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Titulo: Sintesis y caracterizacion de poliaminas tripodales para el reconocimiento de ADN no
canonico

Resumen

La molécula de ADN, conocida por almacenar la informacion genética de los seres vivos, no se limita
a la clasica doble hélice dextrogira; también puede adoptar formas alternativas mas alla de su
reconocible estructura. Esta versatilidad se manifiesta en el ADN no candnico, que engloba a
estructuras como la triple hélice, los motivos i, o los G-cuadruplex (G4). Este ultimo tipo de
configuracion se encuentra en las regiones promotoras de ciertos genes y principalmente en los
telomeros, lo que ha generado un gran interés debido a su rol en importantes procesos biologicos,
como la regulacion de la expresion génica, la estabilidad del genoma o el envejecimiento celular. Por
ello, el ADN G4 se ha convertido en una diana potencial para la lucha contra el cancer. En la
actualidad, se esta desarrollando una amplia area de investigacion centrada en el disefio de pequenas
moléculas que puedan estabilizar e interactuar de manera selectiva con los G4s en las regiones
teloméricas, abriendo nuevas vias en la terapia antitumoral.

Este proyecto se centra en el desarrollo de una nueva poliamina tripodal conjugada con la
trifenilamina (TPA), disefiada especificamente para interactuar con las estructuras G-cuadruplex del
ADN. El trabajo se enmarca dentro de los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030,
subrayando la importancia de la quimica medicinal en el progreso hacia una salud global mejorada. El
estudio abarca desde la sintesis y caracterizacion de la poliamina hasta la evaluacion de su interaccion
con las estructuras G-cuddruplex mediante el uso de técnicas andliticas y estudios bioldgicos. Se han
empleado métodos potenciométricos y fotoquimicos para caracterizar y determinar el comportamiento
acido base del ligando. Ademas, se han llevado a cabo estudios de agregacion y de interaccion con
metales de transicion para comprender ain mejor el comportamiento de la poliamina en diferentes
contextos, que junto con los estudios bioldgicos, incluyendo ensayos de viabilidad celular, han
permitido determinar la eficacia de la poliamina en el &mbito tumoral.

De esta forma, este estudio representa un paso adelante en la biotecnologia aplicada a la quimica
medicinal, proporcionando nuevas rutas para el desarrollo de terapias contra el cancer,
consoliddndose como una base solida para futuras investigaciones que permitan llevar al disefio de
farmacos mas eficientes y seguros enfocados en los G-cuadruplex y en su papel terapéutico.

Palabras clave: G-cuddruplex; terapia antitumoral; poliamina tripodal, regulacion génica, quimica
supramolecular.
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Title: Synthesis and characterization of tripodal polyamines for the recognition of
non-canonical DNA

Summary

The DNA molecule, known for storing the genetic information of living beings, is not limited to the
classic right-handed double helix; It can also take alternative forms beyond its recognizable
structure. This versatility is manifested in non-canonical DNA, which encompasses structures such
as the triple helix, i motifs, or G-quadruplexes (G4). This last type of configuration is found in the
promoter regions of certain genes and mainly in the telomeres, which has generated great interest
due to its role in important biological processes, such as the regulation of gene expression, genome
stability or cellular aging. Therefore, G4 DNA has become a potential target for the fight against
cancer. Currently, a broad area of research is being developed focused on the design of small
molecules that can stabilize and interact selectively with G4s in telomeric regions, opening new
avenues in antitumor therapy.

This project focuses on the development of a new tripodal polyamine conjugated to triphenylamine
(TPA), specifically designed to interact with the G-quadruplex structures of DNA. The work is
framed within the Sustainable Development Goals of the 2030 agenda, underlining the importance
of medicinal chemistry in progress towards improved global health. The study ranges from the
synthesis and characterization of the polyamine to the evaluation of its interaction with
G-quadruplex structures through the use of analytical techniques and biological studies.
Potentiometric and photochemical methods have been used to characterize and determine the
acid-base behavior of the ligand. In addition, aggregation and interaction studies with transition
metals have been carried out to even better understand the behavior of the polyamine in different
contexts, which together with biological studies, including cell viability assays, have allowed us to
determine the effectiveness of the polyamine in the tumor area.

In this way, this study represents a step forward in biotechnology applied to medicinal chemistry,
providing new routes for the development of cancer therapies, consolidating itself as a solid basis
for future research that leads to the design of more efficient and safe drugs. focused on
G-quadruplexes and their therapeutic role.

Keywords: G-quadruplex; antitumor therapy; Tripodal polyamine, gene regulation, supramolecular
chemistry.
Maria Navarro Hernandez

Valencia, June 2024
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Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030 al Trabajo
final de grado

A. Indicar el grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS).
Alto Medio Bajo No procede

ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X

ODS 4. Educacioén de calidad X

ODS 5. Igualdad de género X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento X

econémico

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras X

ODS 10. Reduccién de las desigualdades X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles X
ODS 12. Produccion y consumo responsables X

ODS 13. Accion por el clima X
ODS 14. Vida submarina X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sdlidas X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

B. Describir brevemente la alineacion del TFG con los ODS, marcados en la tabla anterior,

con un grado alto.

Mi trabajo final de grado presenta una relacion notable con varios de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible, de los cuales considero que los que se ven mas influenciados son el ODS 3 (Salud y
Bienestar), ODS 9 (Industria, innovaciéon e infraestructuras) y ODS 17 (Alianzas para lograr
objetivos).

Mi trabajo esta directamente relacionado con el objetivo ODS 3, ya que se centra en el desarrollo
de una molécula con potencial terapéutico contra el cancer. Este ODS busca garantizar una vida
sana y bienestar en las personas, por lo que mi investigaciéon podria tener impacto en la mejora de
los tratamientos contra el cancer al abrir el camino para explotar una diana biomolecular nueva y,

por ende, en la salud y bienestar de todos.



Ademas, mi trabajo también se relaciona con la industria, innovacion e infraestructuras (ODS 9), ya
que el uso de técnicas avanzadas de quimica supramolecular, asi como técnicas espectroscopicas
avanzadas para el estudio de la interaccion con formas no canoénicas de ADN podria tener

implicacion en la innovacion farmacéutica.

Por ultimo, aunque no menos importante, también se podria vincular con el ODS 17, ya que si
consideramos el esfuerzo conjunto que se requiere para el desarrollo y la aplicacion clinica de un
nuevo farmaco, es necesario establecer alianzas y colaboraciones interdisciplinares para lograr los

objetivos planteados.

En definitiva, mi trabajo presenta una relacion alta con los ODS 3, 9 y 17, ya que contribuye de
manera significativa con la mejora de la salud y el bienestar, fomenta la innovacion en la industria
y promueve la colaboracion y establecimiento de asociaciones para alcanzar los objetivos

esperados.



1. INTRODUCCION
1.1. Quimica supramolecular y medicina
1.1.1. Contexto historico

Desde el comienzo de la civilizacion, ha habido una gran preocupaciéon por comprender y
manipular las transformaciones de los elementos en la naturaleza. Entre los mayores esfuerzos
realizados en esta busqueda figuran los destinados a la domesticacion del fuego y la conversion de
metales comunes en oro. Este ltimo avance fue el principal objetivo de los alquimistas,
convirtiendo a la alquimia en pionera de la metalurgia.

Culturas milenarias como la china, la hindl y la mediterranea, utilizaron plantas y minerales con
fines curativos, mientras que los griegos reconocieron el uso de ciertos minerales como
terapéuticos (Lemke et al., 2012). Tras siglos de historia, en los que la alquimia se dividié en dos
corrientes distintas, una dedicada a la transmutacién de metales y otra a la curacion, la alquimia se
orientd finalmente hacia la curacion de enfermedades, allanado el camino a la quimica medicinal y
por ende, a la quimica moderna. Gracias a los logros obtenidos a lo largo del siglo XIX en la
sintesis de determinados compuestos, asi como el aislamiento de alcaloides en plantas medicinales,
se produjo un gran desarrollo en la industria farmacéutica, siendo el siglo XX testigo de una era de
crecimiento exponencial en la produccion de farmacos (Asimov, 2007).

Historicamente, los farmacos se han obtenido a partir de fuentes naturales; de hecho, un caso
emblematico que tuvo lugar en la Grecia clasica fue el uso de la corteza de sauce, conocida por
aliviar los dolores de cabeza, que inspird la creacion de la aspirina hacia finales del siglo XIX
(Smith, 2005). Sin embargo, aunque los productos naturales constituyen el 50% de farmacos
descubiertos entre 1981 y 2002 (Newman et al., 2003), sus limitaciones han llevado a la industria a
centrarse en la quimica combinatoria, para generar colecciones de compuestos sintéticos con mayor
potencial (Smith, 2005).

1.1.2. Enfoque supramolecular de la quimica medicinal

La quimica supramolecular, una disciplina destacada segin Jean-Marie Lehn, se enfoca en el
estudio de entidades quimicas mas complejas que las moléculas simples, y que permanecen unidas
mediante fuerzas intermoleculares. Este campo juega un papel primordial en la optimizacion del
descubrimiento de medicamentos, permitiendo el desarrollo y andlisis de estructuras quimicas mas
avanzadas. Como es notorio, la mayoria de interacciones clave en los sistemas biologicos son de
tipo supramolecular, y no covalente, por lo que tienen naturaleza supramolecular (Chapman &
Sherman, 1997). Es mas, la interaccion de cualquier medicamento con el organismo en algtn nivel
sera de este tipo (Garcia-Espafia et al, 2012). Es evidente, por tanto, que la quimica
supramolecular tiene mucho que contribuir al avance de la quimica médica.

Por otro lado, la medicina es un campo apasionante para explorar las aplicaciones de la quimica.
De hecho la quimica supramolecular ha revolucionado nuestra perspectiva sobre los mecanismos
de las enfermedades y sus aproximaciones terapéuticas. Por lo que, tanto la quimica medicinal
como la supramolecular han expandido sus horizontes, influenciandose y beneficiandose
mutuamente.
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Por ello, descubrir las interrelaciones entre la quimica y la medicina puede ser un estimulo para
demostrar lo importante y relevante que es estudiar quimica a un nivel mas profundo y avanzado,
mostrando cémo el conocimiento de la quimica tiene aplicaciones significativas en la medicina
(Smith, 2005).

1.2. Aplicaciones biomédicas de las poliaminas

El cancer continta siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial. De acuerdo con
datos recientes, en 2020 se registraron unos 19,3 millones de nuevos casos de céancer y
aproximadamente 10 millones de personas murieron a causa de esta enfermedad. Factores como el
envejecimiento, la contaminacion ambiental, y la prevalencia de ciertos estilos de vida, entre otros
riesgos, sugieren que la incidencia del cancer podria incrementarse en los proximos 20 afios. Por lo
tanto, se necesita desarrollar con urgencia intervenciones médicas efectivas para disminuir la
mortalidad por cancer (Fan et al., 2023).

Durante las tltimas cuatro décadas, se han conseguido progresos notables en la compresion de las
bases moleculares del cancer. Se ha reconocido que esta enfermedad neoplasica surge de
alteraciones genéticas que afectan a la proliferacion, diferenciacion, metéastasis y senescencia
celular. Asimismo, estas modificaciones genéticas tienen origenes distintos y pueden causar una
pérdida o ganancia de la funcidn genética. La carcinogénesis, por su parte, se caracteriza por ser un
proceso multifacético que provoca anomalias cromosdmicas y mutaciones en distintos genes,
favoreciendo un crecimiento selectivo y colaborativo de las células cancerigenas, lo cual resulta en
una desregulacion del crecimiento celular en varios niveles (Fearon & Vogelstein, 1990).

El descubrimiento de la presencia ubicua a nivel celular de compuestos de masa molecular discreta
capaces de unirse y estabilizar un gran nimero de aniones celulares, como el ADN de doble
cadena, ha constituido un foco de gran interés para la investigacién biomédica. Estas moléculas,
las poliaminas, debido a su naturaleza policationica, pueden interaccionar -electrostaticamente- con
macromoléculas con carga negativa, desempenando un papel esencial en la supervivencia y
proliferacion celular (Paz et al., 2011).

Uno de los primeros hallazgos fue que las poliaminas pueden estabilizar el ADN bicatenario ya que
pueden interaccionar con sus grupos fosfato, cargados negativamente. Ademas, las poliaminas son
capaces de insertarse en los surcos mayor y menor del ADN y participar en interacciones multisitio
dependiendo del contexto i6nico, como las concentraciones o tipo de iones que se encuentran en el
medio que rodea al ADN vy a las poliaminas (Thomas & Thomas, 2001). Sin embargo, la regulacion
de la concentracion celular de las poliaminas y de su actividad es crucial, estando controlada por
una compleja red de rutas metabdlicas. Se ha demostrado que cambios en sus concentraciones y
anomalias en su metabolismo, pueden ocasionar dafios en el ADN, lo cual estd intimamente
relacionado con la desregulacion de oncogenes y la progresion del cancer (Xuan et al., 2023).

Por todos estos motivos, la investigacion del papel bioldgico de las poliaminas, ha sido objeto de
gran interés en quimica biomédica. Como resultado de este trabajo continuado, se ha descubierto el
papel que tienen algunas poliaminas, tanto biogénicas como sintéticas, en aspectos como actividad
antiparasitaria, desarrollo de miméticos enzimaticos, agentes de transferencia genética y
antitumorales. Algunos de estos compuestos se encuentran ya en fases avanzadas de pruebas
clinicas (Woster & Casero, 2012).



1.3. ADN G-cuédruplex (ADN G4)

Los G-quadruplex son estructuras de orden superior que se forman en regiones del ADN o ARN
ricas en guanina que tienen una gran importancia en quimica médica, ya que su formacion inhibe
que el complejo de telomerasa mantenga la longitud de los teldmeros en las células cancerosas.
Este tipo estructural ya se conocia con anterioridad al descubrimiento de la doble hélice, ya que el
acido guanilico se organiza formando geles (Bryan & Baumann, 2011). Por lo que, gracias a sus
propiedades tnicas y a su papel en diversos procesos bioldgicos, estas estructuras se convierten en
posibles dianas para tratamientos médicos (Neidle, 2009).

1.3.1. Configuracion estructural

El ADN G4 se forma al apilarse dos o mas tétradas de guanina. Estas tétradas se forman cuando
cuatro moléculas de guanina se unen en una configuracion cuadrada plana, y se caracterizan por
estar conectadas por un tipo especial de enlace de hidrogeno, llamado Hoogsteen, como se muestra
en la Figura 1.1. Por lo que, estas tétradas se apilan unas sobres otras a través de interacciones 7t-m,
creando lo que se conoce como estructura G-cuadruplex. Asimismo, la estructura se estabiliza atun
mas por la presencia de cationes como el potasio (K*) o el sodio (Na*) en su canal central,
originando interacciones electrostaticas con el oxigeno del grupo carbonilo de las guaninas (Burge
et al., 20006).
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Figura 1.1. (a) Distribucion de las bases de guanina en la tétrada G, junto con un ion metalico situado en el
centro. Adaptado de Burge et al., (2006). (b) Vista superior de una estructura cuaddruple compuesta por

tétradas G, con dG (en verde), dT (en azul) y con el canal central de iones K (en morado).

Se pueden formar distintas estructuras G4 en funcion de los cationes monovalentes que interactuan
con ella. Las estructuras que incluyen K* son las mas relevantes biolégicamente, ya que hay una
mayor cantidad de este ion dentro de las células (140 mM), a diferencia del Na®, cuya
concentracion intracelular se encuentra en torno a 5-15 mM. Asimismo, la posicion de los distintos
cationes en las tétradas varia, ya que el Na* al ser més pequefio, puede ubicarse en una posicion
intermedia (entre dos tétradas) o alineado con las bases de guanina, siendo ésta tltima la mas
comun. En cambio, el K* se localiza siempre a la misma distancia entre las tétradas interaccionando
de esta forma con ocho grupos carbonilo (Bhattacharyya et al., 2016).

A su vez, los G-cuadruplex pueden ser intramoleculares o intermoleculares, en funcion de si estan
formados por una o mas cadenas; y segun su direccionalidad, puede ser paralelos (todas las hebras
en la misma direccion), antiparalelos (dos hebras en paralelo y otras dos en direccion opuesta) o
hibridos (tres hebras en la misma direccion). Ademas, las estructuras del G4 no se caracterizan
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Unicamente por su secuencia nucleotidica, sino que también estan influenciadas por elementos
externos como los cationes, la temperatura y otras biomoléculas (Haeusler et al., 2014).

Dado que los cuadruplex son estructuras tridimensionales complejas y presentan una diversidad
que permite su exploracion mediante métodos de disefio estructural, se han considerado como
dianas potenciales para el desarrollo de farmacos (Neidle, 2009). De hecho, recientemente la
Food&Druf Agency (FDA) acaba de aprobar el primer inhibidor de la telomerasa.

Este farmaco, basado en oligonucleotidos, esta dirigido a adultos con sindromes mielodisplasicos
(MDS) de riesgo bajo a intermedio con anemia dependiente de transfusiones que no responden a
los agentes estimulantes de la eritropoyesis (AEE) (Mullard, 2024). Este avance, no solo abre una
nueva via terapéutica para los sindromes mielodisplasicos, sino que también propulsa futuras
investigaciones para disefiar farmacos focalizados en esta enzima.

1.3.2. Papel biologico

G4s en la replicacion del ADN

Los G4s actuan de manera dual en la replicacion del ADN: por un lado, facilitan la uniéon de
proteinas iniciadoras, y por otro, restringen a las polimerasas. En el genoma, muchos de los
origenes de la replicacion se producen en areas con alta concentracion de guaninas, capaces de
formar estructuras G4 (Prioleau, 2017). Estas regiones, conocidas como Elementos Repetidos de
Origen ricos en Guanina (OGRE), estan cerca de los sitios de inicio de replicacion y su eliminacion
disminuye la replicacion en células de ratdon. Sin embargo, la estabilizacion de los G4s puede crear
nuevos puntos de inicio (Prorok etal.,, 2019). Se cree que los G4s reclutan los factores de
iniciacion, como las proteinas RIF1 (proteina reguladora del tiempo de replicaciéon) y MTBP
(proteina implicada en el origen de la replicacion). Durante la replicacion, la enzima helicasa
separa las hebras de ADN, permitiendo la formacion de estructuras G-cuaddruplex en la hebra
retardada, las cuales se desenrollan para avanzar y completar la replicacion del ADN (Teng et al.,
2021). Ademas, se ha identificado que la ausencia de las helicasas especificas en desenrollar los
G4s, como FANCJ (Bosch et al., 2014), BLM (Drosopoulos et al., 2015), WRN (Aggarwal et al.,
2011), PIF1 (Kocak et al., 2019) y DDX11 (Van Schie et al., 2020), es la causa del bloqueo de la
replicacion.

G4s en la transcripcidon del ADN

Debido a la evidencia directa de la presencia de los G4s en zonas promotoras de genes,
especialmente en oncogenes como c-MYC, BCL2, KRAS y ¢-KIT (Huppert & Balasubramanian,
2007), se cree que éstas estructuras pueden influir en la transcripcion, al aliviar o incrementar la
tension que se origina durante la apertura del ADN (Sun & Hurley, 2009). El efecto de los
G-cuadruplex en este proceso varia segun la orientacion de la hebra molde o complementaria, asi
como de su posicion respecto al inicio de la transcripcion. En la hebra molde, los G4s pueden
obstruir la transcripcién, mientras que, en la complementaria, pueden favorecerla, estabilizando
ciertas estructuras hibridas como consecuencia de la apertura del ADN. Sin embargo, una
exacerbada estabilizacion de estas estructuras hibridas, puede generar roturas en el ADN y
aumentar la inestabilidad genomica (De Magis et al., 2018).



G4s vy los teldbmeros

Los telomeros son secuencias de ADN no codificante situadas en los extremos cromosomicos,
esenciales para la estabilidad genética, ya que tienen como funciéon mantener la integridad de los
cromosomas y proteger sus extremos contra la degradacion enzimatica (Blackburn, 1991).

Fue Hermann Muller quién primero identifico el ADN telomérico (Boukamp & Mirancea, 2006), el
cual estd compuesto por repeticiones de nucledtidos ricos en guanina d(TTAGGG)n y adopta una
estructura de duplex que termina en forma de cadena simple en el extremo 3’(O’Sullivan &
Karlseder, 2010), vulnerable al dafio por las enzimas exonucleasas (Zakian, 2012). Para prevenir
este ataque, el extremo 3’ forma un bucle, denominado “bucle-T” y se une a proteinas como TRF1,
TRF2, TPP1, TIN2, POT1 y RAPI, conformando un complejo proteico denominado telosoma, que
preserva la estabilidad de los telomeros (De Lange, 2004).

Sin embargo, con cada division celular, los telémeros se acortan debido a la incapacidad de la
ADN polimerasa para replicar completamente el extremo 5° de la hebra rezagada, lo que resulta en
un fragmento monocatenario 3’ en la hebra original de los telomeros (Huffman et al., 2000). Este
acortamiento progresivo puede llevar a la célula a un estado de senescencia o apoptosis si los
telomeros se vuelven demasiado cortos para formar los bucles-T (Counter et al., 1992).

Ademas, la longitud de los telomeros también sirve como biomarcador de envejecimiento y se ha
vinculado con enfermedades como el cancer (Cleal et al.,, 2018), afecciones cardiovasculares
(Fyhrquist et al., 2013) y neurodegenerativas como el Alzhéimer (Panossian, 2003). Asimismo,
estilos de vida nocivos pueden acelerar el acortamiento telomérico, aumentando el riesgo de estas
enfermedades (Blackburn et al., 2015). Por ello, hay un creciente interés en disefiar estrategias para
preservar la longitud de los telémeros, y empresas como Lifelength (LifeLength, 2010), o
Teloyears (Teloyears, 2010) ofrecen servicios para medir su longitud y estimar la edad biologica.
Sin embargo, el acortamiento de los telémeros si que tiene solucidon natural, mediado por una
riboproteina denominada telomerasa. Esta afiade secuencias de ADN al final de los telémeros,
utilizando un molde de ARN, manteniendo su longitud adecuada (Bianchi & Shore, 2008).
Ademas, la actividad de la telomerasa varia segun el tipo celular; es significativa en las células
embrionarias y tejidos renovables, pero es limitada en células somadticas (Greider, 2016).
Curiosamente, la telomerasa estd sobreexpresada en células tumorales, lo que contribuye a un
crecimiento descontrolado de los tumores. Esto convierte a la telomerasa en una potencial diana
para terapias contra el cancer, redirigiendo el disefio de farmacos a esta enzima. Un ejemplo de esto
es el inhibidor de telomerasa aprobado por la FDA para tratar el sindrome mielodisplasico
(Mullard, 2024).

1.3.3. G4 como dianas terapéuticas

En la actualidad, la investigacion se enfoca en la creacion de moléculas con capacidad de unirse
especificamente a las estructuras G4s del ADN, en busca de una mayor selectividad y afinidad. Sin
embargo, para poder disefiar buenos ligandos de G4s es crucial comprender las dinamicas de estas
interacciones.

Las fuerzas no covalentes son fundamentales para el reconocimiento de las estructuras G4s, lo que
hace que este tipo de interacciones se situen claramente en el ambito de la quimica supramolecular
introducida previamente en el apartado 1.1.2. Un complejo supramolecular se forma cuando dos o
mas componentes se unen sin la necesidad de formar enlaces covalentes (Alassia, 2024). Para
clarificar este concepto, Paul Ehrlich nombr6 al componente mas grande como el “receptor” y al



resto como “sustratos” (Maehle, 2009). Cuando la interaccion entre receptor y sustrato es selectiva,
se habla de reconocimiento molecular. Sin embargo, Daniel Koshland demostrd que la enzima y el
sustrato interactian de manera dinamica, lo que significa que la enzima puede cambiar ligeramente
su conformacion para acomodar el sustrato y llevar a cabo la reaccion quimica (Koshland, 1958).
Por lo que, el reconocimiento molecular estd influenciado por interacciones supramoleculares, que
son fundamentales para procesos bioldgicos como la replicacion y expresion del ADN.

En la Tabla 1.1, se recopilan las principales interacciones supramoleculares con su energia de
disociacion en comparacion con el enlace covalente. Se puede observar que las interacciones
supramoleculares son, en general, menos fuertes que el enlace covalente, pero el sumatorio de todas
estas fuerzas garantiza que el reconocimiento entre receptor y sustrato sea especifico (Gale &
Steed, 2012).

Tabla 1.1. Estimacion de energia de disociacion para diferentes tipos de interacciones supramoleculares en
relacion con el enlace covalente.

Tipo de interaccion Energia de disociacion (kJ/mol)
Enlace covalente 400-100
I6n-dipolo 200-50
Enlace de hidrégeno 120-4
Cation-n 80-5
Enlace de hal6égeno 50-10
Anion-nt 50-5
Dipolo-dipolo 50-5
Apilamiento n-1t 50-2
Van der Waals <5

1.4. LIGANDOS-G4

Recientemente, se ha identificado una nueva estrategia para la lucha contra el cancer: el uso de
ligandos que interactuen selectivamente con las estructuras G4s. Debido a que la telomerasa se
expresa altamente en muchos tipos de células tumorales, los G4s teloméricos se han considerado
como una diana terapéutica potencial, ya que aquellos ligandos que se unen y estabilizan el G4,
podria inhibir la telomerasa, impidiendo asi la proliferacion de las células tumorales (Oh et al.,
2020).

Los extremos de los telomeros humanos, que comprenden de unos 100 a 200 nucleodtidos, suelen
ser de cadena simple, por lo que, en principio, el ADN telomérico podria plegarse ficilmente en
estructuras cuadruplex de ADN de manera intramolecular. Se cree que una molécula de ligando
puede inducir a que el ADN telomérico monocatenario se pliegue en una estructura cuadruplex.
Dicha estructura es conocida por interferir con la accion de la telomerasa. Por lo que, la formacion
de un complejo cuadruplex-ligando en los telomeros actiia de manera similar a como lo haria el
ADN dafiado, desencadenando una respuesta celular al dafio del ADN, que resulta letal para las
células cancerosas que dependen de la telomerasa para su supervivencia (Neidle, 2009).



1.4.1. Poliaminas tripodales

Como se ha comentado previamente, las poliaminas, que son pequefias moléculas catiénicas que
contienen dos 0 mas grupos amino en su estructura, desempefian un papel crucial en el crecimiento
y desarrollo de las células eucariotas. Su estructura flexible y carga positiva les permite interactuar
con una variedad de receptores anionicos a nivel celular, como el ADN, ARN, proteinas y
fosfolipidos. Esta capacidad de unidon explica por qué las poliaminas libres se mantienen a una
concentracion baja en el entorno fisiolégico (Medina et al., 2005), dejando huella del importante rol
que desempeian en diversos procesos biologicos, como la compactaciéon y duplicacion del ADN, la
modulacion de la expresion génica, y la preservacion de la dindmica y estabilidad molecular de las
membranas celulares (Miller-Fleming et al., 2015).

Estas moléculas pueden adoptar formas especializadas, que son ampliamente utilizadas en el
ambito de la quimica supramolecular y de coordinacion, conocidas como poliaminas tripodales.
Las poliaminas tripodales, que contienen un 4&tomo de nitrogeno terciario y un grupo amino en cada
brazo, son esenciales para el desarrollo de receptores de cationes metalicos y aniones. Su estructura
coincide topoldgicamente con aniones de simetria similar, haciendo de la poliamina tris
(2-aminoetil)amina (tren) una base ideal para la creacion de sensores fluorescentes. En este
contexto, un articulo de Garcia Espaiia et al. informé sobre la preparacion de dos quimiosensores
BODIPY-tren Cu **, basados en esta poliamina, destacando su aplicacion innovadora en la
deteccion de metales (Verdejo et al., 2021).

Ademads de su importancia en quimica supramolecular, las poliaminas también destacan por sus
cualidades tUnicas, que las hacen especialmente adecuadas para su uso en el sector biomédico. Estas
propiedades, entre las que se incluyen su versatilidad sintética, su naturaleza basica y una absorcion
celular eficiente, las convierten en candidatas perfectas para el desarrollo de compuestos que
interactiien de manera selectiva con una topologia particular del ADN, como el G-cuadruplex.

1.4.2. Trifenilamina (TPA)

La trifenilamina es una unidad estructural, que se distingue por sus cualidades como dador de
electrones y su aplicacion en tecnologias luminiscentes, incluyendo el desarrollo de materiales
fotoeléctricos y sensores fluorescentes (Bochman et al., 2012).

El TPA exhibe una conformacion helicoidal no plana, debido a las repulsiones entre los hidrogenos
de sus anillos aromaticos y la conjugacion m (Pont et al., 2018). Esta movilidad se debe a la
rotacion de los anillos fenilo alrededor del grupo amino central (Mandal et al., 2012). Ademas, el
TPA se caracteriza por ser un andamio estructural util para la sintesis de derivados mono, bi o
trifuncionalizados, por lo que es posible crear ligandos con un nucleo central con caracteristicas
luminiscentes, cuyas propiedades dependen de las cadenas laterales seleccionadas.

El interés por la estructura de TPA surge de la similitud de sus caracteristicas estructurales con las
de otros posibles ligandos G4. Esta disposicion se mantiene bajo un control riguroso de dos fuerzas
contrapuestas: la conjugacion n-aromatico en los anillos fenilo y la repulsion estérica de los atomos
de hidrogeno situados en los anillos internos (Pont et al., 2018).

Gracias a numerosas investigaciones realizadas en estos ultimos afios por Pont etal., se ha
demostrado que la combinaciéon de ambas caracteristicas moleculares (poliamina y TPA) en los
ligandos G4 muestran una afinidad notable por el G4 con una selectividad moderada sobre el ADN



bicatenario. Por tanto, de entre todas las opciones que existen para disefiar ligandos-G4, hemos
optado por elegir la trifenilamina (TPA) y una amina tripodal (tren) como los principales motivos
estructurales. Como se muestra en la Figura 1.2, el TPA actia como nucleo central de este
complejo, mientras que el tren constituye la cadena lateral.

Figura 1.2. Conformacion espacial del ligando sintetizado en su forma totalmente protonada, resultado,
resultado de la combinacion entre TPA (nucleo central) y tren (cadena lateral).

2. OBJETIVOS

Recientemente, el disefio de ligandos selectivos para G-cuddruplex ha generado un creciente interés
por su rol en una gran variedad de procesos biologicos fundamentales, tales como la replicacion, la
expresion génica y la sintesis de proteinas, ademas de su influencia en la estabilidad genomica.

La existencia de secuencias con potencial de formar G4s en los extremos de los cromosomas y su
relacion con distintas patologias, como el cancer, los ha posicionado como potenciales dianas
terapéuticas debido a efectividad para bloquear la actividad de la telomerasa. Por tanto, el ADN G4
es un importante objetivo para los farmacos antitumorales. En consecuencia, la meta de esta
investigacion es el disefo, desarrollo y analisis de un ligando basado en la conjugacion del TPA
con una poliamina tripodal, orientados a interactuar con las estructuras G4.

Los objetivos propuestos para este trabajo final de grados se describen a continuacion, organizados
en objetivos generales (OG) y en objetivos especificos (OE).

OG.1. Diseiio, sintesis y caracterizacion de una nueva molécula poliaminica con posibles
aplicaciones biomédicas.

OE. 1.1. Se avanzara en las rutas sintéticas ya establecidas en el Grupo de Quimica
Supramolecular de la Universidad de Valencia, para la obtencién de un nuevo ligando poliaminicos
derivado del TPA funcionalizado con la amina tripodal, tris(2-aminoetil)amina.

OE. 1.2. Estudio de interaccion con el ADN para explorar la capacidad del compuesto para
estabilizar de manera selectiva el ADN G4, para ello, se hard uso de ensayos in vitro, mediante
desnaturalizacion térmica (FRET-melting) e in silico, mediante calculos de dinamica molecular
(DM).

OE. 1.3. Evaluacion de citotoxicidad del ligando para probar su actividad bioldgica en una
linea celular y determinar su eficacia como potencial agente antitumoral.



0G.2. Caracterizacion de las propiedades quimicas y fotofisicas del compuesto sintetizado.

OE. 2.1. Evaluacién del comportamiento acido-base mediante medidas potenciométricas.
Debido a que las poliaminas poseen varios grupos susceptibles de ser protonados, se determinaran
las constantes de equilibrio 4&cido-base y posteriormente se construiran los diagramas de
distribucidon de especies, con el fin de determinar las especies predominantes y el grado de
protonacion en el intervalo de pH de estudio.

OE. 2.2. Determinacion de las propiedades fotofisicas, como la transferencia de electrones
fotoinducida (PET) mediante técnicas espectroscopicas.

OE. 2.3. Estudio del comportamiento molecular del ligando en soluciéon mediante la
combinacion de técnicas de dispersion de luz dinamica (DLS), técnicas espectroscopicas y RMN.

OE. 2.4. Estudio de la capacidad coordinante del ligando frente a diferentes metales de
transicion y postransicion mediante espectroscopias de fluorescencia.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Metodologia general
3.1.1. Reactivos y disolventes para la Sintesis

Los reactivos tris(2-aminoetil)amina (tren) (4097-89-6) (Fisher Scientific, s. f.) al 97% de pureza,
4-(difenilamino)benzaldehido (monoaldehido de TPA) (4181-05-9) (Fisher Scientific, s. f.) al 98%
de pureza y el borohidruro de sodio (NaBH,) (356531-67-4) (Fisher Scientific, s. f.) también al
97% de pureza asi como el sulfato de sodio (Na,SO,) (7757-82-6) (Fisher Scientific, s. f.) fueron
adquiridos comercialmente de Sigma Aldrich y Acros Organics. Por otro lado, los disolventes
empleados (etanol, metanol, diclorometano, acetona, diclorometano, dietil éter), provenian de las
casas comerciales Fisher Scientific, VWR Chemicals y Scharlau Chemie, con una pureza minima
de un 99,8 %. El agua utilizada fue ultrapura Milli-Q y algunos de los disolventes fueron secados
mediante tamices moleculares de deshidratacion (4 A).

3.1.2. Analisis elemental

Los analisis de los elementos carbono (C), hidrogeno (H) y nitrégeno (N) fueron realizados por el
Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental (SCSIE) de la Universidad de
Valencia. Para ellos, se emple6 el equipo FlashSmart de ThermoFischer, y los analisis se realizaron
por duplicado, donde los valores finales corresponden con el promedio de las dos mediciones, para
garantizar la precision de los resultados.

3.1.3. Espectrometria de masas
Los analisis fueron realizados igualmente por el Servicio Central de Soporte a la Investigacion

Experimental (SCSIE) de la Universidad de Valencia empleando un espectrofotdémetro de masas
TOF-MS de alta resolucion mediante ionizacion por electrospray.



3.1.4. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Para el andlisis de las muestras, se empleé como disolvente el agua deuterada (D,0). El ensayo se
llevd a cabo en el SCSIE de la Universidad de Valencia, utilizando el equipo Bruker Advance
DPX300 a una frecuencia de 300 mHz. Se obtuvieron los espectros de 'H y "C
(monodimensional), asi como los espectros bidimensionales homonucleares COSY 'y
heteronucleares HSQC.

3.1.5. Potenciometria
Fundamento tedrico

Para definir las constantes de estabilidad que corresponden a un equilibrio quimico en disolucion,
resulta esencial medir la concentracion de al menos uno de los reactivos involucrados, como los
iones hidrogeno (H"). Mediante técnicas potenciométricas, es posible registrar el potencial eléctrico
(E) de la disolucidn, tras la adicion de un valorante. Asimismo, aplicando la ecuacion de Nernst,
se puede determinar la concentracion de protones. Finalmente, para determinar las constantes de
equilibrio se pueden correlacionar los datos obtenidos con un modelo matematico adecuado basado
en los balances de masas y de carga de las especies presentes en el equilibrio.

Un equilibrio 4cido-base responde a la siguiente ecuacion:
H + LeH' L (Ecuacion 1)

La constante de equilibrio termodinamico, K, se puede expresar como el coeficiente de actividades
termodinamicas entre reactivos y productos, en términos del coeficiente de actividad (y) y la
concentracion de especies en equilibrio (Pont Niclos, 2019):

[H'L]  _yH'L
HT[L]  yH +y

K = - (Ecuacion 2)

Teniendo en cuenta que las condiciones de trabajo son a temperatura constante y medio acuoso con
una alta concentracion ionica, 0.15 M NacCl, en términos practicos, los coeficientes de actividad son
constantes, lo que conlleva a la siguiente expresion de la constante de equilibrio (Pont Niclos,
2019):

N
= & (Ecuacion 3)
[H'][L]
Finalmente, la relacion entre K y el potencial de la solucion (E) viene dada por la ecuacion de

Nernst. El potencial de la solucion depende de aquellas especies para las cuales el electrodo es
sensible, que es [H'] (Gil Martinez, 2023).

E = Eo +—1 In[H"] (Ecuacién 4)

Se mide potenciométricamente y de forma periddica (tres veces antes de realizar el experimento),
mediante la valoracion de soluciones de concentracion conocida de un acido con una base fuerte.
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Por tanto, para determinar [H'] aplicando la ecuacion de Nernst, es esencial estimar anteriormente

el potencial estandar E,el potencial de union liquida (E;) y el potencial de asimetria (E,,) (Gil
Martinez, 2023).

E' = E+E +E _ (Ecuacion5)
j asim

Sistema Potenciométrico

En el laboratorio en el que se ha realizado este TFG, del grupo de Quimica Supramolecular de la
Universidad de Valencia, se hicieron las medidas potenciométricas empleando un potenciometro
automatico Metrohm 905, representado en la Figura 3.1. Este dispositivo consta de dos celdas: una
para el analisis y otra que sirve como referencia. Ambas estdn unidas por un puente salino del tipo
Wilhelm con una disolucién de NaCl 0.5 M. En este caso, el electrodo de medida es de vidrio
Metrohm y se introduce en la muestra para medir el potencial eléctrico. En cambio, el electrodo de
referencia es de Ag/AgCl inmerso en KCl 3M Metrohm, lo que asegura una referencia estable. Se
emplea también una bureta automatica Metrohm 800 Dosino para agregar con precision el
valorante y un agitador magnético Metrohm 801 Stirrer para mantener la soluciéon homogénea.
Todo este proceso estd controlado por un sistema informatico, con un ordenador Intel Core 13-201 y
el software Metrohm Tiamo 2.3. Las condiciones experimentales incluyen temperatura de 298.1 K,
atmosfera de argon para evitar reacciones no deseadas y una fuerza idnica de NaCl 0.15 M. Las
medidas se hacen con agitacion ininterrumpida.

pHmetro | |
10 o0

1 2 3 4 5 6

Figura 3.1: Esquema de potencidometro. 1: Sistema Informético, 2: NaOH 0.1M, 3: Bureta automatica, 4:
Entrada argén 5: Celda de medida, 6: Celda de referencia, 7: Electrodo de medida, 8: Electrodo de referencia,
9: Puente salino Wilhelm, 10: pH-metro

Pr imien Analisi

El procedimiento se inicia con la calibracion de los electrodos para obtener el potencial estandar,
mediante el método de Gran (Rossotti & Rossotti, 1965). De esta forma nos aseguramos poder
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obtener mejores resultados ya que este se basa en multiples adiciones estandar (Budeti¢ et al.,
2022).

Este proceso se lleva a cabo mediante la titulacion de un acido fuerte (0,1M de HCI) con una base
fuerte (0.1 M de NaOH). Asimismo, el programa esta capacitado para poder calcular otros
parametros, como el producto i6nico del agua (pKw), la concentracién precisa del valorante y su
nivel de carbonatacion, que no debe sobrepasar el 1%. Para imitar las condiciones fisiologicas lo
mejor posible, se emplea NaCl 0.15 M como fuerza ionica.

Una vez calibrados los electrodos, se disuelve el ligando en la fuerza idnica escogida, y se titula
con el valorante, de concentracion conocida.

El conjunto de datos se analiza con el programa HYPERQUAD (Gans et al., 1996) y una vez
establecido el modelo de equilibrio inicial, el software aplica un algoritmo iterativo para ajustar los
datos que hemos obtenido al modelo propuesto, permitiendo asi determinar las constantes de
equilibrio. Posteriormente, se ilustra el diagrama de distribucion de especies en funcion del pH
utilizando el programa HySS. Es importante mencionar que se llevaron a cabo dos valoraciones en
NaCl 0.15 M del ligando, para asegurar la reproducibilidad de los datos y la precision del modelo.

3.1.6. Espectroscopia UV-Vis y fluorescencia

En el laboratorio de Quimica Supramolecular de la Universidad de Valencia, se utilizaron los
espectrofotometros de UV-Vis Agilent 8453 y Agilent Cary 100 para el registro de los espectros de
UV-Vis, y para el registro de los espectros de emision de fluorescencia se utilizo el sistema de
fluorescencia modular PTI. Para asegurar la estabilidad térmica, las mediciones se efectuaron bajo
condiciones de temperatura regulada, en disoluciones mantenidas a 298 K, utilizando cubetas de
cuarzo de 1 mL con una longitud de camino optico de 1 cm.

Procedimiento experimental

A partir de una disolucion madre 1 mM del ligando, se prepararon 10 mL de disoluciéon de
concentracion 40 uM , dispensando 9,6 mL de NaCl 0,15 M y 400 puL. de TPA-tren 1mM. Para
realizar un barrido de pHs, desde acido hasta basicos, se utilizd6 un pHmetro Metrohm 713,
ajustando el pH con disoluciones de HCl y de NaOH concentradas y diluidas, segiin fuese
necesario, con la finalidad de ir variando el pH. De esta manera, se procedié a registrar los
espectros de absorcion y emision de fluorescencia en intervalos de 0.2-0.3 unidades de pH, con
tiempos de incubacion de media hora entre cada medida.

Aunque los anélisis por resonancia magnética nuclear (RMN) indicaban que el compuesto en
estudio presentaba una estabilidad inicial adecuada. Sin embargo, para investigar mas fondo la
estabilidad del compuesto y llevar a cabo estudios de agregacion, se registro la emision de
fluorescencia a 365 nm con el tiempo utilizando dimetilformamida (DMF) y agua en diferentes
proporciones.
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3.1.7. Estudios de Interaccion con metales de transicion y metales postransicion
Fundamento tedrico

Los metales se han caracterizado por desempefiar un papel esencial en el desarrollo de la quimica
supramolecular. De hecho, la convergencia entre la quimica supramolecular y la quimica de
coordinacion surge debido a la percepcion de que ambas disciplinas podian ofrecer una ayuda
sinérgica en la comprension de los procesos bioldgicos. En efecto, una de las estrategias
alternativas para reforzar la union a los acidos nucleicos incluye la conjugacion de complejos
metalicos con poliaminas.

Las poliaminas, gracias a sus multiples grupos amino, tienen una alta capacidad coordinante con
metales de transicion como Cu?'y de postransicion como el Zn** . Esta capacidad es fundamental
en la quimica de coordinacion, ya que permite la formacion de complejos estables con estos iones
metalicos. A su vez, la coordinacion de estos iones con las poliaminas no solo mejora la estabilidad
de estos complejos, sino que también influye en sus propiedades electronicas y estructurales.
Recientemente, se ha demostrado que la coordinacion de Zn** y Cu*" con azamacrociclos tipo
escorpion provocan conformaciones cerradas que aumentan la viabilidad celular en lineas de cancer
de vejiga humana.

Asimismo, en el ambito de la quimica supramolecular, los complejos metalicos planos pueden ser
interesantes moléculas para interaccionar con los G-cuadruplex. Por un lado, las propiedades de
extraccion de electrones de los centros metdlicos reducen la densidad de electrones en los sistemas
aromaticos coordinados, generando sistemas m pobres en electrones que se espera que se apilen
eficientemente con las tétradas de guanina. Ademas, los iones metalicos pueden situarse en el
centro de estos cuartetos, desempefiando el papel de los iones alcalinos que estabilizan la estructura
cuddruplex. Por lo que la funcionalizacion de complejos metalicos con cadenas laterales que lleven
cargas positivas adicionales puede ser una estrategia efectiva para mejorar la interaccion con la
columna vertebral negativa en los bucles o surcos del cuadruplex (Bazzicalupi et al., 2014).

Disolucién tampoén, reactivos y disolvente

Para fijar el pH de las muestras, se empleé un tampon de HEPES 50 mM a pH 7.4. El uso de un
tampon es de vital importancia, ya que la formacién del complejo debido a la interaccion con el
metal, desplaza los protones, acidificandose la solucion resultante. Por ello, el uso del tampdon
asegura que el pH se mantenga constante a lo largo de la valoracion. Como disolvente para preparar
la disolucion madre del ligando se utilizo el DMSO, que es un disolvente organico soluble en agua
que permite mantener estable la disolucion, ya que en agua pura, este compuesto tiende a
agregarse. Como reactivos se emplearon el ligando y cuatro metales, concretamente Cu®’, Zn*',
Mn?* y Ni*,

Procedimiento experimental

Se prepar6 una disolucion madre de 1 mM de TPA-tren (3.7 mg) en DMSO (6.7 mL). Para la
preparacion de las 5 muestras, correspondientes al ligando y los cuatro metales utilizados, se
preparé 1 mL de disolucion 30 uM para cada una de ellas. Para ello, primero se dispuso 1 mL de
tampon HEPES en cada eppendorf. A continuacion, para las disoluciones de los respectivos
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metales, se retiraron 60 pl del tampdn y se afiadieron 30 pL. de la disolucion madre del ligando y
30 pL de una disolucion 1 mM de cada metal (Cu®’, Zn**, Mn** y Ni*") a su correspondiente
eppendorf. En cambio, para la preparacion de la disolucion del ligando, inicamente se retiraron 30
puL de la disolucion tampon y se completdé con la disolucion madre del ligando (30 pL) hasta
alcanzar un volumen final de 1 mL.

3.1.8. Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Para las mediciones de DLS se ha llevado a cabo un procedimiento estdndar en el modo de
retrodispersion (con un angulo de 173 grados) con Malvern Zetasizer Ultra, y con el laser a 633
nm. Se realizaron 3 repeticiones para la medicion del tamafio hidrodindmico, obteniendo
finalmente el tamafio hidrodinamico promedio de los agregados en medio acuoso. Asimismo, se
empled una celda estandar DTS0070 en las mediciones del tamafio para asegurar la validez y la
calidad de los resultados.

Procedimiento experimental

A partir de una solucién madre del compuesto en DMF 1 mM, se realizé una dilucién con agua
hasta llegar a una concentracion lo suficientemente baja de 10 uM. Posteriormente, para asegurar
de que la muestra obtenida no absorbe ni emite fluorescencia a la longitud de onda a la que opera el
DLS (633 nm), se mide la absorbancia a esta longitud de onda mediante espectroscopia UV-Vis y
se introduce el valor en el software del DLS. Para las medidas de tamaiio, s6lo se necesita la
absorcion de la solucidon a 633 nm y el indice de refraccion (RI) del material. En este caso, la
absorcion medida a esa longitud de onda fue de 0.05 y el indice de refraccion se determind como
1.35. Ademads, la medicion se realizé a 25 grados con un tiempo de incubacion de 120 segundos,
con el objetivo de asegurarnos de que no hay gradientes térmicos dentro de la muestra que puedan
actuar como zonas de refraccion de la luz y perturbar la medicion.(Malvern Instruments Ltd.,
2003).

3.1.9. Dinamica molecular

Los métodos computacionales son necesarios para adquirir mas informacion sobre el modo de
union entre las moléculas, asi como el modo de interaccion entre el compuesto sintetizado y los
G4s. Por lo que se llevaron a cabo simulaciones de dindmica molecular utilizando el paquete de
programas Amber 2019 (Case et al., 2019) y los campos de fuerza GAFF y OL21, para la molécula
orgénica y el ADN respectivamente. Las simulaciones se realizaron a 300 K con solvente explicito
(modelo de agua TIP3P, en caja de 10-20 A). El proceso comprendié varias etapas: una
minimizacioén, una etapa de calentamiento, hasta alcanzar una temperatura final de 300 K, una
etapa de equilibrado y, finalmente, una simulaciéon de 5 ns para permitir una conveniente
exploracion del espacio conformacional. En estos estudios no se utilizé ningin tipo de restriccion.

3.1.10. Ensayo de fusion por desnaturalizacion térmica FRET

Fundamento teodrico

La estructura que presentan los cuadruplex permite su estudio por ensayos analiticos y bioanaliticos
basados en la transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET). El ensayo de
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desnaturalizacion térmica FRET ha sido reconocido como una herramienta muy eficaz (Juskowiak,
2006). La transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) constituye una
metodologia espectroscopica que proporciona datos sobre la proximidad entre macromoléculas en
disolucion, resultando especialmente util para el estudio de las alteraciones estructurales en
proteinas y acidos nucleicos. Esta técnica ofrece capacidades unicas para investigar la estabilidad y
la reorganizacion estructural del ADN cuadruplex, asi como explorar los mecanismos de sus
interacciones con otras entidades moleculares o iones. (Juskowiak, 2006)

La transicion estructural de una molécula de ADN monocatenaria y flexible hacia una estructura
G-cuadruplex compacta, incrementa la cercania entre los extremos 5’y 3’ de la molécula. Por ende,
marcar ambos extremos de una cadena de ADN con fluoréforos donantes y aceptores facilita el
seguimiento de esta proximidad mediante los cambios en la eficiencia de FRET. (Juskowiak, 2006).

En un ensayo estandar de FRET, mostrado en la Figura 3.2, el oligonucleotido de interés se marca
por ambos extremos con dos fluordforos distintos, un dador y un aceptor. Los fluoréforos, que
generalmente se emplean como “pares FRET”, son 6-carboxifluoresceina (FAM), como dador, y
5-tetrametilrodamina (TAMRA), como aceptor. Estos se caracterizan por encontrarse proximos en
el espacio cuando el ADN adopta su conformacion plegada, permitiendo que el dador pueda
transferir su energia de excitacion al aceptor. Sin embargo, cuando el ADN se encuentra
desnaturalizado, como consecuencia de un aumento de la temperatura, la distancia entre el dador y
el aceptor se amplia, por lo que al no encontrarse en la distancia dptima para transferir la energia al
aceptor, el dador es capaz de restablecer su fluorescencia. Gracias a este fendmeno, podemos
determinar la energia de emision de nuestro dador y por consiguiente, la estimacion de la
temperatura de fusion del ADN (Tm), que es la temperatura a la cual el 50% del ADN se encuentra
desnaturalizado.
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Figura 3.2. Representacion del principio del ensayo por desnaturalizacion térmica. Adaptado de Gil
Martinez (2023).

Por lo tanto, este analisis permite verificar si el ligando interactia y estabiliza diferentes estructuras
de ADN. Si es asi, se deberia ver un desplazamiento de la curva hacia mayores temperaturas. Esta
diferencia de temperaturas de desnaturalizacion, o AT, entre el G4 y el G4-L, refleja la
estabilizacion causada por el ligando, ya que si éste estabiliza el G4, serda mas dificil
desnaturalizarlo. Por tanto, un mayor AT, se corresponde con una mayor estabilizacion, como se
observa en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Gréfica de AT, debido al efecto FRET. Adaptado de Gil Martinez (2023).

Secuencias investigadas de ADN

Para estudiar la interaccion del compuesto se han empleando una serie de distintas secuencias y
topologias de ADN, tanto ADN duplex como distintas conformaciones del ADN cuadruplex,
detalladas en la Tabla 3.1 con su nombre, secuencia, topologia y coeficiente de extinciéon molar (g).
Emplear un modelo de doble hebra en estos ensayos es clave, ya que éste prevalece entre el resto de
material genético y por ello, es un competidor inherente de los quelantes de G4 en medios
fisiologicos. Por lo que realizar este tipo de estudios nos brinda una manera de evaluar la
selectividad del compuesto.

Asimismo, hay que mencionar que los oligonucleotidos utilizados se encuentran doblemente
marcados. Se obtuvieron de IDT DNA Technologies como soélidos liofilizados, y para su empleo, se

disolvieron en tampoén que contenia KCI (10 mM), LiCl (10 mM), 10 mM LiCac (10 mM).

Tabla 3.1. Secuencias ADN empleadas en los ensayos.

Nombre Secuencia Topologia e (L x mol'x
cm™)
ds26 CAA-TCG-GAT-CGA-ATT-CGA-TCC-GAT-TG Duplex 191400
c-myc TGA-GGG-TGG-GTA-GGG-TGG-GTA-A Paralelo 266900
TBA GGT-TGG-TGT-GGT-TGG Antiparalelo 125600
22CTA AGG-GCT-AGG-GCT-AGG-GCT-AGG-G Antiparalelo 234100
24TTG TTG-GGT-TAG-GGT-TAG-GGT-TAG-GGA Hibrido 256100
26TTA TTA-GGG-TTA-GGG-TTA-GGG-TTA-GGG-TT Hibrido 248300

Procedimiento experimental

El disefio experimental de este ensayo consiste en el uso de una placa de 96 pocillos en el que se
dispensa el ligando a evaluar, TPA-tren, y 6 secuencias distintas de ADNs, para ver como
interacciona con cada uno de ellos.

Los experimentos se realizaron con una maquina RTqPCR, donde la temperatura inicial en la placa
del pocillo era 25°C y se iba aumentando de forma creciente a una velocidad de 0,5°C/min hasta
alcanzar los 95°C.

En la Figura 3.4 se citan las secuencias de ADN utilizadas para este ensayo, que corresponden con
ds26 (duplex), c-myc (paralelo), TBA (antiparalelo), 22CTA (antiparalelo), 24TTG (Hibrido 1), y
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26TTA (Hibrido 2). Asimismo, se emplea un tampén compuesto por 10 mM de KCl, 90 mM de
LiCly 10 mM de LiCac a pH fisiologico.

Ligando TPA-tren

ADN ds26

Figura 3.4. Ilustracion del ligando y secuencias de ADN empleadas.

Al disponer de un ligando y 6 ADNSs, la placa se organiza en 6 cuadrantes, de forma que se tenga
15 pocillos para cada ADN, con sus respectivos controles; y por cada tipo de ADN, se utilizan 5
concentraciones diferentes de ligando, donde Cl1, C2, C3, C4 y C5 corresponden a las
concentraciones de 0.2 pM 0.4 uM, 1.0 uM, 2.0 uM y 4.0 uM respectivamente.

Para tener una vision mas clara, el disefio de la placa se ilustra en la Figura 3.5 de la siguiente
forma:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 3.5. Representacion grafica de la distribucion de la placa ELISA para llevar a cabo el ensayo por

desnaturalizacion térmica.

Para la realizacion del ensayo, se prepararon las disoluciones de ADN doblemente marcados a una
concentracion de 0.4uM, diluyendo con 392uL de tampon las disoluciones stock de 20 uM. Estas
disoluciones se sometieron a un proceso de hibridacion, calentandose a 95°C durante 10 minutos, y
permitiendo que se enfriara gradualmente hasta alcanzar una temperatura en torno a los 25 °C.
Paralelamente, se prepard una diluciéon madre de ligando 20 uM, diluyendo en el tampon empleado
una disolucion stock 1 mM de ADN. A partir de esta disolucion madre de ligando, de
concentracion 20 uM, se prepararon las disoluciones de ligando a las concentraciones de 0,2uM 0,4
uM, 1 uM, 2 uM y 4 uM.

Por tanto, para la preparacion de la placa, primeramente se deben adicionar 20 ulL de ADN 0.4 uM
en cada pocillo, seguidamente, se afiade los 20 pL de las disoluciones del ligando a las distintas
concentraciones y por ultimo, los 20 puL de buffer en los pocillos que corresponden con la muestra
control.

Finalmente, se registro la emision del dador, se normaliz6 la emision de fluorescencia y se
registraron los datos con el programa OriginPro 2019.
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3.1.11. Estudios biologicos

Una forma de comprobar el nivel de citotoxicidad de los ligando es mediante el ensayo
colorimétrico de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en la linea
celular seleccionada.

1ti lular v mantenimien

Los ensayos de viabilidad se realizaron en una cabina de bioseguridad con sistema de flujo laminar
(TELSTAR BIO IIA). Asimismo, se emple¢ la linea celular cancerigena RAW 264.7 (macréfago de
leucemia murina) (ATCC, s.f.). Esta linea celular se origina en tejido de ascitis, estd compuesta por
macrofago y estan asociadas con la leucemia murina de Abelson. Las células fueron cultivadas en
monocapa en un medio completo DMEM, que es un medio Eagle modificado por Dulbecco
suplementado con un 10 % de suero bovino fetal (FBS) y un 1% de penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 mg/mL. Ademas, se aplico tripsina comercial al 0,25% junto con EDTA ImM
para levantar eficientemente las células adherentes del cultivo, y PBS para el lavado celular y
garantizar su isotonicidad. Los cultivos se incubaron a 37 °C en un ambiente al 5% de CO,. Como
es debido, todas las operaciones se efectuaron bajo una cabina de seguridad microbioldgica con un
sistema de flujo de aire laminar (TELSTAR BIO IIA). Se hizo un seguimiento de su crecimiento y
proliferacion mediante el uso de un microscopio Optico para el control de los contaminantes,
condiciones de adherencia y morfologia celular.

Evaluacion de la viabilidad celular mediante ensayo MTT

Principio del Ensayo

El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico descrito inicialmente por Mosmann (Shimoyama et al.,
1989), que mide la actividad metabdlica en células vivas. La prueba de reduccion de tetrazolio
MTT se caracteriza por evaluar de manera conjunta la viabilidad celular y la actividad metabdlica.
En este ensayo se emplea la sal de tetrazolio MTT de color amarillo, que es soluble en agua. En
presencia de células metabolicamente activas, se reduce a cristales de formazan de color plrpura,
insolubles en agua. Todo este proceso estd mediado por la enzima succinato deshidrogenasa, que se
encuentra en las mitocondrias activas. Sin embargo, algunas investigaciones recientes destacan la
relevancia del NADPH en este proceso, derivado de la glucolisis citoplasmatica y la fosforilacion
oxidativa mitocondrial.

Los cristales de formazan, de forma acicular, se pueden disolver en disolventes o aceites organicos.
La disolucion resultante se mide para determinar la densidad 6ptica (OD) a un longitud de onda
especifica, que oscila entre los 500 y 600 nm, empleando un espectrofotometro o lector de placas.
La intensidad del color de formazan es proporcional al numero de células viables y
metabdlicamente activas (Buranaamnuay, 2021). El proceso descrito se muestra en la Figura 3.6.

[ ] Deshidrogenasa /©
N g N—_
/\N / NH
|+ _— N
NN s ) N= S
\\r CH. NADH Y CHz
Br- N\%7 3 N /
CHy

Sal de tetrazolio CFe Formazan
Figura 3.6. Grafica de AT, debido al efecto FRET. Adaptado de Twaruzek et al., (2018)
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Procedimiento experimental

Primeramente, se extraen las células del medio cuando llevan al menos 2 pases desde su
congelacion y se analiza de forma visual su confluencia y su aspecto morfolégico. Para la siembra
de células, se quiere una densidad de 1x 10" cel/ml en placas de 96 pocillos, dispensando 100 pL
por pocillo, lo que equivaldria a 10.000 células por pocillo. Para ello, tras contar la suspension de
10 mL, se calcula cuantas células se tienen y se prepara un stock a 1 millon de células/mL,
anadiendo el volumen correspondiente de medio completo. A partir de este stock, se procede a
preparar una suspension a 1x 10" cel/ml. Para ello, para cada placa, se mezclan 1 mL del stock de
1 millén de células /mL con 9 mL de medio completo y mediante el uso de una pipeta multicanal,
se siembran 100 pL por pocillo. Seguidamente, se aspira el medio y se trata con 100 pL del control
positivo o las muestras, tratando cada concentracion por triplicado. Luego, se incuban las placas a
37° C en un ambiente humidificado al 5% de CO.,.

Para el ensayo de viabilidad celular con MTT, se prepara la dilucion de trabajo de MTT (1:10) en
medio completo, mezclando 1 mL de MTT 5 mg/mL con 9 de medio por placa, donde
posteriormente, se retira el medio de la placa y se afiaden los 100 pL de la solucion de trabajo de
MTT a cada pocillo correspondiente. Se dejan incubar las placas durante 4 horas a 37 °C, y
posterior a ello, se quitan 25 pL de la solucion de MTT e incorporan 50 pL. de DMSO, dejandolo
reposar durante unos 10 minutos para asi poder disolver los cristales de formazan. Tras ello, se
mide la absorbancia de cada pocillo a 540 nm empleando un espectrofotometro lector de placas
(THERMO FORMA FISHER).

La absorbancia registrada de los pocillos se recopila en un archivo Excel. Los pocillos en los cuales
so6lo se afiadidé medio constituyen al 100 % de la viabilidad celular.

El porcentaje de viabilidad celular de cada pocillo con concentraciones crecientes de ligando (100
uM, 50 uM, 10 uM, 1uM) se expresa como un porcentaje respecto a las células no tratadas con la
siguiente ecuacion:

Abs x —Abs blanco

% viabilidad celular = 100 x —————1—""—

El blanco corresponde a la absorbancia debido al ensayo, sin células.

Finalmente, para el calculo del parametro ICs, el cual corresponde a la concentracion de ligando
necesaria para disminuir un 50% la viabilidad celular, se utiliza el programa Graphpad Prism V.6.
utilizando un ajuste no lineal sobre log de la concentracion vs la respuesta normalizada, que seria la
absorbancia.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Sintesis

Nuestro estudio se centra en un compuesto derivado de la trifenilamina (TPA), combinado con una
amina tripodal, denominada tren.

La trifenilamina, desde una perspectiva sintética, se puede considerar como un derivado del
amoniaco, donde los hidrogenos son reemplazados por grupos arilo, resultando en una amina
terciaria con baja capacidad para aceptar protones, es decir, con una naturaleza poco basica.
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El TPA destaca por ser un andamio versatil para la sintesis de nuevos compuestos mediante
funcionalizacion adicional, ya que es un compuesto asequible y de facil disponibilidad en el
mercado. Por otra parte, la tris(2-aminoetil)amina es un compuesto interesante ya que a su
capacidad para formar complejos estables con metales de transicion, gracias a su estructura
tripodal, la hace util en el campo de la quimica de coordinacion (Blackman, 2005).

La combinacién de un compuesto aromatico y fluorescente, como el TPA, con un componente
tripodal (tren), da como resultado un compuesto luminiscente con topologia tripodal y una elevada
capacidad coordinante.

El método sintético para unir la cadena poliaminica con la unidad de TPA se basa en una reaccioén
de adicion nucleofilica entre el tren y el monoaldehido de TPA (ma-TPA), siguiendo el mecanismo
de reaccion de Schiff. El mecanismo de esta reacciéon se muestra en la Figura 4.1. Después del
ataque nucleofilico de la amina primaria al carbono carboxilico, tiene lugar una transferencia de
proton que origina un aminoalcohol, la carbinolamina. Al protonarse el oxigeno de la
carbinolamina, se transforma en un grupo saliente eficaz, que se elimina como agua, formando el
i6n iminio. Es la desprotonacion del nitrogeno la que conduce a la formacion de la base de Schiff
definitiva. Cuando, en una segunda etapa, afiadimos a esta reaccion el NaBH,, éste reduce la imina
a amina, obteniéndose el producto final. Esta amina, generalmente un aceite, se precipita como sal
de clorhidrato para facilitar su manejo y aumentar su estabilidad (Qin et al., 2013).

C 0. .'/\H,
Q.0 /\_.@ o, sy
s <

\\r\,ﬂ §E/R \";,R
5 SOl
Q. 0 Q.0 L
O w0 w0

-H* -H,0

D0 OO
O <

+NaBH,4
B

Figura 4.1. Procedimiento general para la sintesis de los compuestos derivados de TPA con su posterior
reduccion a amina. Adaptado de Gil Martinez (2023).

En base a este mecanismo, y aplicandolo a nuestro compuesto, el grupo aldehido se encuentra en la
unidad de TPA en posicion para al nitrogeno central, mientras que las aminas primarias se
localizan en los extremos de la amina tripodal. La sintesis de TPA-tren se llevo a cabo en dos
etapas. En la primera etapa, se afiadi6 gota a gota una disolucion en etanol del ma-TPA a una
disolucion etandlica del tren. Se utilizé un exceso de tren, ya que se queria favorecer la sintesis del
tren monosustituido, y no el di o trisustituido. Posteriormente, la mezcla se calentd y se dejo en
agitacion en ausencia de luz, generando la base de Schiff. En la segunda etapa, se afiadié el NaBH,
como agente reductor para reducir la imina formada en la etapa anterior.
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En la Tabla 4.1, se detallan los valores experimentales de los reactivos empleados, donde se indica
la masa que pesamos para cada uno de ellos, asi como la estequiometria empleada, junto con los
datos de masa molecular y moles correspondientes en funcion de lo pesado.

Tabla 4.1. Valores experimentales de los reactivos utilizados para la sintesis.

Valores experimentales
Reactivo m(mg) Equivalentes Mw (g/mol) mmol
ma-TPA 510.0 1 273.33 1.87
Tren 900.0 3 126.23 6.15
NaBH, 562.33 8 37.83 14.92

Tras la reaccidn, se evapord el etanol mediante un rotavapor y se obtuvo una mezcla de producto,
exceso de tren y NaBH,,

Para separar el producto de los reactivos de partida, se realizdo una extraccion acido-base con
diclorometano CH,Cl, (fase orgéanica) y agua (fase acuosa). El producto quedo en la fase organica,
mientras que el exceso de tren y el NaBH, quedaron en la fase acuosa. Se realizé la extraccion tres
veces, y se seco la fase organica con Na,SO,. Finalmente, se evapor6 el diclorometano mediante un
rotavapor, y se obtuvo el producto sélido.

Para purificar el producto y obtener la sal, se disolvid la amina libre en diclorometano (CH,Cl,) y
se precipitd con acido clorhidrico (HCI) 4M en dioxano, obteniendo la sal de clorhidrato del
producto.

4.1.1. Caracterizacion ligando

Nombre IUPAC:
N',N'-bis(2-aminoethyl)-N*-(4-
(diphenylamino)

benzyl)ethane-1,2-diamine N
5 i : NH NH
Féormula molecular (sal de clorhidrato): ©/ \©v e SN

CysH36C1yN;s H
Peso molecular: 649,41 g/mol

NH»

Rendimiento: 86,11%

Figura 4.2. Esquema de TPA-tren.

'"H RMN (D,0, 300 MHz): 6H 7.29 (m, 6H), 7.09 (m, 6H), 7.04 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 4.14 (s, 1H),
3.15(t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.06 (m, 4H), 2.85 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.80 (m, 4H). *C RMN (D,0, 75.43
MHz): 6C 149.1, 147.2, 131.1, 129.7, 124.9, 123.9, 123.5, 122.6, 50.8, 49.1, 48.6, 43.3, 36.4. Anal.
Calc. para C,sH3;Ns-4HCI-1.5H,0: C, 52.1; H, 7.0; N, 12.2. Exp.: C, 52.1; H, 6.7; N, 12.4. MS m/z
(ESI) Calc.: 404.28. Exp.: 404.2801 ([M+ H]").
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4.2. Comportamiento Acido Base

Las interacciones supramoleculares, tales como las fuerzas electrostaticas, el apilamiento de los
anillos aromaticos y los puentes de hidrogeno, son fundamentales para entender como se relacionan
las moléculas pequefias con el ADN. Aunque la estructura molecular es importante, las propiedades
acido-base de dichas moléculas también tienen un impacto significativo en la formacion de estas
interacciones. Hay que tener en cuenta que el ADN es una biomolécula anioénica y, por tanto, es
relevante saber el estado de protonacion de nuestras moléculas para poder identificar las posibles
interacciones electrostaticas. y la capacidad que tenga de formar puentes de hidrégeno. Nuestro
ligando posee grupos aminos, con capacidad de protonarse a distintos valores de pH. Por ello, se
han empleado en este trabajo técnicas potenciométricas y espectrométricas para investigar y
cuantificar sus propiedades acido-base.

4.2.1. Potenciometria

Mediante esta técnica se pueden calcular las constantes de protonacion de nuestro ligando, y a
partir de estas, construir los diagramas de distribucion de especies, los cuales son necesarios para
analizar qué especies predominan en funcion del pH.

En el andlisis realizado, se identificaron cuatro constantes de protonacion sucesivas para la
molécula estudiada. En base a la estructura del ligando, éste presenta tantos sitios potenciales para
la protonacién como grupos amino en su estructura, es decir, cinco. Sin embargo, la protonacion
asociada al grupo amino central del TPA no fue observada dentro del intervalo de pH estudiado
(2.0-11.0), debido al bajo pK, que presenta. Por lo tanto, para el compuesto TPA-tren se han
determinado las constantes de protonacion de los cuatro grupos amino del tren, donde el primer y
segundo valor corresponde con las aminas primarias, el tercer valor con la amina secundaria, y el
ultimo valor corresponde a la amina terciaria. En la Tabla 4.2 se muestran los logaritmos de las
constantes de protonacion globales y sucesivas, asi como la basicidad global, del ligando TPA-tren.

Tabla 4.2. Constantes de protonacion, en unidades logaritmicas, del compuesto TPA-tren.

Reaccion TPA-tren
L+H=2HL 10.33
HL+H=H,L 9.32
H,L + H=2 H;L 8.19
H;L+H=H,L 2.92
Logp™ 30.77

[a] Cargas omitidas. [b] La constante de basicidad acumulativas se calcul6 como log B =3’ log Ky;..

Para el ligando, las constantes de protonacion disminuyen a medida que aumenta su grado de
protonacion. Esto es causado por efectos estadisticos y de repulsiones electrostaticas entre los
grupos amonio cargados positivamente, asi como por las diferencias de basicidad en disolucion
acuosa entre las aminas primarias, secundarias y terciarias.

Las poliaminas, en agua, generan una competencia en sus reacciones de protonaciéon. En un medio
acuoso, la secuencia de basicidad varia significativamente, siendo el orden de basicidad NH(CH ),
~ NH,(CH;) > N(CHj;); > NH;. Las moléculas de agua, que se caracterizan por ser excelentes
dadores y aceptores de enlaces de hidrogenos, solvataran mas eficientemente a los cationes de
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amonio cargados positivamente en relacion con las aminas neutras. Por tanto, la solvatacion tiende
a incrementar la basicidad de todas las aminas, y este aumento es mas pronunciado en aquellas con
un mayor numero de hidrégenos no sustituidos, permitiendo asi mas enlaces de hidrogeno con el
solvente (Bencini et al., 1999, Xu et al., 2014). Teniendo en cuenta que los efectos de solvatacion
en medio acuoso favorecen la protonacion de las aminas menos sustituidas, y considerando la
estructura del ligando y la distinta basicidad de cata tipo de amina, se espera que en la secuencia de
protonacion, las aminas primarias se protonen primero, seguidas por las aminas secundarias y
finalmente, las aminas terciarias.

Como se muestra en el diagrama de distribucion (Figura 4.3), a valores de pH inferiores a 3.0, la
especie predominante es LH,; a pH intermedio, entre pH 3.0 y 8.0 la especie LH; es mayoritaria; a
partir de pH 8.0, LH, alcanza su maxima concentracion, en torno a 8.9, mientras que LH predomina
en un rango de pH cercano a 10.0. Por ultimo, la especie no protonada es la que predomina a
valores de pH por encima de 10.3.

100
90 - LH4

80 1 LH2
70 - LH

60 -
50 A
40 ~
30 A
20 A
10 A

Fraccion molar

2 4 6 8 10
pH

Figura 4.3. Diagrama de distribucion del ligando elaborado a partir de las constantes de protonacion
calculadas. Las cargas se han omitido.

4.2.2. Fotofisica
Linealidad

Para decidir a qué concentraciones se podran realizar los experimentos de UV-Vis, se debe
determinar el intervalo de linealidad, es decir, obtener una recta de calibrado que nos permita
verificar la relacion de nuestra concentracion con la absorbancia. Para ello, se realizoé un ensayo de
UV-Vis donde se midieron distintas soluciones con concentraciones desde 1 uM a 100 puM,
obteniendo asi un valor de absorbancia en el maximo del espectro (300 nm) para cada medida.

Observando el grafico 4.4, se concluyé que la absorbancia era lineal en todo el rango de
concentraciones, y a partir de la Ley de Lambert-Beer, podemos determinar el coeficiente de
extincion molar. Sin embargo, como es necesario trabajar con valores de absorbancia inferiores a
uno, se decidid que la concentracion de 40 micromolar era adecuada para llevar a cabo los ensayos
fotofisicos posteriores.
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Figura 4.4. Recta de calibrado Absorbancia vs Concentracion.

mision {1

Dado que la protonacion puede influir notablemente en el comportamiento fotofisico de una
molécula, es importante determinar coémo varian los espectros de UV-Vis y de fluorescencia en
funcion del pH. La combinacién de estas dos técnicas, junto con las valoraciones potenciométricas,
ofrece una perspectiva mas amplia sobre las propiedades acido-basicas del ligando en cuestion.

El espectro UV-Vis del ligando, mostrado en la Figura 4.5, presenta una banda entre 280 y 320 nm,
con un maximo que, en funcion del pH, se encuentra entre 295 y 306 nm. Esta banda se asocia a la
transicion n-w del TPA (Aydemir et al., 2015). Segun el articulo citado, la absorcion del TPA varia
al protonarse el grupo amonio, imposibilitando la conjugacion electronica con los anillos fenilicos,
originado un espectro de absorcion muy parecido al del benceno (Janic & Kakas, 1984). Sin
embargo, en el espectro obtenido, la variacion en la posicion de la banda con el pH es minima, lo
cual evidencia que, en el intervalo de pH que hemos trabajado, no podemos ver la protonacion del
TPA. Sin embargo, si se observa un aumento en la intensidad de absorcion, de cerca del 22%, a
medida que el pH se incrementa, lo que podria reflejar cambios en la estructura electronica o estar
relacionado con los procesos de agregacion que potencian la absorcion.

Absorbancia

220 270 320 370 420
A(nm)

Figura 4.5. Espectro UV-Vis de TPA-tren en funcién del pH.

En cuanto a la fluorescencia, se determind primero la longitud de onda de excitacién con un barrido
de 250 nm a 350 nm, adquiriendo de esta manera el espectro de excitacion, representada en la
Figura 4.6. Se distinguen dos picos que podrian corresponder con la forma libre y agregada del
compuesto. Se selecciona la longitud de onda de excitacion méxima, a 290 nm, para registrar el
espectro de emision de fluorescencia y examinar la emision a distintos valores de pH.
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Figura 4.6. Espectro de excitacion de TPA-tren.

A partir de esta longitud de onda de excitacion, se obtuvo un espectro de emision de fluorescencia
con una banda centrada a 365 nm. Al pasar de pH 2.0 a 11.0, la molécula se desprotona y esto da
lugar a un quenching de la fluorescencia cercano al 75%, como se observa en la Figura 4.7. El
cambio mas drastico se observa en la primera etapa de desprotonacion, al pasar de pH 2.0 a 3.0,
con un quenching del 60% de fluorescencia. Este efecto tan drastico no solo influye en las
propiedades fotofisicas del compuesto, sino que afecta también a las fuerzas intramoleculares que
gobiernan los procesos de agregacion o interaccion con otras moléculas. El fenomeno se atribuye a
la transferencia de electrones fotoinducidos, PET, un mecanismo que altera la estructura electronica
y por tanto, la respuesta fotofisica del compuesto.

Fluorescencia 365 nm

300 350 400 450 500
A(nm)

Figura 4.7. Espectro de emision de fluorescencia del ligando en funcion del pH.

Cuando un croméforo se excita, se produce un salto electronico desde el nivel HOMO hacia el
LUMO, dejando un hueco en el HOMO. Si en las cercanias existe un grupo capaz de dar de
electrones, puede suceder que un electron de este dador llene el espacio vacio. Esto conlleva a una
limitacion de la desexcitacion radiativa del cromoforo por emision de fluorescencia, ya que el
proceso normal de retorno al estado fundamental se encuentra alterado (Gomes, 2024), tal y como
se ilustra en la Figura 4.8.
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Figura 4.8. Representacion de la transferencia de electrones fotoinducida en un sistema aceptor-dador.
Adaptado de Pont Niclos (2019).

En este caso, la molécula es susceptible al efecto PET ya que, al desprotonarse las aminas, sus
pares de electrones libres pasan a estar disponibles para participar en el efecto de transferencia de
electrones. Es decir, a pH acidos, que tiende a estar todo protonado, el par solitario del grupo amino
no esta disponible para la transferencia de electrones, y por ende, la emision de la molécula es
maxima. Sin embargo, a medida que aumenta el pH, las aminas tienden a desprotonarse,
permitiendo el efecto PET, lo que conduce a una desaparicion de la fluorescencia.

La Figura 4.9 se ha elaborado superponiendo los cambios en la emision de la fluorescencia con el
diagrama de distribucién, y se aprecia que, bajo condiciones acidas, la emision a 365 nm es
maxima. Al pasar de la especie LH, a LH; la fluorescencia disminuye considerablemente y, en las
siguientes etapas de desprotonacion, de manera gradual.
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Figura 4.9. Diagrama de distribucion (lineas solidas) y variacion del maximo de emision de fluorescencia
(rombos rojos) del ligando TPA-tren en funcién del pH.

Estudios de interaccién con metales de transicion y postransicion

Tomando en cuenta la capacidad coordinante de la tetramina tren, se realizo este estudio con el fin
de explorar y caracterizar el efecto sobre la fluorescencia cuando el ligando interacciona con
diferentes metales de transicion y postransicion, concretamente con los cationes metalicos
divalentes Cu®’, Mn*" , Ni*" y Zn?*. A su vez, cabe esperar que la coordinaciéon de los cationes
metalicos tenga lugar principalmente a través de los grupos aminos de tren, dada la menor
basicidad de la amina central de la unidad de TPA.

De los metales empleados, el cobre y el niquel son paramagnéticos, lo que significa que tienen

electrones desapareados en sus orbitales, y esto provoca una interaccion entre los electrones del
ligando con los del metal, afectando a su respuesta fluorescente, y, en estos casos, en el resultado es
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en una disminucion de la fluorescencia del TPA-tren. Este descenso sugiere que la formacion de
complejos a partir del Cu®* y Ni**, afecta de manera negativa la emision de luz (Xiang & Lu, 2013).
Por otro lado, el zinc es diamagnético y carece de electrones desapareados en sus orbitales, por lo
que esperariamos ver una respuesta diferente a la de los metales paramagnéticos. En este caso, el
Zn*" provoca un aumento en la emisioén de fluorescencia. Este hecho sugiere que la interaccion
entre el Zn*" y el ligando, promueve la transferencia de energia, incrementado asi la emision (Xiang
& Lu, 2013).

Finalmente, el Mn?*, al igual que el cobre y niquel, también presenta electrones desapareados en
sus orbitales, pero presenta una constante de estabilidad mas baja (Inclan Nafria, 2016) y por tanto,
interacciona en menor medida con el ligando, por lo que, a la concentracion de trabajo, este se veria
muy poco afectado por la presencia de Mn*'. Por tanto, este metal no repercute de manera
significativa en la fluorescencia del ligando, ya que la emision se mantiene practicamente intacta
cuando interacciona con este cation metalico. (Xiang & Lu, 2013).

En definitiva, los espectros de fluorescencia, representados en la Figura 4.10, muestran los
resultados esperados en funcion de las propiedades electromagnéticas de cada metal, observando un
fuerte aumento en la fluorescencia con Zn** a 368 nm (+244%) , una disminucion con el Cu** y
Ni**(-92% y -42%, respectivamente) mientras que con el Mn*" no hubo variacion, resultando en un
espectro muy similar a la del ligando solo.
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Figura 4.10. Espectro de emision de fluorescencia del ligando solo (curva roja), en combinacién con Cu**
(curva gris), Zn** (curva amarilla), Mn** (curva azul) y Ni** (curva verde).

Adicionalmente, para ilustrar mejor estos resultados, se ha elaborado un diagrama de barras

representando el maximo de emision normalizado del ligando, para tener una comprension mas
detallada del efecto que genera cada i6n metalico, representado en la Figura 4.11.
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Figura 4.11. Variacion del maximo de emision a 368 nm del ligando en su interaccién con diferentes cationes
metalicos.
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4.3. Estudios de agregacion
4.3.1. Efecto de la polaridad del medio

Tras repetir un experimento de RMN al cabo de varios dias, fue posible percatarse de drasticos
cambios en las sefiales registradas (Figura 4.12): se habian vuelto anchas y poco definidas, lo cual
apuntaba a que el compuesto pudiera estarse agregando en disolucion acuosa. Para indagar mas en
este fenomeno, se decidio disolver la muestra en el disolvente organico dimetilformamida (DMF) y
en agua (indices de polaridad 6.4 y 10.2, respectivamente) en distintas proporciones, registrando la
fluorescencia a 365 nm.
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Figura 4.12. Comparativa de espectro obtenido por resonancia magnética nuclear en una muestra recién
preparada (arriba) y la misma muestra después de varios dias de incubacion (abajo).

El hecho de utilizar un disolvente organico puro, como el DMF, hace que se obtenga en el espectro
de emision una banda ancha a una longitud de onda mayor, con un maximo en torno a 460 nm, que
se corresponderia con una banda de emision de excimero, o dimero excitado.

Tras incrementar el porcentaje de agua hasta un 20%, aumenta la fluorescencia. Este fendémeno
podria estar relacionado con lo que se conoce como emision inducida por agregacion (AIE): al
aumentar la polaridad el medio, la molécula se apila, se forman agregados que restringen la libre
rotacion de los anillo de benceno de la molécula, y, en consecuencia, aumenta la fluorescencia, tal
como se observa en la Figura 4.13.

En cambio, cuando la proporcion de agua es alta, los agregados se vuelven extremadamente
grandes, hasta alcanzar incluso un tamafio de 400 nm, como se ha podido comprobar gracias a un
experimento realizado por DLS (vide infra). Como consecuencia de este aumento de tamafio, la
dispersion de la luz y el autoapantallamiento aumenta, conduciendo a la disminucion de la
fluorescencia.
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Figura 4.13. Espectro de emision de fluorescencia en funcion del porcentaje de DMF empleado.
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4.3.2. Dispersion dinamica de la luz (DLS)

La agregacion en disolucion es uno de los factores fisicos esenciales para el uso del ligando en el
ambito biomédico. Una forma de determinar el tamafio de los agregados es mediante la técnica de
dispersion de luz dindmica (DLS), que se basa en la medicion de la luz que se dispersa debido al
movimiento browniano de las nanoparticulas.

En la Figura 4.14, se ilustran los resultados de la distribucion del tamafio para el compuesto
estudiado, que muestran la presencia de particulas con un tamafio hidrodinamico medio de 430 nm
en una disolucion 10 uM, 99% H,O, 1% DMEF. Nanoparticulas de este tamafio podrian tener
aplicaciones biomédicas, al ser capaces de atravesar barreras bioldgicas, y también podrian ser
utilizadas como medio de transporte de farmacos (Cheng, 2005).
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Figura 4.14. Diagrama de barras representando el tamafio hidrodindmico segun el porcentaje de intensidad
luminica.

4.3.3. Dinamica molecular

Para determinar los factores que dan lugar a la agregacion y apilamiento de la molécula en
presencia de agua, se ha llevado a cabo un estudio computacional de dindmica molecular (MD)
disponiendo 3 moléculas neutras en H,0.

En la Figura 4.15, se ha representado la conformacion de minima energia obtenida para la
interaccion entre tres moléculas neutras de TPA-tren en una caja de agua explicita de 10 A.

Figura 4.15. Disposicion espacial de tres moléculas neutras de nuestro ligando en un medio acuoso.

En este experimento, debido a la estructura tripodal de la molécula, se manifiestan dos fendémenos
principales: Por un lado tiene lugar el apilamiento 7 de los grupos fenilo de las unidades de TPA, lo
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que ocasiona una mayor restriccion del movimiento de los grupos fenilo, y por tanto, una mayor
rigidez del sistema, lo cual explicaria el aumento de la fluorescencia al aumentar la proporcion de
agua frente al DMF. Por otra parte, las cadenas alifaticas interaccionan entre si mediante enlaces
por puentes de hidrogeno entre los grupos amino.

4.4. Interaccion con ADN
4.4.1. Ensayos de fusion por desnaturalizacion térmica FRET

Después de analizar las propiedades acido-base y el comportamiento en disolucion, se procede a
analizar la interaccion del ligando con el ADN G-cuadruplex a través de la técnica de transferencia
de energia por resonancia de fluorescencia (FRET). En base al principio de este ensayo, se puede
determinar la selectividad del ligando hacia el ADN, sustentandose en los cambios de la
temperatura de fusion (AT,,) entre el ADN libre y el ADN unido al ligando.

Las secuencias de ADN evaluadas en este estudio incluyen diversas topologias, entre las que se
encuentran: ds26 (duplex), c-myc (paralelo), TBA (antiparalelo), 22CTA (antiparalelo), 24TTG
(Hibrido 1), y 26TTA (Hibrido 2); todas ellas a una concentracion de 0.4pM. Ademas, se dispondra
de cinco concentraciones diferentes de ligando, identificadas como C1, C2, C3, C4 y C5 que
corresponden a 0.2 uM 0.4 uM, 1.0 uM, 2.0 uM y 4.0 uM, respectivamente.

Para una mejor interpretacion de los resultados, se ha ilustrado los incrementos de la temperatura
de fusion en un diagrama de barras, representado en la Figura 4.16.

Se observa que el compuesto no muestra una estabilizacion, ni con el ADN bicatenario ni con el
G4-cuadruplex, que fuera significativa, ya que ningun valor superaba los 5°C en la ATm. Sin
embargo, dentro de todas las secuencias de ADNs evaluadas, la secuencia G4 de TBA era la que
presentaba un incremento mas notable en la temperatura de fusion, aunque no era suficiente para
considerar al ligando como un buen candidato ya que su maximo alcanzaba los 4.79 °C. Por tanto,
aunque la molécula presenta un potencial limitado, nos sirve para que en investigaciones futuras se
realicen modificaciones del disefio del TPA-tren para mejorar su afinidad y especificidad hacia los
G4-cuadruplex, ya sea mediante la introduccion de cadenas poliaminicas mds extensas o la
introduccion de metales de transicion. Estas modificaciones podrian permitir mejorar la interaccidén
con el esqueleto fosfatado del G-cuadruplex, y por ende abrir nuevas vias para aplicaciones
terapéuticas.

mds26 22CTA mcmyc 26TTA m24TTG TBA
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Figura 4.16. Diagrama de barras ilustrando la ATm en funcién de la concentracion del ligando en
combinacion con ds26 (barra negra), 22CTA (barra verde claro), cmyc (barra azul oscuro), 26TTA (barra
gris), 24TTG (barra verde oscuro) y TBA (barra azul claro).
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4.4.2. Dinamica molecular

Con el objetivo de adquirir mas informacion acerca de la interaccion del ligando con el ADN G4,
se ha realizado un estudio computacional mediante dinamica molecular frente a la secuencia de
TBA. En vistas a la Figura 4.17, se ha empleado el aptamero TBA, que es un ADN monocatenario
con la secuencia 5’-GGTTGGTGTGGTTGG-3" (Bank, s. f.). Este interactia con el exosito I de la
alfa-trombina humana, por lo que actia como un agente anticoagulante que inhibe la activacion del
fibrinégeno y la agregacion plaquetaria. Ademas, TBA muestra buena afinidad y especificidad
frente a la trombina (Wikipedia contributors, 2024), por lo que ligandos que interaccionen
selectivamente con esta secuencia podrian tener interesantes aplicaciones biomédicas en el
desarrollo, por ejemplo, de agentes antitromboticos.

Figura 4.17. Estructura de rayos X del complejo entre la alfa trombina humana y el aptdmero de unién a
trombina en presencia de iones de potasio. una concentracion de 0.4pM.

El conférmero de minima energia representativo para la interaccion entre el ADN G4 y el derivado
de TPA se muestra en la Figura 4.18. En color verde estan representadas las guaninas y en azul las
timinas. Asimismo, los enlaces de hidrégeno entre los grupos amonio y los fosfatos estan marcados
con lineas puntuadas. Se comprueba que la interaccion por apilamiento 7 tiene lugar entre unos de
los grupos fenilo del TPA y una de las timinas. A la vez, se establecen puentes salinos entre los
grupos fosfato del aptamero y los grupos amino protonados de los brazos de la amina tripodal,
fortaleciendo atin mas la uniéon del complejo ligando-G4. Por tanto, es el sumatorio de ambas
fuerzas lo que permite que se establezca de manera estable y coordinada la union entre ambos.

En vistas a esto, para aumentar la interaccion y selectividad del ligando por el G4 se podria alargar
las cadenas con grupos propilamino, para extender las interacciones por puentes de hidrogeno y
dotar de mayor flexibilidad al ligando.

Figura 4.18. Resultado de la simulacidn por dindmica molecular (5ns) del ligando con el G-cuadruplex.
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4.5. Estudios Biolodgicos

Con el fin de evaluar su actividad bioldgica, se ha llevado a cabo un estudio de citotoxicidad del
ligando mediante ensayos MTT y para ello, se ha medido su actividad antitumoral in vitro
empleando la linea celular cancerigena RAW 264.7 (macrofago de leucemia murina) (ATCC, s.f.).

4.5.1. Evaluacion viabilidad celular mediante ensayo MTT

Se ha evaluado el efecto citotoxico del ligando en la linea celular RAW tanto a las 24 horas como a
las 48 horas para obtener una comparativa detallada y precisa de la viabilidad celular. El disefio
experimental consiste en un gradiente de concentraciones del ligando, especificamente 1 uM, 10
uM, 50 uM y 100 uM, vy se han establecido controles positivos para cada serie de concentraciones,
obteniendo un triplicado de cada una de ellas. Los resultados han sido significativos, ya que tanto
las evaluaciones visuales como las mediciones realizadas con el espectrofotometro de lectura de
placas han demostrado que a concentraciones de 100 y 50 pM, el ligando es elevadamente
citotoxico. Visualmente, las muestras a altas concentraciones adquieren un tono rosaceo, mientras
que a concentraciones mas bajas, el color violeta indica que el ligando no es téxico, como se
observa en la Figura 4.19.

Figura 4.19. Placa Elisa del ligando a las 24 horas y a las 48 horas. Desde el borde superior, la primera fila
corresponde con la concentracion del ligando a 100 puM, la segunda fila a 50 puM, la tercera filaa 10 uM y la
cuarta fila a 1 pM. Triplicado por cada concentracion, con una cuarta columna que corresponde al control.

En cuanto al valor de la ICs, se calculd en 15.45 uM a las 24 horas y en 26.3 uM a las 48 horas.
Para aumentar la precision de estos resultados se deberian repetir los experimentos acotando el
intervalo de las concentraciones. La grafica 4.20 representa los resultados obtenidos y, revela que
para las concentraciones de 50 pM y 100 uM la viabilidad es negativa, lo que indica la ausencia de
crecimiento celular, ya que practicamente todas las células estan muertas. La fluctuacion en los
valores de ICs, junto con los cambios en la absorbancia y la respuesta celular ante la concentracion
del ligando, nos proporciona una vision mas clara de la dinamica celular en presencia del ligando, y
su posible eficacia como tratamiento antitumoral.
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Figura 4.20. Diagrama de barras de la viabilidad celular en funcion de la variacion de la absorbancia con la
concentracion del ligando, tanto a las 24 horas (barras azules) como a las 48 horas (barras naranjas).
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6. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En el transcurso de esta investigacion, se ha realizado la sintesis y el estudio de un nuevo ligando
poliaminico, derivado del TPA y con estructura tripodal. Desde un enfoque multidisciplinar, se ha
conseguido llevar a cabo una caracterizacién quimica y estructural detallada del compuesto, que ha
permitido revelar aspectos fundamentales de su comportamiento acido-base y de sus caracteristicas
fotofisicas, asi como evaluar su prometedora actividad citotoxica. En base a los experimentos
realizados, se detallan las conclusiones obtenidas.

Conclusion 1: Se ha logrado sintetizar y caracterizar con éxito el ligando poliaminico derivado del
TPA y funcionalizado con una amina tripodal. La sintesis fue simple, a base de una reaccion de
adicion nucleofilica entre el tren, una amina tripodal, y el ma-TPA, un monoaldehido derivado del
TPA, con su posterior reduccion mediante NaBH,. De esta forma, obtuvimos un ligando accesible
sintéticamente y con un rendimiento elevado.

Conclusion 2: Se han caracterizado las propiedades acido-base del compuesto mediante técnicas
potenciométricas y espectroscopicas, que afectan de manera directa en sus caracteristicas
fotoquimicas del ligando y su interaccion con el ADN. Se han podido determinar las constantes de
protonacion mediante medidas potenciométricas, correspondientes a los grupos amino de la cadena
lateral, mientras que no fue posible determinar la protonacion de la amina central del TPA debido a
su extremada baja basicidad. La especiacion del compuesto se ha completado mediante la
elaboracion de un diagrama de distribucion en funcion del pH, lo cual ha permitido estimar el grado
de protonacién en todo el rango de pH estudiado (2.0 a 11.0).

Ademas, haciendo uso de técnicas espectroscopicas, tanto UV-Vis como de fluorescencia, se ha
podido evaluar su comportamiento fotofisico. En el espectro de absorbancia, a medida que aumenta
el pH, hay un incremento en la banda, en cambio, en el espectro de fluorescencia se ha observado
un perfil diferente, ya que el aumento del pH conlleva al minimo de emision registrado, mientras
que a pH mas acido, donde se encuentra la especie totalmente protonada, se alcanza el maximo de
fluorescencia. Estos resultados se han atribuido a un efecto PET.

Conclusion 3: Se ha evaluado la estabilidad del compuesto mediante ensayos de agregacion, que
junto con técnicas como DLS y estudios computacionales han permitido observar el efecto que
ocasiona la polaridad del medio en el estado de agregacion del compuesto. Se ha demostrado que la
polaridad del disolvente tiene un impacto significativo en la conformaciéon espacial y en las
propiedades fotofisicas de la molécula.

Conclusion 4: Mediante el andlisis del ensayo de desnaturalizacion térmica se ha evaluado la
interaccion del compuesto con el ADN G4 y su selectividad frente al ADN duplex, y se ha
verificado que nuestro ligando no interacciona ni estabiliza de forma significativa ninguna de las
estructuras de ADN estudiadas, lo cual puede deberse a una interaccion mas débil y deslocalizada
con el esqueleto de azucar fosfato del ADN y no con las regiones caracteristicas de las estructuras
G4, como han sugerido los resultados de dinamica molecular. El andlisis de las conformaciones
generadas con los estudios de dindmica molecular pone de manifiesto que la union en el bolsillo del
G4 estd basada principalmente en interacciones electrostaticas de los grupos amonio del ligando asi
como en interacciones de apilamiento n-nt de los grupos TPA. Por ello, estos hallazgos respaldan de
manera concluyente la importancia de las fuerzas electrostaticas en la union a los G4s.
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Conclusion 5: La evaluacion bioldgica del ligando se ha llevado a cabo en una linea celular tumoral
mediante el ensayo de viabilidad celular de MTT. Se obtuvieron resultados significativos, ya que el
compuesto a concentraciones del orden micromolar, es capaz de inhibir el crecimiento celular tanto
a las 24 horas como a las 48 horas, lo que lo convierte en un potencial agente antitumoral.

Conclusion 6: Se han llevado estudios de interaccion con metales de transicion y de postransicion,
concretamente con Cu**, Mn?*, Ni*'y Zn®" Los resultados sugieren que la interaccion entre el
ligando y los diferentes metales cationicos tiene un impacto significativo en la fluorescencia del
compuesto, dependiendo de las propiedades magnéticas de los metales y capacidad e interactuar
con el ligando, ya que se observa que en presencia de metales paramagnéticos como el cobre y el
niquel conduce a una disminucién en la fluorescencia. En cambio, con el zinc, que es un metal
diamagnético, produce un fuerte aumento de su emision.

Teniendo en cuenta estas conclusiones, y para maximizar el potencial del ligando, se podria
investigar la posibilidad de funcionalizar el compuesto con grupos especificos, para que cambie sus
propiedades fisico-quimicas y bioldgicas, mejorando su afinidad por ciertas dianas moleculares.
Asi mismo, modificar su longitud, incrementando el nimero de cadenas poliaminicas y por tanto, el
numero de cargas positivas, permitiria incrementar su interaccion con los G-cuadruplex.

Ademas, la introduccion de grupos funcionales especificos podria aumentar la basicidad de la
amina central del TPA, permitiendo su caracterizacion 4cido-base. Del mismo modo, la
optimizacion de su estructura podria evitar la agregacion en agua y mejorar la estabilidad del
compuesto, asi como potenciar su interaccion con el ADN G4.

A su vez, un cambio en su arquitectura, podria permitir un control de su respuesta en funcion pH,
monitorizando su expresion y permitiendo su uso como sonda fluorescente en aplicaciones
bioanaliticas o de bioimaging.

Debido al gran auge de la medicina personalizada y la terapia dirigida, se podria disefiar un ligando
que en funcion de su carga, se dirija especificamente a su diana, o incluso, aprovecharnos de estas
técnicas y llevarlo en sinergia con agentes quimioterapéuticos comprobados, potenciando los
resultados clinicos en pacientes con cancer.

En cuanto a la citotoxicidad del compuesto, se podrian evaluar otras lineas celulares tumorales atn
mas resistentes para poner a prueba la citotoxicidad del compuesto en situaciones mas extremas.

Asimismo, la capacidad que tiene nuestro ligando para formar complejos estables con metales
cationicos es de gran relevancia, no solo por su implicacidon con la quimica de coordinacion, sino
también por su potencial en diversas aplicaciones biomédicas. Estos complejos estables pueden
emplearse como agentes de contraste en técnicas de imagen, o como agentes terapéuticos en
tratamientos anticancerigenos, como hoy en dia se hace con el uso del cisplatino, un compuesto de
coordinacion que contiene platino. Ademads, pueden servir como vehiculos seguros para la
liberacién especifica de farmacos en su sitio diana.

En definitiva, el nuevo compuesto sintetizado emerge como una herramienta versatil y prometedora
en el ambito de la biotecnologia e investigacion biomédica, permitiendo abrir nuevas vias en el
disefio de terapias personalizadas y dirigidas contra el cancer y contribuir de manera significativa al
avance de las mismas. En conjunto, todas estas perspectivas futuras subrayan el papel fundamental
del compuesto en la innovacion biotecnologica y en el desarrollo de soluciones terapéuticas para
mejorar la salud humana.
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ANEXO 1. Espectros RMN

Caracterizacion ligando por espectro monodimensional.
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ANEXO 2. Espectro HSQC

Caracterizacion ligando por espectro bidimensional heteronuclear.
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Espectro HSQC de TPA-Tren en D,O.
ANEXO 3. Espectro COSY

Caracterizacion ligando por espectro bidimensional homonuclear.
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