda de STCs y Cls se ha
CASSCF.
empleado el método CASSCF.
llegamos a un minimo en el espacio de
llegamos a un minimo bajo la restriccion de
124 ] intersecciéon de dimension F — 2 bajo la
degeneracion entre estados,
restriccion de degeneracion entre estados,
En el caso del psoraleno, para realizar el MEP a
lo largo de S1 se empled un espacio activo
CASSCF (12,12), sin restriccion de simetria.
Afadir después del segundo parrafo (tras
125 Por otro lado, en la busqueda de los cruces STC
simetria) ) )
y CI se empled la misma simetria (Cs) y el
mismo espacio activo que para el calculo de
energia, esto es, CASSCF (14,13).
135 | Tabla1v: 1'4%(zz") 1A
Como hipétesis inicial, para buscar el minimo
Como hipétesis inicial, seleccionamos dos
160 del estado fundamental de cada monoaducto,
estructuras... ]
seleccionamos dos estructuras. ..
Tabla IX:
» State
173 Estado
» Ignorar los TDMy, de los estados
triplete
Para calcular la barrera se emple6 la expresion:
(Egiuce +E;/1;uce)
182 Afiadir al final de la pdgina E e = T,
AE barrera ‘E g:[in -E cruce
Tabla XVI: Energias (con respecto al estado | Energias de los estados excitados implicados en
197 fundamental de la furocumarina a la geometria | el proceso TET, con respecto al estado

Franck-Condon) de los estados excitados

implicados en el proceso TET.

fundamental de la furocumarina a la geometria

Franck-Condon.
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201

Aniadir al final de la pagina

Noétese que no hay BSSE en estos calculos, ya
que estamos restando, para distintas distancias

intermoleculares, diferencias  de

gaps
energéticos a una distancia dada, con lo que el

error se elimina en dicha sustraccion.

209

Afadir al final de la pagina

Por consiguiente, el minimo del estado S, ya no

es la referencia energética.

217

Dado que el esqueleto del ADN es flexible,

Por otro lado, dado que el esqueleto del ADN

es flexible,

219

tiene lugar en el mismo rango de energias que

la correspondiente al monomero.

tiene lugar en el mismo rango de energias que
la conica correspondiente a la desexcitacion del

mondmero.
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