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RESUMEN

La metformina es una biguanida que ha sido utilizada durante los ltimos 40 afios para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (DMZ2) la cual es una de las grandes probleméticas
del sector salud a nivel mundial. Es capaz de formar complejos de coordinacién con algunos
iones metalicos del bloque d, entre ellos los iones cobre 2+ (Cu?") y vanadilo (VO?*), que
por si mismos, tienen propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias, antidiabéticas, entre
otras. En la literatura cientifica se reporta que los farmacos complejados con iones metélicos
presentan mayor actividad bioldgica y con menos efectos secundarios; es por ello, que en

este trabajo se evalua la formacion de complejos entre metformina y los iones Cu?* y VO?*.

Cabe mencionar que el sistema de ortofenantrolina (1,10-ortofenantrolina=0Ofen) también se
estudio con ambos iones de forma previa a los sistemas con metformina, debido a que se

empled como sistema modelo por tener una estructura quimica similar.

Para todos los sistemas se determinaron los parametros termodinamicos asociados al proceso
de complejacion mediante Titulacion Calorimétrica Isotérmica (ITC) a 25 °C en solucion
acuosa, variando el valor del parametro de c entre 320 y 97, y la relacién molar con valores
menores a 3.5. Los parametros termodinamicos determinados son: la constante de equilibrio
de formacion global (B), la energia libre de Gibbs (AG°®), la entalpia (AH®) y la entropia (AS®).

Con la realizacion de este trabajo experimental se determiné que los sistemas cobre/Ofen,
vanadilo/Ofen y vanadilo/metformina, el proceso de complejacion es exotérmico; mientras
que, para el sistema cobre/metformina el proceso es endotérmico. Para cada sistema
estudiado se logré determinar el perfil termodindmico de la interaccién entre el metal y el
ligante (M:L), siendo los complejos de estequiometria 1:1 mas estables que los complejos de
estequiometria 1:2. También se logré determinar, para todos los complejos, que la
contribucion entropica es mayor que el término entalpico sobre la espontaneidad de la

complejacion.
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1. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es uno de los grandes problemas que presenta el mundo en
cuestion de salud. La DM es una enfermedad que se caracteriza por el desorden metabodlico
que provoca el aumento del nivel de glucosa en la sangre (hiperglucemia) causado por el
defecto de la secrecion o accion de insulina (Altagracia-Martinez et al., 2007). Esta
enfermedad es una condicion seria y de gran impacto no solo para la persona que la padece,
sino también para la familia y la sociedad. La DM es una enfermedad que se encuentra entre

las principales causas de muerte en adultos (Valdés et al., 2007).

En las Gltimas décadas, el niUmero de personas que padecen DM han ido en aumento. Se han
convertido en uno de los problemas més preocupantes debido a que no solo personas adultas
desarrollan esta enfermedad, sino también ha incrementado su incidencia en adultos jovenes,
adolescentes y nifios (Guariguata et al., 2014). El estilo de vida sedentario, el estrés, la dieta
rica en grasas y azucares, son algunos factores que propician el desarrollo de la diabetes. La
diabetes tipo 2 (DM2), que solia ser mas comun en adultos mayores, ahora esta siendo
diagnosticada con mayor frecuencia en personas mas jovenes, incluyendo adolescentes y
nifos. Esta tendencia es alarmante y se atribuye en gran medida a los cambios en los estilos
de viday a la creciente prevalencia de sobrepeso y obesidad en la poblacion joven (Acebedo-
Martinez et al., 2023).

En la actualidad, existen varios medicamentos para tratar la diabetes mellitus; sin embargo,
no existe cura para esta enfermedad, solo existen tratamientos para su control. El tratamiento
oral mas comun para la DM2 es la metformina (MTF). La metformina es un medicamento
antidiabético que pertenece a la clase de las biguanidas, ayuda a reducir los niveles de glucosa
en sangre al disminuir la produccion de glucosa en el higado y aumenta la sensibilidad de los
tejidos periféricos (como los masculos) a la insulina. La insulina es una hormona que regula
la glucosa en sangre. La metformina a menudo se formula como clorhidrato de metformina

para lograr una mayor solubilidad en agua y ser mas estable (Acebedo-Martinez et al., 2023).

Por otro lado, en la literatura cientifica, existe un gran interés en estudiar farmacos utilizados
en el tratamiento de enfermedades crénico-degenerativas unidos a iones metalicos, ya que se

afirma que este tipo de complejos metal-farmaco da como resultado un perfil farmacol6gico



mejorado, incluida una resistencia reducida a los medicamentos, asi como un espectro de
actividad mas amplio, ademas de presentar baja toxicidad (Al-Saif & Refat, 2013; Kuppuraj
et al., 2009; Moreano Villena et al., 2012; Rafique et al., 2010; Rusanov et al., 2022).

Por lo anterior, en este trabajo de tesis se estudia la complejacion del farmaco
hipoglucemiante metformina (MTF) con los metales vanadio(1V) y cobre(ll) en disolucion,
determinando parametros termodinamicos tales como la constante de formacion (Ks), la
entalpia de reaccion (AH®), la energia libre de Gibbs asociada a la reaccion (AG®) y la
entropia del proceso (AS°) a temperatura y presion constante. Este estudio se llevd a cabo
utilizando la técnica de Titulacion Calorimétrica Isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés).
La informacién termodindmica es la clave para el disefio de farmacos, descubrimiento y
optimizacion, porque provee detalles acerca del balance de la fuerza motriz que no puede ser
obtenido solo de métodos estructurales y computacionales (Fox et al., 2018; Freire, 2008;
Renaud et al., 2016). Ademas, también se estudiaron complejos formados entre 1,10-
ortofenantrolina (Ofen) y los mismos iones metalicos, considerando a la molécula de Ofen
como sistema modelo debido a que, en su estructura, presenta nitrégenos al igual que la MTF.
Con los resultados logrados, se contribuye con informacién quimica fundamental que
coadyuve en el disefio de nuevos farmacos multicomponentes mas eficaces y con menos

efectos secundarios.

El contenido de la tesis esta dividido en los siguientes apartados; En la seccion 1.1 Diabetes,
se define qué es la diabetes, como se clasifica y cuales son los dafios en el organismo. En la
seccion 1.2 Hipoglucemiantes orales, se menciona la clasificacion de los hipoglucemiantes
usados en el tratamiento de la diabetes; entre esta clasificacion existe la familia de las
biguanidas, la cual se aborda en el apartado 1.2.1; mientras que en el apartado 1.2.2
Metformina se describen aspectos importantes sobre este farmaco. En el apartado 1.3 lones
metalicos: generalidades, se muestra un panorama general sobre iones metalicos con enfoque
a aquellos iones metalicos que puedan tener actividad bioldgica. En las secciones 1.4
Complejos farmaco-ion metalico, 1.5 Termodinamica del equilibrio quimico, y 1.6
Titulacién Calorimétrica Isotérmica, se proporciona informacion sobre estudios de farmacos
unidos a iones metalicos con mayor actividad bioldgica, sobre la relacion que existe entre los

parametros termodinamicos; y, sobre la técnica analitica ITC, respectivamente. Hasta aqui,



todos los temas y subtemas forman parte de la introduccion. La seccidn 2. Antecedentes,
contiene los antecedentes sobre estudios de complejos de ortofenantrolina y metformina con
iones metalicos. La seccién 3. Justificacion, contiene la justificacion del trabajo, mientras
que la seccidn 4. Objetivos presenta los objetivos de este trabajo de investigacion, en los que
se plantea determinar el perfil termodinamico de los complejos entre MTF con Cu?"y VO?*.
En la seccion 5. Metodologia se describen los reactivos, equipos y software utilizados,
también describe claramente coémo se prepararon y realizaron cada una de las valoraciones
calorimétricas de los sistemas Cu?*/Ofen, VO?*/Ofen, Cu?*/MTF y VO*/MTF, entre otros
experimentos que fueron necesarios realizar. Por otro lado, los resultados obtenidos y su
analisis en la seccidn titulada 6. Resultados y discusion. En la seccién 7. Conclusiones se
detallan las conclusiones obtenidas. El apartado 8. Perspectivas de la investigacion describe
algunas sugerencias sobre posibles caminos a seguir en la investigacion realizada.
Finalmente, la seccidn 9. Referencias se presentan las referencias consultadas; y en la seccion
10. Anexos se muestran trabajos colaterales aunados a este trabajo de tesis, por ejemplo,

participacion en congreso, publicacion de articulo, etc.

1.1 Diabetes

La DM es una de las enfermedades crénico-degenerativas mas comunes, siendo una gama de
trastornos metabdlicos asociada a multiples complicaciones en el organismo como
insuficiencia en la secrecion de insulina, incremento en la produccion de glucosa y anomalias
en el metabolismo de grasas, carbohidratos y proteinas. La DM aumenta el riesgo de padecer
enfermedades macrovasculares como ataques cardiacos y microvasculares como retinopatia
y neuropatia periférica (Acebedo-Martinez et al., 2023; Guariguata et al., 2014; IDF, 2015;
NOM-015-SSA2-2010, 2010; Pearson-Stuttard etal., 2022). Siendo la DM una de las
principales causas de ceguera, insuficiencia renal, ataques cardiacos, accidentes

cerebrovasculares y amputacion de miembros inferiores (WHO, 2023).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que mas de 422 millones de personas
en todo el mundo padecen diabetes, prevalece mayoritariamente en paises de ingresos bajos
y medianos; reporta que 1.5 millones de muertes se atribuyen a la diabetes cada afio (WHO,

2023). Por otro lado, la Federacion Internacional de Diabetes (FID) en 2019, evalu6 que 537
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millones de personas la padecian y que 240 millones de personas vivian con diabetes sin
diagnosticar; proyectando que para el 2030, 643 millones de personas tendran diabetes, y
para el 2045, aproximadamente 783 millones de personas viviran con diabetes, un aumento
del 46 % con respecto del 2019 (IDF, 2023).

En México, se ha reportado que la diabetes mellitus se encuentra entre las 5 principales
causas de muerte desde 1990 segln el INEGI. En 2021, la principal causa de muerte en
México fue el COVID-19 con 238,772 defunciones, en segundo lugar, enfermedades
relacionadas con el corazén con 225,449 muertes, mientras la DM provocé la muerte de
140,729 personas, ocupando el tercer lugar dentro de las principales causas de muerte
(Gomez Dantés etal., 2011; Perdigén-Villasefior & Fernandez-Cantén, 2008; Sanchez-
Morales et al., 2022).

En el 2019, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés) realiz6 la
siguiente proyeccion: México tenia 12.8 millones de personas enfermas de DM en este afio,
y para el 2030 se proyecté que 17.2 millones de personas padeceran esta enfermedad;
mientras que para el 2045, seran 22.3 millones de personas (Saeedi et al., 2019).

Por otro lado, la DM se puede clasificar en tres principales tipos (Ahmad, 2012; American
Diabetes Association, 2013; Arbuckle, 2017; Fender, 2014; Gill & Mbanya, 2013; Ismail &
Peveler, 2009; Masharani, 2021; Murphy et al., 2021):

a) Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1): Se caracteriza por déficit total o relativo en la
secrecion de insulina debido a la destruccion de células pancreaticas 3, desarrollando
la necesidad de que el paciente se inyecte multiples dosis de insulina diarias para
sobrevivir. La DM1 también es conocida como diabetes insulinodependiente o
diabetes juvenil. Este tipo de diabetes cubre solo entre el 5y 10 % de la poblacion
total de personas que padecen DM, presentandose en su mayoria en nifios y
adolescentes (Ogle et al., 2022).

b) Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2): También llamada DM no insulino-dependiente o del
adulto. Se caracteriza por altos niveles de glucosa en sangre como resultado de la
respuesta inadecuada de la secrecion de la insulina estimulada por la glucosa y la
disminucion en la sensibilidad de los tejidos a los efectos de la insulina. El cuerpo se
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vuelve resistente a la insulina o no produce suficiente insulina. Abarca el 90 % de la
poblacion total de pacientes con DM y se diagnostica con mayor frecuencia en
adultos. Los sintomas méas comunes son incremento de sed, hambre, ganas de orinar
frecuentemente, fatiga y pérdida de peso (Ahmad, 2012; IDF, 2023; Saeedi et al.,
2019). En la Figura 1 se presenta un grafico que representa la poblacién total de

personas que sufren de DM, dividiendo en DM1y DM2 y su respectivo.

c) Diabetes Mellitus Gestacional (DMG): Se puede definir como la presencia de
hiperglicemia durante el segundo y tercer semestre del embarazo, aumentando el
riesgo de que la madre desarrolle diabetes en un futuro y el hijo obesidad (Mraovic
& Joseph, 2016; Wang et al., 2022).

DM2
(90 — 95 %)

Figura 1. Porcentaje total de personas enfermas con Diabetes Mellitus: tipo 1 (DM1) y tipo 2
(DM2).

Dentro de las recomendaciones para combatir los malestares que genera la DM, es
implementar una dieta baja en grasas y alta en fibra, y hacer ejercicio. Los farmacos
recomendados para el tratamiento de DM son los agentes orales y el uso de insulina, ya sea

en monoterapia o tratamiento combinado (Reusch et al., 2018).
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1.2 Hipoglucemiantes orales

El uso de agentes orales, o también llamados hipoglucemiantes orales, tiene un importante
impacto en el tratamiento de la DM2, clasificandose en las siguientes clases (Agencia
espafiola de medicamentos y productos sanitarios, 2015; Gonzéalez-Barbosa et al., 2023;
Powers et al., 2022; Puigdevall Gallego et al., 2000):

Sulfonilureas: Son consideradas como el farmaco de segunda linea para el tratamiento de la
DM2. Provoca la liberacion de insulina estimulando las células B-pancreaticas. Dentro de la
clasificacion de las sulfonilureas estan las de primera generacién como la tolbutamida,
tolazamida y clorpropamida; y las de segunda generacion como son la glibenclamida,
glipicida y la glimepirida. En este caso, las sulfonilureas de primera generacion son mas
potentes (Masharani, 2021). Estos farmacos solo se ocupa en pacientes con DM2 y no con
pacientes con DM1, ya que se necesita que las células-p sean funcionales y estan contra
indicadas en pacientes con deterioro hepatico o renal (Altagracia-Martinez et al., 2007).
Dentro de los efectos secundarios pueden provocar hipoglucemia, anemia hemolitica,
erupciones cutaneas, dolor de cabeza, nauseas, diarrea, aumento de peso y vémito (Douros
etal., 2018).

Biguanidas: Disminuyen la produccion de glucosa hepética y aumenta la sensibilidad a la
insulina. Dentro de este grupo se encuentra la buformina, fenformina y la antes mencionada
MTF. Dentro de los efectos adversos que provocan las biguanidas estan la diarrea, vémito,

flatulencias, indigestion y dolor estomacal (Altagracia-Martinez et al., 2007).

Tiazolidinedionas: Son hipoglucemiantes que aumentan la sensibilidad a la insulina y la

utilizacion de la glucosa. Algunos ejemplos de estos farmacos son troglitazona, rosiglitazona
y pioglitazona. Dentro de los efectos adversos que pueden provocar son infecciones en el
tracto respiratorio superior, dolor de cabeza, sinusitis y desorden en los dientes (Altagracia-
Martinez et al., 2007).

Inhibidores de o-glucosidasas: Este tipo de farmaco retrasa la absorcién y digestion de los

azucares en el tubo digestivo, inhibiendo las enzimas que catalizan el proceso. Algunos
ejemplos de farmacos son acarbosa y miglitol, presentan dolor abdominal, diarrea y
flatulencias como efectos adversos (Altagracia-Martinez et al., 2007; Caruso & Silliman,
2009).
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Meglitinidas: Comparten el mismo mecanismo de accion que las sulfonilureas, son
segregadoras de insulina, y reducen los niveles postprandiales de glucosa. Presentan efectos
adversos como dolor de cabeza, nduseas, diarrea e hipoglucemia. Algunos ejemplos de este

tipo de farmacos son la repaglinida y nateglinida.

A continuacion, se presenta informacion mas detallada sobre las biguanidas, debido a que el

farmaco estudiado en este trabajo de tesis es la MTF, la cual pertenece a esta clasificacion.

1.2.1. Biguanidas

Dentro de los hipoglucemiantes orales mas utilizados en el tratamiento de la DM estala MTF,
ya sea como tratamiento Unico o combinado con alguna sulfonilurea. Las biguanidas se
caracterizan por una amplia gama de propiedades bioldgicas diversas, incluidas actividades
anticancerigenas, antimicrobianas, antipaltdicas, cardioprotectoras y otras. Son excelentes
ligandos bidentados donadores de N, forman facilmente complejos con practicamente todos

los metales de transicion (Rusanov et al., 2022).

En la Figura 2, se presenta la estructura quimica de la biguanida, siendo un ligante bidentado
que presentan dos grupos iminos en posicion cis, con alto contenido de nitrégeno y bajo de
carbono, termoestables y poseen la capacidad de formar complejos estables con metales
(Ray, 1960).

NH NH

H2N NH NH2

Figura 2. Estructura quimica de biguanida.
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1.2.1.1 Sintesis de biguanida

La sintesis de la primera biguanida fue en 1879 por B. Rathke usando cianamida y guanidina
(Rathke, 1879; Ray, 1960).

H NH NH2 NH
/ —
N=——N + )k «
\ ~
H H2N NH2 H2N N NH2
Cianamida Guanidina Biguanida

Figura 3. Sintesis de biguanida.

1.2.1.2 Tautomeria en biguanidas.

Debido a que las biguanidas tienen dos grupos iminos, éstas tienen propiedades acido-base,

presentando diferentes estructuras dependiendo del pH del medio.

A pH mas 4acido, la biguanida se presenta en su forma diprotonada y conforme el pH va
aumentando, la biguanida se desprotona, presentandose en su forma monoprotonada y

desprotonada como se muestra en la Figura 4.

1 6
NH2 NH+ NH2 NH2 NH, NH
k L * Py PPN
NH2 NH2 H,N~ 2 °N7 5 “NH,
3 7
4 4 4
a) b) c)

Figura 4. Estructuras de biguanida a) diprotonada, b) monoprotonada y c) neutra (Kathuria et al.,
2018).
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En la Figura 4a el nitr6geno 6 y 4 tienen carga positiva de (+1), debido a que es la especie
diprotonada; en la Figura 4b, solo el nitrogeno 6 tiene carga positiva de (+1), siendo la especie

monoprotonada; y la Figura 4c representa la especie desprotonada o neutra.

La especie monoprotonada de la biguanida presenta hasta 4 estructuras tautoméricas, como

se muestra en Figura 5.

Dentro de las aplicaciones que tienen las biguanidas se encuentran su uso como sustrato para
la sintesis de heterociclos como triazinas, quinazolinas y pirimidinas. En el campo de la
medicina como antidiabético, antimalaria, antiséptico, antiviral y anticancerigeno (Kathuria
etal., 2018).

)I\ﬁ NH, NH NH3
H,>N N NH H,>N N NH,
H H
a) b)

NH3 NH, NH, NH3
o -
H,>N N NH- H,>N N NH,
©) d)

Figura 5. Tautomeria de la biguanida monoprotonada, siendo las estructuras c y d las més estables
(Bharatam et al., 2005; Kathuria et al., 2018).

Posteriormente, diversos cientificos realizaron experimentos para sintetizar méas biguanidas,
las cuales tienen diferentes aplicaciones farmacoldgicas. En la Tabla 1 se muestra una lista
de biguanidas representativas con diferentes propiedades farmacoldgicas (Kathuria et al.,
2021).
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Tabla 1. Estructura quimica, nombre comercial y quimico de algunas biguanidas.

Nombre comercial/ nombre

- Estructura quimica Referencia
quimico
NH2 NH
Metformina / Dimetilbiguanida HBC\N \N NH2 (Van§82a8;at al.,
CH3
Buformina / NH2 N/\/\CHg
Diamida N-

butilimidocarbonimidico

| (Z. Zhu et al., 2015)

1-butilbiguanida HoN \N NH2
Cl
Proguanil /
N1-(-4-clorofenil)-N5- CH3 NH2 N (Curd & Rose, 1946)
isopropilbiguanida )\
AN
H3C N N NH2
H
NH2 NH
Moroxidina / S
N-[amino(imino)metil]morfolin-
4-carboximinamida N N NH2 (Melander, 1960)
(ABOB)
@)
Fenformina /\/@ (Mehnert et al.,
1-feniletilbiguanida NH2 N 1965)
PPN
H2N N NH2
Cl
Cicloguanil H3C CH3
1-(4-clorofenil)-6,6-dimetil-1,6- >< (Canfield & Rozman,
dihidro-1,3,5-triazine-2,4- N N 1974; Tse et al., 2019)
diamina ‘
F
H2N N NH2
Polihexamida NH2 - INH2 (Ikeda et al., 1984;
Polihexametilenbiguanida HaC )\ )\N cHz  Szkotuda & Karpinski,
H n 2020)
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1.2.2 Metformina

La metformina (MTF) es el hipoglucemiante oral mas ocupado en los ultimos afios debido a
su eficacia, sin generar hipoglucemia y acidez lactica; es considerada como el medicamento
de primera linea para el tratamiento de DM2. Actua disminuyendo la produccion de glucosa
en el higado al inhibir la glucogendlisis y la neoglucogénesis, estos son procesos por los
cuales el higado libera glucosa en la sangre, y al disminuirlos, se reduce la cantidad de
glucosa que se libera al torrente sanguineo (Adam et al., 2015; Borgnakke, 2019; Karavanaki
et al., 2022; Migdal et al., 2017; Nicholas et al., 2009; Pradhan et al., 2020; Rena et al., 2017,
Repiscak et al., 2014; Yendapally et al., 2020).

En la Figura 6 se muestra la estructura quimica de la metformina, comercialmente es
formulada como clorhidrato de metformina (MTF-HCI) (Figura 7) para lograr una mayor

solubilidad en agua (Acebedo-Martinez et al., 2023).

NH2 NH
\ITI N NH2

CH3

Figura 6. Estructura de la metformina (MTF).

+ —
NH2  NH>Cl

N N NH2

Figura 7. Estructura quimica del Clorhidrato de Metformina (MTF-HCI).
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1.2.2.1 Propiedades fisicoquimicas

En la Tabla 2 se presentan las propiedades fisicoquimicas de MTF y del clorhidrato de

metformina (MTF-HCI).

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de MTF y del clorhidrato de metformina (Gonzélez-Barbosa

etal., 2023).

Metformina

Nombre quimico

N,N-dimetilimidodicarbodiamida
1,1-dimetilbiguanida
N,N-dimetilbiguanida

N’-dimetilguanilguanidina

Foérmula molecular CsH11Ns
Masa molar 129.17 g/mol
Apariencia Polvo cristalino de color blanco
Punto de fusion 232 °C
pKa1 pKaz Referencia
2.8 115 (Bretnall et al., 1998)
2.8 11.6 ((Hernandez et al., 2015)
2.8 1151 (Saxena et al., 2010)
3.14 13.85 (Orgovén & Noszal, 2011)
pKa1y pKaz 2.8 11.51 (Ashour & Kabbani, 2003)
2.79 11.02 (Karaderi et al., 2020)
293 1151 (Gholivand & Mohammadi-Behzad,
2013)
pKar  pKaz pKas Referencia
2.67 8.0 10.57 (Abdelrahman et al., 2009)
Soluble en agua (>300 mg/mL) (Metformin - CAS 1115-70-4 -
Solubilidad Calbiochem | 317240, 2008)

Poco soluble en etanol y lipidos (Metry et al., 2021)

Insoluble en cloroformo, acetona y éter.
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Clorhidrato de Metformina

Clorhidrato de N,N-dimetilimidodicarbodiamida
_ Clorhidrato de 1,1-dimetilbiguanidad
Nombre quimico _ o _
Clorhidrato de N,N-dimetilbiguanidad

Clorhidrato de N"-dimetilguanilguanidina

Formula molecular C4H11Ns-HCI

Masa molar 165.63 g/mol

Apariencia Polvo cristalino de color blanco
Punto de fusion 223 °C

Altamente soluble en agua: 285 mg/mL a 20 °C (C. J. Bailey,
2017) y >300 a 25 °C (Desai et al., 2014; Sheela et al., 2010)

Parcialmente soluble en alcohol

Solubilidad

Insoluble en éter, cloroformo, acetona y cloruro de metileno

1.2.2.2 Sintesis de metformina

Antes del uso de metformina como farmaco para el tratamiento de DM, se empled la planta
Galega Officinalis para reducir glucosa en sangre, la cual es rica en guanidina; sin embargo,
esta sustancia era demasiado tdxica para su uso clinico, por lo que se puso atencién en la
galegina, extracto menos toxico utilizado como agente antidiabético en la década de los 20
(C. Bailey & Day, 2004; C. J. Bailey, 2017; Howlett & Bailey, 1999).

La primera sintesis de metformina fue en 1920 por Werner y Bell, haciendo reaccionar 2-
cianoguanidina y dimetilamonioclorado a 180 °C por 3 h, obteniendo un rendimiento del 90
% (Figura 8) (Werner & Bell, 1922).
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NH2 NH

CH3 NH2
N <
+ )\ / — H3C )\
NH- HCI AN ~ '
HaC _ HoN N N N NH2 -HCI
CH3
Clorhidrato de Clorhidrato de

2-cianoguanidina

dimetilamonio metformina

Figura 8. Sintesis de Clorhidrato de Metformina (MTF-HCI).

En la Figura 9 se presenta una linea del tiempo de la metformina en la que se sefialan algunos
eventos principales (C. Bailey & Day, 2004; C. J. Bailey, 2017; Gottlieb et al., 1962; Hunt
et al., 1997; Prugnard & Noel, 1996; Rubifio et al., 2019; Slotta & Tschesche, 1929; Ungar
etal., 1957; Werner & Bell, 1922; WHO, 2002; Williams & Palmer, 1975).

Metformina
mtroducida a la
lista en WHO de
medicinas
esenciales.

La buformina, Fenformina y
fenformma y metfomirna buformina son

Slotta y Tschesche
sintetizaron la
dimetilbiguanida

Uso de Galega Ungar sintetizé la

fueron enlistadas en el retiradas del mercado
Formulara Nacional por causar acidez
Britanico lactica

officinalis fenformina

1977 - 1980 1994

1772

1922

Glocophage,
flumamin y
dimetilbiguanida son
la misma metformina

E. Garcia reporto el
uso de Flumamm
para el tratamiento de

influenza y malaria

Werner y Bell
sitetizaron NN-
dimetilbiguanina

Reportan acides
lactica causada por
la fenformina

Metformina fue
aprobada por la
FDA

Mehnert reporta la
sintesis de
buformina

Figura 9. Linea del tiempo de la MTF.

1.2.2.3 Polimorfismo de la Metformina

La metformina presenta polimorfismo, siendo el polimorfo termodindmicamente estable
(Forma 1), el cual fue reportado en 1989 por Hiraharan, y el polimorfo metaestable (Forma
I1) en 2004 por Childs; estos polimorfos contienen una estructura monoclinica (Childs et al.,
2004; Hariharan et al., 1979; Metry et al., 2021).

Las diferentes formas cristalinas de un mismo compuesto presentan diferentes propiedades
fisicoquimicas y farmacotécnicas, las cuales mejoran la biodisponibilidad de un farmaco,

aumentando la velocidad de disolucion para farmacos con baja solubilidad, siendo que este
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tipo de polimorfismo sean preferidos por la industria farmacéutica (J. Lu & Rohani, 2009;
Sanchez et al., 2007; Santos et al., 2014).

1.2.1.4 Tautomeria de Metformina

La MTF tiene propiedades acido-base por lo cual esta sujeta a presentar diferentes especies
dependiendo el pH del medio en el que se encuentre. En la Figura 10 se muestran las
estructuras de metformina diprotonada, monoprotonada y neutra. Como se menciono en la

Tabla 2, la MTF tiene dos valores pKas.

NH2  NH3 NH2  NH

H3C\N)\ +L pKa1 H3C_ )\ )L pKaZ H3C._ )\ )k

‘ N NH2 N N NH2
H

CH3 CH3 CH3

Figura 10. Estructuras de metformina diprotonada (H.MTF?*), monoprotonada (HMTF*) y neutra
(MTF) (Hernandez et al., 2015; Kathuria et al., 2021).

La metformina monoprotonada (HMTF') presenta 4 estructuras tautoméricas. Cabe
mencionar que a pH fisiol6gico se encuentra presente la HMTF", siendo esta especie la forma
bioactiva (Figura 11) (McCreight et al., 2016).
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NH, NH3
H3C \
\ITI N NH,
CHj;
a)
NH3 NH
H5;C
\N N NH,
| H
CH,
c)

HsC

NH NH3

SN N NH,
\ H
CH,
b)
NH3 NH,
N N NH
| H
CHa
d)

Figura 11. Tautomeria de metformina monoprotonada (HMet*), siendo la estructura a) la mas
estable (Kathuria et al., 2018; Trouillas et al., 2013).

La especie neutra o desprotonada de la MTF presenta dos estructuras tautoméricas, las cuales

se pueden observar en la Figura 12. En la mayoria de los articulos cientificos publicados

sobre MTF presentan a la estructura de la especie MTF como en la Figura 12a; mientras que

Bharatam y sus colaboradores indican que la Figura 12b es la estructura de MTF mas estable

(Bharatam et al., 2005).

NH NH
e,
N N NH2
| H

CH3
a)

NH2

NH
\TI N NH2

CH3
b)

Figura 12. Tautomeria de metformina.
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1.3 lones metalicos: generalidades

Los metales de transicion poseen diversos estados de oxidacion, los cuales tienen diversas
propiedades terapéuticas siendo potenciales alternativas en diversos tratamientos (Abu-El-
Wafa et al., 1987; Rusanov et al., 2022). Los metales de transicion pueden adoptar varias
geometrias basadas en su nimero de coordinacion tales como octaedro, piramide cuadrada,
bipiramide-trigonal y cuadrado plano; mientras que las moléculas organicas carecen de esta
variedad de geometrias y solo pueden adoptar las geometrias tetraedro, planar y lineal
(Noffke et al., 2012).

Los iones metalicos (Metal=M), al estar deficientes de electrones, tienen la capacidad de
aceptar pares de electrones comportandose como acidos de Lewis; por lo cual pueden unirse
a moléculas que se actien como bases de Lewis (Ligantes=L) al donar estos pares de
electrones. Debido a estas caracteristicas que presentan los iones metalicos, a continuacion,

se proporciona relevante de Cu?*y VO?*,

1.3.2 Cobre (Cu?")

El cobre es esencial en plantas y animales, encontrandolo principalmente en el torrente
sanguineo como cofactor de enzimas. En humanos adultos, se encuentra un total de 80 a 120
mg de cobre; 8 mg en higado y 15 mg en corazdn, rifiones, sangre, cerebro y baso. En altas
cantidades puede ser fatal para el organismo, mientras que, la deficiencia de cobre en el
organismo puede presentar varias complicaciones como degeneracion neuronal, retraso

mental, anemia, entre otras (Marzano et al., 2009; Uriu-Adams & Keen, 2005).

El cobre es un metal de transicion con configuracion electronica [Ar] 3d%s! y sus iones
pueden adquirir los estados de oxidacion mas usuales de 0, 1, 2 y 3; especificamente el Cu?*
tiende a formar complejos con geometrias: cuadrada plana distorsionada, piramide cuadrada
y octaédrica (Crichton & Pierre, 2001; Dalecki et al., 2017; Flemming & Trevors, 1989; Haas
& Franz, 2009; Zehra et al., 2021).

Entre las diversas aplicaciones del cobre, se destaca el uso de complejos entre Cu?* y ligantes
con diferentes propiedades terapéuticas, tales como anticancerigena, antidiabética, antiviral,

antiinflamatorias, antimicrobiana, etc. (Duncan & White, 2012; Gaetke & Chow, 2003; Jing
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et al., 2016; Pickart et al., 2015; Rajalakshmi et al., 2014; Uriu-Adams & Keen, 2005; Wehbe
etal., 2017).

Los primeros complejos de cobre con propiedades antidiabéticas son Cuz(dsal)s y Cuz(sal)a,
donde (dsal = 3,5-diisopropil-salicilato y sal = salicilato), mejorando la tolerancia a la glucosa
de ratas diabéticas (Abdul-Ghani et al., 1996; Gandy et al., 1983; Sorenson et al., 1983).
Posteriormente, Yasumatsu report6 el complejo bispicolinato de cobre(ll) [Cu(pic).] (pic =
picolinato), el cual mostré un alto efecto hipoglucemiante en animales comparado con el
complejo [VO(pic).] (Krishnan et al., 2014; Yasumatsu et al., 2007).

1.3.1 lon vanadilo (VO?%")

El Vanadio fue descubierto en 1801 en México por Andrés Manuel del Rio en Zimapan,
Hidalgo, nombrandolo Pancromio y después Eritronio. En 1830, fue redescubierto por Nils
Sefstrom (Trevifio et al., 2019). El vanadio presenta una configuracion electronica [Ar]3d4s?
y mdltiples estados de oxidacion que van de +2 al +5, diferencidndose por su coloracién
caracteristica para cada uno de ellos, vanadio(ll) es violeta, vanadio(lll) es verde, vanadilo o
vanadio(lV) es azul y para el vanadato o vanadio(V) es amarillo. Dentro de los estados de
oxidacion del vanadio, los de interés bioldgico son 3, 4 y 5 debido a que tienen propiedades
insulinomiméticas y antidiabéticas (Barrio, 2004).

Desde la década de los 80, los compuestos de vanadio han sido tema de interés por su poder
farmacoldgico en el tratamiento de diversas enfermedades como la DM2 (Sakurai et al.,
2005). Existen mas de 4000 patentes de compuestos de vanadio con diferentes propiedades
biolégicas como antiparasito, antiviral, antibacterial, antihipertensivo, anti-VIH,

antituberculosis, anticancerigeno y antidiabético (Trevifo et al., 2019).

La historia de los complejos de vanadio insulinomiméticos empieza en 1990 con
(VO(cism)z2), (VO(ma).), (VO(ox)2) y (VO(sal),), donde cism = bis(metilcisteinato), ma =
bis(malonato), ox = bis(oxalato) y sal = bis(salicilaldehido); estos complejos fueron puestos
a prueba para el tratamiento de hiperglucemia en ratas diabéticas. Dentro del experimento, el
complejo mas efectivo fue VO(ma)., mientras que el menos efectivo fue VO(0x)2. Cabe
resaltar que, dentro de la larga lista de compuestos de vanadio con propiedades
insulinomimeéticas, se hace énfasis en los complejos [VO(pa)2] y [VO(mal):], donde pa =
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bis(picolinato), y vanadio tiene estado de oxidacion +4 en ambos casos (Fedorova et al.,
2013; Sakurai, 2007; Sakurai et al., 2005).

Por otro lado, las sales de vanadio demostraron tener propiedades insulinomimeéticas por si
solas, se encuentra un trabajo reportado en el que se suministré a pacientes con DM2 el
compuesto VOSO4 durante 6 semanas (150 mg/dm?®), teniendo resultados positivos al
mejorar el estado glicémico reduciendo la produccién de glucosa basal y mejorando la

sensibilidad de insulina (Barrio, 2004).

1.4 Complejos farmaco—ion metalico

En la literatura cientifica existen varios estudios sobre la formacion de complejos entre
farmacos con iones metalicos, en donde se utilizan diferentes técnicas y métodos para
determinar la estequiometria, la constante de equilibrio, y otras propiedades termodinamicas
tales como la entalpia (AH®), la energia Gibbs (AG®) y la entropia (AS®) de estos complejos.
Entre los farmacos estudiados, en la formacion de complejos metalicos, se encuentran
farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINESs), hipoglucemiantes, entre otros (Fernanda
et al., 2014; Guiotoku et al., 2007; June White BS, 1924; Maria & Perell6, 2013; Marrote
Manzano, 2018; Prasad et al., 2021; Raper, 1997; Rodriguez-Laguna et al., 2019; Sakurai
et al., 2008; Yasumatsu et al., 2007).

Dentro de los primeros complejos estudiados de cobre con propiedades antidiabéticas se
encuentran Cu(dsal)s y Cuz(sal)s, donde (dsal = 3,5-diisopropil-salicilato y sal = salicilato),
mejorando la tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas (Abdul-Ghani et al., 1996; Gandy
etal., 1983; Sorenson etal.,, 1983). Posteriormente, Yasumatsu reportd el complejo
bispicolinato de cobre(ll) [Cu(pic)2] (pic = picolinato), el cual mostro un alto efecto
hipoglucemiante en animales comparado con el complejo [VO(pic)2] (Krishnan et al., 2014;
Yasumatsu et al., 2007).

Algunos informes sobre complejos de farmacos con los iones metales bajo estudio (VO?*y
Cu?*), se mencionan a continuacion. En 1990, se analizaron complejos de vanadio
insulinomiméticos, tales como (VO(cism)z2),, (VO(ma)2), (VO(0x)2) y (VO(sal)z), donde
cism = bis(metilcisteinato), ma = bis(malonato), ox = bis(oxalato) y sal = bis(salicilaldehido);

estos complejos fueron puestos a prueba para el tratamiento de hiperglucemia en ratas
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diabéticas. Determinando que el complejo mas efectivo fue VO(ma),, mientras que el menos
efectivo fue VO(0x).. Cabe resaltar que, dentro de la larga lista de compuestos de vanadio
con propiedades insulinomiméticas, se hace énfasis en los complejos [VO(pa):] y
[VO(mal).], donde pa = bis(picolinato), y vanadio tiene estado de oxidacion IV (Fedorova
et al., 2013; Sakurai, 2007; Sakurai et al., 2005).

La investigacién de complejos con propiedades insulinomiméticas ha sido larga y de gran
interés, algunos complejos han llegado a ser puestos a prueba en condiciones bioldgicas,
dependiendo de la estabilidad que presentan, esta misma puede ser calculada conociendo su

perfil termodindmico.

1.5 Termodinamica del equilibrio quimico

El calor (g) se define como la cantidad de energia que fluye a través de los limites entre el
sistema y el medio, como consecuencia de una diferencia de temperatura entre el sistemay
el medio. El calor es transitorio, solo aparece durante un cambio de estado del sistema y el
medio, mientras la energia, y no el calor, est4 asociada a los estados inicial y final del sistema
y del medio (Engel & Reid, 2007; Roldan Rojas, 2014).

Si la temperatura del medio disminuye, g es positivo; y si aumenta, g es negativo. Es habitual
decir que, si g es positivo, el calor se retira del medio y se deposita en el sistema. Si q es

negativo, el calor se retira del sistema y se deposita en el medio (Ball, 2004).

La entalpia (H) es una funcion de estado extensiva, que mide la cantidad de calor cedida o
absorbida en un sistema, teniendo unidades de energia. La expresion matematica que define
a la entalpia se muestra en la Ecuacion 1. Un cambio de entalpia negativo (AH<O0) indica un
proceso endotérmico, un cambio de entalpia positivo (AH>0) indica un proceso exotérmico
(Cengel et al., 2019).

H=U+PV 1)

Donde U es la energia interna, P es presion y V el volumen. Si un sistema mantiene su presion
y volumen constante, se podria decir que la energia interna es igual a la entalpia (Ecuacion
2).
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H=U )

Otro parametro termodindmico asociado a un proceso quimico es la entropia (S), la cual mide
el grado de desorden molecular. La segunda ley de la termodindmica dice que la entropia de
un sistema aumenta durante un proceso espontaneo e irreversible (AStwta > 0). EI cambio de
entropia en el sistema (ASg;s) para un proceso se puede calcular a partir del intercambio de

calor g con sus alrededores, segun la Ecuacion 3 (Ball, 2004):

ASgs = 3

~<

donde T es la temperatura.

La energia libre de Gibbs (G) es un parametro termodindmico que permite determinar la
espontaneidad de un proceso quimico. Si el cambio de energia libre de Gibbs es negativo
(AG<0) indica que el proceso es espontaneo, si es positivo (AG>0), el proceso no ocurre; y
este es igual a cero (AG=0) indica que el sistema se encuentra en equilibrio.

La energia libre de Gibbs en condiciones estandar relaciona AH® y AS° de acuerdo con la
Ecuacion 4. La energia libre es un equilibrio entre entalpia y entropia (Daviter et al., 2021;

Reyes Chumacero et al., 2014) .
AG® = AH° — TAS® 4)

Cuando una reaccién quimica ocurre bajo condiciones que difieren de los estados estandar
(P=1atmy T =25 °C), es necesario considerar la relacién entre el cambio en la energia
libre estandar (AG®) y el cambio en la energia libre actual (AG) durante el curso de la
reaccién. La relacion entre ambos se puede describir utilizando la Ecuacion 5 (Fos Anton
etal., 2011).

AG=AG° + RTIn Q (5)

donde R es la constante de los gases (8.314 J/mol K), T es la temperatura absoluta de la
reaccion y Q es el cociente de concentraciones fuera del equilibrio. En el equilibrio quimico,
el cambio en la energia libre de Gibbs es igual a cero (AG = 0), y la constante de equilibrio
(Keg) es igual al cociente de concentraciones en el equilibrio termodindmico. La ecuacion que

relaciona la AG® con la Keq Se muestra en la Ecuacion (6) (Chaires, 2008).
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AG®=— RTTn Keq (6)

Donde R es la constante de gases (8.314 J/mol K), T es la temperatura absoluta (298.15 K).
Esta expresion permite calcular la constante de equilibrio de una reaccion si conocemos el

cambio de energia libre estandar, y viceversa (Erlekam et al., 2022).

1.6 Titulacion Calorimétrica Isotérmica

La calorimetria se encarga de la medicion del calor producido o absorbido al producirse una
reaccion (Zielenkiewicz & Margas, 2004). La unidad de calor es el Joule (J), el cual equivale
a 0.239 calorias (cal), mientras que la velocidad de calentamiento se mide en Watts o J/s
(Hansen, 2001) .

La Calorimétrica por Titulacion Isotérmica es una técnica poderosa e innovadora usada para
determinar de forma directa la afinidad de enlace entre dos moléculas. Con un solo
experimento se puede obtener el perfil termodinamico completo de la reaccion (Bastos &
Velazquez-Campoy, 2021; Bjeli¢ & Jelesarov, 2008; Ghai et al., 2012; Lewis & Murphy,
2005; Pierce et al., 1999; Wads6 & Li, 2011).

Los microcalorimetros actuales cuentan con una alta sensibilidad para medir calores
pequefios como 0.4 uJ (0.1 pcal) y pueden trabajar a temperaturas constantes de 5 a 80 °C
(Freyer & Lewis, 2008; Grossoehme et al., 2010; Lewis & Murphy, 2005; Vega et al., 2015).
En la Figura 13a se muestran las partes fundamentales del microcalorimetro, la Figura 13b

muestra la celda de reaccidn junto con la propela de la jeringa puesta.

Celda de reaccion y de referencia:

Son celdas metalicas en forma de prisma circular en forma de moneda, localizadas en el
centro del calorimetro y aisladas adiabaticamente. En la celda de referencia se coloca el
disolvente, ya sea agua o buffer; mientras en la celda de reaccién, se coloca, en su gran
mayoria, la especie receptora (macromolécula o ion metélico). Las celdas, durante el
experimento, se mantienen a temperatura constante. Cabe resaltar que la limpieza de la celda
de reaccion y de la microbureta debe ser de lo mas exhaustiva posible, debido a que una

pequefia impureza en ellas puede provocar ruido en el experimento (Daviter et al., 2021).
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Jeringa de
inyeccion

Figura 13. a) Esquema del calorimetro (Daviter et al., 2021). b) Fotografia de la celda de reaccién

con la jeringa puesta en ella (Peters et al., 2009).

Jeringa 0 microbureta:

Es una microbureta en forma de jeringa que en el extremo inferior tiene una propela, con
ayuda de un motor de rotacion integrado en la misma, mantiene en agitacion constante el
contenido de la celda de reaccion, obteniendo una mezcla homogénea durante el
experimento. Tiene la capacidad de inyectar volumenes desde 1 pL a 20 L, y espaciando
cada inyeccion entre 4 a 8 minutos y un nimero total de 20 a 35 inyecciones en la mayoria
de los experimentos (Markova & Hallén, 2004).
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Termopila:

Su funcidn es registrar el calor generado o absorbido durante el experimento, enviando
informacion al equipo para compensar la variacion de temperatura entre la celda de reaccion
y la celda de referencia, logrando mantener la temperatura constante durante el experimento.
La termopila se localiza entre las dos celdas como se observa en la Figura 13, formada de
telurio de bismuto que es uno de los materiales termoeléctricos mas usado (Daviter et al.,
2021; Wiseman et al., 1989).

Cémara adiabatica:

Se encarga de proteger la celda de reaccion y de referencia con el fin de aislar las celdas del

exterior.

Un experimento tipico de ITC consiste en hacer reaccionar dos disoluciones de componentes
distintos, las cuales al interaccionar pueden provocar la liberacion de calor, incrementando
la temperatura, siendo un proceso exotérmico; o que absorba calor del medio al ser un
proceso endotérmico (lzatt et al., 1995). Usando la informacion obtenida durante el
experimento, se puede determinar la constante de equilibrio, la entalpia de enlace, la entropia
de enlace y la energia libre de Gibbs; facilitando la determinacion de la estabilidad, fuerza,

especificidad y estequiometria del complejo formado (Vogel, 2002).

Cabe mencionar, que para cada titulacion calorimétrica entre el metal M y el ligante L, es
necesario realizar una titulacion para obtener el calor de dilucion; éste consiste en realizar la
dilucion del ligante en el disolvente utilizado (o de la componente que se haya puesto en la
microbureta). Este experimento debe de tener las mismas condiciones que el experimento de

reaccion para poder restar el calor generado por la dilucion.

El uso de ITC tiene grandes ventajas como (Rodino et al., 2012; Vega et al., 2015):

e Es facil de usar, una vez que se ha dado inicio el experimento puede funcionar sin ser

supervisado.

e Los experimentos de ITC son simples y dan informacion completa de los parametros

de enlace (termodinamicos).
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e Los experimentos pueden investigar cualquier interaccion entre moléculas debido a que
en la mayoria de las reacciones existe un intercambio de calor.
e Se puede aumentar la resolucion del experimento aumentando el ndmero de

inyecciones en cada experimento.

Dentro de los campos en que se emplea la técnica ITC se encuentran: quimica en alimentos,
quimica en ciencia de materiales, industria farmacéutica, farmacologia, entre otros;(Bjeli¢ &
Jelesarov, 2008; Falconer, 2016; Ghai et al., 2012; Grossoehme et al., 2010; Hansen, Quinn,
et al., 2018; Holdgate & Ward, 2005; Keller et al., 2012; Renaud et al., 2016; Rodino et al.,
2012).

e La caracterizacion de la interaccion intermolecular entre moléculas, proteinas,
anticuerpos, acidos nucleicos, lipidos y otras biomoléculas.

e En el desarrollo de compuestos farmacéuticos y en el estudio de la interaccion
entre agentes terapéuticos y macromoléculas

e Estudio especifico en las interacciones de anticuerpos o enzimas.

e Estudio de especies quimicas que presentan interacciones débiles (enlaces no
covalentes).

e Enladeterminacion analitica de las concentraciones de los reactantes en solucion.

e Determinacion de los cambios de entalpia de las reacciones.

e Determinacion simultanea de la Keq y AH.

Para cada valoracion calorimétrica se obtienen 2 graficos. El primero, es un termograma
(AQ/dt), éste es un grafico donde se grafica la diferencia de calor entre la celda de reaccién
con la celda de referencia en funcién del tiempo (Figura 14a). Cada vez que se inyecta
volumen del titulante e interactlia con el analito, se registra un pico, el cual involucra una
cantidad de calor determinada por la reaccion. Si el pico tiene direccidn hacia arriba es una
reaccion endotérmica y si es abajo es una reaccion exotérmica. El calor disminuye o aumenta
en proporcion a la fuerza de enlace, cuando el sistema empieza a saturarse, la sefial empieza
a disminuir hasta solo observar el calor de dilucion (Keller et al., 2012). Una vez que el

equipo alcanza la temperatura de trabajo se establece la linea base en el termograma, por lo
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que es recomendable que, durante las inyecciones, el pico que se forma regrese a la linea

base; esto se logra usando un espacio de tiempo adecuado entre una inyeccion y otra.

El otro grafico que se obtiene en la valoracion calorimétrica es la curva o isoterma de enlace
(Figura 14b), el cual es un grafico del calor liberado o absorbido en cada adicion (Q=entalpia
normalizada) en funcion de la Relacion Molar (RM), en él sélo se visualizan puntos que
corresponde a la integracion de cada area de pico del termograma. A partir de esta curva se
logra determinar la estequiometria de la reaccion (N), la constante de disociacion (Kp) y la
entalpia de la reaccion (AH®). La relacion molar (RM) se define como el nimero de moles

del valorante entre el nimero de moles del analito (Rodriguez, 2015).

Un valor de AG® negativo indica que el complejo, ML, tiene menos energia libre que la suma
de My L libres. La formacion del complejo se favorece en condiciones estandar sélo si AG®
es negativo, por lo tanto, valores negativos de AH® y valores positivos de AS° promueven la

formacion de complejos (Holdgate & Ward, 2005).
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Figura 14. a) Termograma (dQ/dt = f(t)) (Rodriguez-Laguna et al., 2019). b) Curva de enlace (Q =

f(relacion molar)).
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La sefial del ITC depende de la concentracion en la celda (analito), de la concentracién del

ligante (titulante), el volumen inyectado, la constante de equilibrio Keq y la estequiometria

(N).

Cuando se trabaja a bajas concentraciones la diferencia de calor es baja por lo cual el isoterma
de enlace es casi horizontal; es decir, la curva es muy aplanada y no se aprecia un cambio
pronunciado en la sefial de Q, esto indica una pobre afinidad de enlace, impidiendo la
determinacidn del valor de la entalpia AH® y de la constante de enlace (Ks) (también llamada
constante de formacién o de asociacion). A altas concentraciones de los componentes, casi
siempre (se obtiene una curva de enlace mas pronunciada); es decir, se observa un salto
brusco en la sefial de Q; en este caso, se determina mas facilmente la AH® que la Kr (Pierce
etal., 1999; Rodino et al., 2012).

Cuando se varian las concentraciones de los componentes (M y L) para un mismo sistema,
se modifica el parametro c, el cual se usa para determinar la K, la estequiometria (N) y los
parametros termodinamicos de manera simultanea. El parametro c es la relacién entre la
concentracion del analito [M]s, y se puede expresar de acuerdo con la Ecuacion (7) (Broecker
etal., 2011).

N [M];
Kp

donde N = estequiometria (nUmero de enlace por receptor)

¢ =NK;[M]; = ()

Kz = Constante de formacion
[M]: = Concentracién en la celda

Kb = Constante de disociacion

Existe discrepancia al momento de definir la ventana experimental optima para experimentos
en ITC, Wiseman sugiere el intervalo de 1 a 1000 para el valor de c, para determinar de
manera simultanea la constante de equilibrio y la entalpia, mientras que Hansen recomienda
un intervalo de 50 a 500, Turnbull de 1 a 500, Thompson sugiere el intervalo de 10 a 100 y

Peters de 5 a 500. Por lo cual, para determinar el intervalo de la ventana experimental del
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valor de ¢ dependera del tipo de interaccion que se llevan a cabo al reaccionar ambas
moléculas (Broecker et al., 2011; Hansen et al., 2011; Peters et al., 2009; Thomson et al.,
2005; Turnbull, 2005; Wiseman et al., 1989). La Figura 15 muestra curvas de enlace de Q en
funcién de r a diferentes valores de ¢ (Instruments TA, 2016), se puede ver que a valores
altos de c el salto o la forma sigmoide de la curva sea mas cuantitativa (curvas de color fiusha
y carmin), mientras que un valor bajo de c hace que la curva de enlace se asemeje a una linea
recta (curvas amarilla y verde); este pronunciamiento también depende de la afinidad de
enlace entre las moléculas. Turnball y Daranas demostraron que a valores bajos de c, atn por
debajo de 10 es posible determinar el perfil termodinamico (Turnbull & Daranas, 2003). La
forma de la curva sigmoidal también indica que a valor alto de c el sistema presenta alta
afinidad, mientras que un valor bajo de c¢ indica una baja afinidad en la interaccion. Sin
embargo, para cada sistema bajo estudio, el valor médximo de ¢ se vera limitado por la baja
solubilidad de los componentes en el medio utilizado.

Relacion Molar
0 0.5 1 1.5 2 2.5

0 1 . | E—

Q (kcal mol! de inyectante)
o R L
Q Q <Q

A
e

-50

Figura 15. Curvas de enlace a diferentes valores del parametro ¢ (Instruments TA, 2016).
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El equilibrio de formacién entre metal M y ligante L y su constante se muestran en la
Ecuacion 8 (Hansen, Transtrum, et al., 2018).

ML] 1

M+L =ML Kfl:W[L]ZK_D

(8)

Para un equilibrio de estequiometria 1 a 2, el equilibrio de formacién global es el siguiente:

oML 11
~ [M][L]>  Kp; Kpa

M+ 2L = ML K 9)

La inyeccion del ligante produce efectos en el calor que puede ser producido por 4 fuentes:
enlace en la interaccion, dilucion del ligante, dilucion del metal o molécula a complejar y el
calor de la mezcla. EI cambio de temperatura dentro de la celda de reaccion es registrado por

el calorimetro (Winiewska et al., 2017).

El &rea de cada pico es el calor de reaccion para cada adicion de reactante, conforme se afiade
el reactante, la especie receptora empieza a saturar sus sitios de enlace, por lo cual el &rea de

cada pico empieza a disminuir (Chaires, 2008)
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2. ANTECEDENTES

En esta seccidn se muestran estudios reportados en la literatura cientifica sobre complejos
entre iones metélicos y ortofenantrolina o metformina. En la Figura 16 se muestran las

estructuras quimicas de estos dos ligantes.

b)
NH NH

H3C
SN N NH2
| H
CH3

Figura 16. Comparacion de las estructuras quimicas de a) 1,10-ortofenantrolina (Ofen) y b)
metformina (MTF).

2.1 Complejos iones metalicos—ortofenantrolina

La ortofenantrolina o 1,10-fenantrolina (Ofen) es un ligante bidentado que posee una
estructura rigida, con apariencia de cristales de color blanco, presenta una solubilidad en agua
de 2.69¢/L a 25 °C, y un valor de pKa de 4.93(Gasque et al., 1999). Desde su sintesis en 1898,
tuvo un profundo impacto en la quimica de coordinacion, debido a que entropicamente tiene
facilidad para formar complejos con iones metalicos y no metales, caracterizandose por su
estabilidad (Nishigaki et al., 1978; Schoffers, 2003).

Los complejos de Ofen han sido ampliamente estudiados con diversos iones metalicos como:
Cu?*, Cd?*, Co?, Fe?*, Mn?*, Ni%*, Pb?", VO?*, Zn?*, entre otros, siendo los complejos de
Cu?" y VO? los de interés en este trabajo de tesis (Geldmacher et al., 2012; Liang et al.,
2017; Pivetta etal., 2012; Ringbom, 1979) . En el libro de Rigbom, 1974, se reportan
constantes de formacion global (i) para las especies Cu(Ofen)?*, Cu(Ofen)2?* y Cu(Ofen)s?*

con valores de 9.1, 15.8 y 21.0, respectivamente.

Los complejos de Cu?*/Ofen presentan una estequiometria 1:2 (Cu?*:Ofen), con propiedades
terapéuticas como antitumorales, citotdxicas, antiinflamatorias, antimicobacteriales,

anticancerigenas, antimicoéticas y antimicrobianas (Geraghty et al., 1999; Marzano et al.,
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2009; Masuri et al., 2022; Zoroddu et al., 1996). En 2012, Pivetta y colaboradores estudiaron
complejos entre Cu?* con Ofen y reportaron los valores de los logaritmos de las constantes

de formacion para los complejos con estequiometria 1:1 y 1:2, siendo éstos: log Ks = 8.14

y log K = 12.23. Ademas, también se reportan las estructuras de Cu?*/Ofen estudiadas que

se muestran en la Figura 17 (Pivetta et al., 2012).

(C10,),

CU(Ofen)(OH2)2(0C|03)2 CU(Ofen)z(OHz) (C|O4)2

Figura 17. Estructuras quimicas de Cu?*/Ofen (Pivetta et al., 2012).

Turkel y Sahim, también reportan los logaritmos de las constantes de complejacién para este
mismo sistema Cu?*/Ofen, ellos reportan los siguientes valores: log Ka = 9.1y log Kg =
15.85 (Sanna et al., 2012; Turkel & Sahin, 2009).

Figura 18. Estructuras quimicas de Cu?*/Ofen (Turkel & Sahin, 2009).
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Por otro lado, los complejos formados entre el ion VO?' y Ofen han sido ampliamente
estudiados, presentando una estequiometria 1:2 (VO?*:Ofen), con diferentes aplicaciones
como espermicida, antioxidante y antitumoral. En el trabajo reportado por Sanna y
colaboradores en 2012, determinaron los logaritmos de las constantes de complejacion por
espectroscopia, potenciometria y teoria de funcionales de la densidad, con valores de: log
Kin=6.17ylog Kp =10.28 (Sanna et al., 2012).

Duma y Hancok, en 1994, realizaron un estudio sobre la complejacion de VO?* con Ofen
mediante potenciometria, en donde reportaron los siguientes valores de los logaritmos de las

constantes de formacion igual a 5.48 y 10.25, respectivamente (Duma & Hancock, 1994).

Figura 19. Estructuras quimicas de VO?*/Ofen (Duma & Hancock, 1994).

En el libro de Ringbom, 1974, se reportan constantes de formacion global (Bi) para las

especies VO(Ofen)?* y VO(Ofen),** con valores de 5.5 y 9.7, respectivamente.

2.2 Complejos iones metalicos—-metformina

En los ultimos afios el interés en los metalofarmacos ha ido en aumento debido a que se ha
comprobado la mejora y potenciacién en las propiedades biologicas de los farmacos.
Investigaciones recientes han explorado la posibilidad de combinar la MTF con metales de
transicion para potenciar o afiadir propiedades bioldgicas especificas a la molécula. Algunos
de los metales de transicion estudiados son Fe, Cu y Zn siendo éstos esenciales para el
funcionamiento de sistemas biol6gicos y pueden desempefiar roles importantes en procesos

metabdlicos y reacciones enzimaticas. Los complejos de MTF con los metales Sc, Y, Ti, V,
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Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cuy Zn, asi como los lantanidos han demostrado tener propiedades
antibacterianas, antidiabéticas, fungicidas y anticancerigenas (Rusanov etal., 2022). La
estructura del complejo depende del nimero de oxidacion del metal, y puede presentar
geometrias tetraédricas, octaédricas y cuadradas planas como se muestra en la Figura 20
(Pastrana-Davila et al., 2023).

CH3 CH3
H H
N N NH2 N N NH2
N . _N N\M _N
n n
N “N r\/ e
HoN N l‘\l/ HoN N l‘\l/
H H
CH3 CH3
a b
) HoN )
H
N CH3
H2N /
N / N\
—N \ K CH3
HN F/
e
N/ \N
CH3
H3C—N N \ /
\ N\
CH3 \
N CH3
H
HoN
c)

Figura 20. Estructuras de complejos de metformina con iones metélicos: a) tetraédrica, b) cuadrada

plana y c) octaédrica (Pastrana-Davila et al., 2023).

Se encuentran varios trabajos reportados de complejos formados entre MTF y diferentes

iones metalicos, entre los cuales se pueden mencionar los que se muestran en la Tabla 3.

41



Tabla 3. Complejos de metformina con iones metéalicos reportados en la literatura.

lon . Técni Activi .
on Estructura quimica echicas d_e, cuv o_Iad Referencia
metalico caracterizacion biologica
_ . —_
HaN CI
o)
N J~NH
N—Q HN Y
PR
\, |-
Y /lll /H——-Miﬂ\ NH,C1 |X “iH20 -mHCl Antimicrobiana
La HN NH/ ‘\HN NH contra diversas cepas (Rusanov et al.,
Ce Y oY - bacterianas y 2022)
Sm CINH3 N fungicas
1 M=Y, X=NOs, n=4.5, m=0
2 M=La, X=ClI, n=3.5, m=0
3 M=Ce, X=ClI, n=2.5, m=0
4 M=Sm, X=0, X=NO3, n=4, m=2
CHs
COZ+ —0
NiZ*, HeN
Cu2+,, 7'\‘\ /OHZ Anélisis elemental, anélisis (El-Shwiniy et al
Zr*, HN cu térmico, espectro UV-Vis, Antimicrobiana 2020))/ N
Pd2*, N/ o IRy RMN.
Pd?"y
Cd?t ch—N\ CHs
CH3
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H2N N—CH3

IR, UV-Vis, analisis
térmico, momento

Antioxidantes,

(Refat & Kobeasy,

Co? HN Co NH magnético, difraccion de antidiabetica y 2014; Villamizar-
/ \N rayos X efectivo y antitumorales Delgado et al., 2020)
N conductancia molar.
H3C—N NH2
CH3
H2N
>\H
N CH3
H2N / /
N \ cH e
N 3 Analisis elemental, IR,
Co** " \Co/ Espectro de absorcion Antiviral (Kirin et al., 2016)
N electronica y difraccion de "
N CH3 Rayos X.
H3C—N \ /
\ N N
CH3 X/ \
N CH3
H
H2N
H3C
\
H2N N—CH3 Anélisis térmico, RMN,
> N N Resonancia Paramagnética
e \ / Electronlcg (EPR), _ Antl_mlcroplana, (Badea et al., 2010;
Ni HN Ni Espectroscopia (UV-Vis, antibacterial y
. S Olar et al., 2010)
/ fluorescente y IR), antidiabetica
N N . -
difraccion de rayos X
H3C—N NH2 Voltamperometria ciclica.
\

CH3
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H3C

H2N N—CH3
N\ /N o Espectroscopia (IR', Antlmlcrob!ana, (Badea et al., 2013:
pg?* o e uorescente y UV-Vis), | antibacterial, | oo el 2017)
N anélisis elemental, RMN y citotoxicidad y B
N N voltamperometria ciclica. antifungica.
H3C—N NH2
\
CH3
H3C
H2oN N—CH3 o
Analisis elemental,
N N conductividad molar, IR, :
cdz N \Cd/ NH UV-Vis, momento efectivo Antibacteriales y (Al S‘—;gf‘;;efat’
N magnético, resonancia spin antiflngicas.
N N=—— electrén, analisis térmico y
HaC—N NH2 difraccion de rayos X.
\
CH3
HN CH
N N/ H3N N
H \CH2 \(H
N * \ \H Anadlisis elemental,
Hac M2V iy \ conductividad molar, IR, (Al-Saif & Refat
pié+ N Pt UV-Vis, momento efectivo Antibacteriales y 2013) '

magnético, resonancia spin
electrén, analisis térmico y
difraccion de rayos X.

antiflngicas.
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H3C (Badea et al., 2021;
HoN N—CH3 AnaI|S|s_term|co, RMN Badea et al., 2010;
Resonancia Paramagnética Olar et al.,2010;
—N N Electronica (EPR), Ramadan et al.,
ot NS Espectroscopia (UV-Vis, Antimicrobiana y 2020; Repiscak
Cu HN Cu ., , . e e bozas
/ o IR, absorcion electrénica y antidiabética etal., 2014;
—N N=—— masas), difraccion de rayos Villamizar-Delgado
H3C—N NHo X, estudio compu,tac[on_al y etal., 2020; M. Zhu
\ Voltamperometria ciclica. etal., 2002)
CH3
H30\
H2N o N—CH3
N\ ol ‘ /N:<
cu? Pii ! o IR, anélisis térmico y EPR. Antimicrobial (Olar et al., 2008)
>7N ‘ \u/ N4<
Hsc—N\ “ NH2
CH3
H2N
-
N CH3
H2N N/ %N< Analisis elemental,
N o
N CH3 conductividad molar, IR, e
AU HN \\ e UV-Vis, momento efectivo Antibacteriales y (Al S‘—;gf‘;;efat’

magnético, resonancia spin
electrén, analisis térmico y
difraccion de rayos X.

antifangicas.
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Andlisis elemental,

H2N H3C, . .
N—CH3 conductividad molar, IR, . . (Al-Saif & Refat,
—N_ /N:< UV-Vis, RMN, EPR ':‘:;'g?g:gg?;ﬁz 2013; Badea et al.,
Zn%* NH Zn NH momento efectivo N 2010; Olar et al.,
SON o L antidiabéticas y I
N N Mmagnetico, resonancia spin antifanaicas 2010; Villamizar-
H3C*N\CH NHo electrén, andlisis térmico y gicas. Delgado et al., 2020)
3 difraccion de rayos X.
H3C
\
H2N —CH3
N Q N Espectroscopia (IR y
\H/ masas), potenciometria, (L. Luetal., 2012;
VO HN v HN analisis elemental, Hipoglucemiante Woo et al., 1999)
7N/ \Ni susceptibilidad magnética y
RMN
H3C—N NH2
\
CH3
e\ E ia (IR, UV
spectroscopia (IR, UV-
N—CH .
" N o ? Vis, ESR y XRD),
2+ >7N H o H N momento magnético, Antibacteriales, (Adam et al., 2015;
VO N Ou, |/ . o AR
HN AR /V\ anélisis elemental, analisis antimicrobianas y Shekhar et al., 2018)
—N O\S/O N—< térmico, microscopia de antifungicas
HaC—N o~ Yo NHo barrido y espectro
cHg electronica (EPR)
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Analisis elemental,
difraccién de rayos X,
espectroscopia (IR y
Raman) y RMN.

Antidiabética,
antioxidante

(Diaz et al., 2021;
Sanchez-Lara et al.,
2018; Trevifio et al.,

2015)

Conductividad molar,
analisis elemental
Espectroscopia (IR, UV-

Antimicrobiana,
antibacterial,

(Adam et al., 2015;

N N
>7N \CH3
N
crét HN \ ~ Vis y masas), momento
>7N/ S efectivo magnético, antifangicas y Dong et al., 2018)
N /CH3 microscopia electronica de antidiabéticas
TN N \>N barrido, RMN y analisis
\ 7 -
CH3 \ \ CH térmico.
H
H2N
H2N H3C, .
t Cl N—CH3 Analisis elemental,
—N ‘ N=— conductividad molar, IR, e
Fo?* NH \F é NH UV-Vis, momento efectivo Antibacteriales y (Al Sazlgf‘;;efat’
_N/ | \N_ magnético, resonancia spin antiflngicas.
| electrén, analisis térmico y
H3C—N, difraccion de rayos X.
CH3 NH2
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Mn2+

H2N
—N
HN
—N
H3C—N
CH3

H3C

N—CH3
N
Mn NH
N——
NH2

Analisis elemental,
conductividad molar,
espectroscopia (IR y UV-
Vis), momento efectivo
magnético, resonancia spin
electrén, analisis térmico y
difraccion de rayos X.

Antibacteriales y
antifungicas
Antimicrobiana

(Al-Saif & Refat,
2013; Badea et al,,
2010; Olar et al.,
2010)
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La Tabla 3, resume el tipo de complejo estudiado; en esta se muestra el ion metélico, la
estructura quimica, las diferentes técnicas analiticas empleadas para su caracterizacion y sus
propiedades bioldgicas. Sin embargo, también se encuentran trabajos publicados en donde se
reportan los valores de las contantes de equilibrio de complejos Metal-MTF. Entre ellos se

mencionan los siguientes.

En 1987, Abu-El-Wafa y colaboradores estudiaron el complejo de Cu?* con MTF con
estequiometria 1:2, determinando los logaritmos de las constantes de formacion, siendo: log
Kn=7.17 y log K= 12.30 (Abu-El-Wafa et al., 1987). En 2006, Roy y Mukherjee, también
determinaron los logaritmos de las constantes de formacion entre el Cu®* y MTF siendo: log
Kn=6.74 y log K= 12.51 (Roy & Mukherjee, 2006). Mientras que en 2020, Karaderi y
colaboradores, determinaron: log Kn=8.78 y log Kr= 16.78 (Karaderi et al., 2020).
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3. JUSTIFICACION

En el sector salud, es necesario implementar nuevos farmacos que ayuden a mejorar la salud
de las personas con enfermedades cronico-degenerativas tales como la Diabetes Mellitus
Tipo 2, es por ello que en este trabajo se estudiar la interaccion de metformina con los iones
metalicos Cu?* y VO?* en disolucion acuosa mediante Titulacion Calorimétrica Isotérmica
(ITC) para determinar los parametros termodindmicos de la complejacién, generando
informacion quimica fundamental para el disefio de nuevos farmacos con mayor actividad

terapéutica y con menos efectos secundarios.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Estudiar el perfil termodindmico de la formacion de los complejos entre metformina (MTF)
y los iones metalicos Cu?" y VO?" en disolucion acuosa a 25 °C mediante Titulacion

Calorimétrica Isotérmica.

4.2 Objetivos Particulares

Determinar las estequiometrias de los complejos formados de los sistemas Cu?*/MTF y
VOZ/MTF.

Obtener los pardmetros termodinamicos como la constante de formacién (Ky), el cambio de
entalpia (AH®), la energia libre de Gibbs (AG®) y el cambio de entropia (AS°) de la

formacion de los complejos en los sistemas Cu?*/MTF y VO?*/MTF.

Comparar los factores entalpicos y entropicos de la interaccion y establecer cual de ellos

favorece el fendmeno de complejacion.
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5. METODOLOGIA

5.1 Reactivos, equipos y software

5.1.1 Reactivos

Clorhidrato de metformina (MTF-HCI), Sigma Aldrich (97 %); Sulfato de Vanadilo
(VOSO0.), Sigma-Aldrich (97 %); Nitrato de Cobre (Cu(NO3)2), Aldrich-Chem. Co. (99.99
%); 1,10-Ortofenantrolina (99.5 %), Merck; Fosfato de sodio dibasico anhidrico (NaHPO,),
Fermont (99.7 %); Fosfato de Sodio monobaésico (NaH2PO4), Sigma-Aldrich (99 %); NaOH,
Baker (98.6 %); HCI, Baker (40 %). Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada
(18.2 MQ cm). El nitrato de cobre y sulfato de vanadilo se colocaban en el desecador para

eliminar el exceso de humedad en el reactivo.

5.1.2 Equipos

Balanza Analitica Ohaus PA214, Pioneer (+ 0.0001 g); potenciometro pH/conductividad
SevenMulti S47, Mettler Toledo (= 0.001 unidades de pH); electrodo combinado de vidrio
de Ag°|AgClI [KCI, 3M] marca HACH con rango de medicién de 0-14 (£ 0.002 unidades de
pH); desionizador ELGA Purelab Classic; calorimetro MicroCal VP-ITC, G. E, Healthcare;
desgasificador MicroCal ThermoVac, G. E.: un espectrofotémetro Perkin Elmer, Lambda

35; y celdas de cuarzo de 1 cm de longitud de paso éptico.

5.1.3 Software

MicroCal PEAQ-ITC Analysis Software, version 0.9.0.1252, 2015 Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire WR14 1XZ (Instruments, 2015).

5.2 Determinacion de los pKa de Metformina

Como parte inicial a la experimentacién por ITC, se determinaron los valores de los
logaritmos negativos de las constantes de disociacion acida (pKa) de la MTF en solucién
acuosa por espectrofotometria UV a 25 °C. Tener conocimiento de su valor de pKa permitird

tener una mayor comprension de su especiacion quimica con mas precision al variar el pH.
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Se prepararon disoluciones de MTF-HCI 1x10“* M en medio acido y bésico, utilizando
disoluciones de HCIl y NaOH 0.1 M en cada caso, las cuales presentaron valores de pH de
1.422 'y 12.877, respectivamente. Se realiz6 una valoracion &cido-base tomando una alicuota
de 25 mL de MTF-HCI en medio 4cido y se hicieron adiciones de MTF-HCI en medio basico,
de tal manera que el pH variara 0.2 unidades aproximadamente; a cada uno de estos valores
se le tomd su espectro de absorcion. De forma similar, también se realizo la valoracion desde
medio basico a &cido desde un valor de pH inicial igual a 12.917 hasta 1.109. Los espectros

de absorcién fueron tomados en la regién ultravioleta en el intervalo de 200 a 400 nm.

5.3 Titulaciones calorimétricas

Se us6 la ITC para determinar los parametros termodinamicos: constante de formacién (Ky),
entalpia (AH®), energia libre de Gibbs (AG®) y entropia (AS°), de los complejos formados
entre la MTF y los iones metalicos Cu?* y VO?* a 25 °C en disolucion acuosa. Previamente,
se exploraron los complejos de Cu?*/Ofen y VO?*/Ofen como sistema modelo por tener
nitrégenos en su estructura que forman enlaces facilmente con iones metalicos. En la

Tabla45, se muestran los sistemas estudiados en este trabajo.

Tabla 4. Sistemas de Cu?* y VO?* con ortofenantrolina (Ofen) y metformina (HMTF+).

Sistemas estudiados M/L Descripcion
1 Cu?*y Ofen
2 VO?*y Ofen
3 Cu?*y MTF
4 VO?y MTF

Como fuente de MTF, Ofen, Cu?* y de VO?* se emplearon clorhidrato de metformina, 1,10-

ortofenantrolina, cloruro de cobre y el sulfato de vanadilo, respectivamente.

Cabe mencionar que, para todas las valoraciones calorimétricas, tanto la celda de reaccion
como la microbureta, fueron lavadas exhaustivamente, realizando para ello 3 lavados con

agua desionizada, 3 con etanol y nuevamente 3 con agua.
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En la celda de reaccion se coloc6 la disolucion del ion metélico, ya sea Cu?* 0 VO?*, yen la
jeringa se coloco la disolucién del ligante (Ofen o MTF). Para las determinaciones del calor
de dilucion, se llevo a cabo una valoracion calorimétrica colocando agua desionizada en la
celda de reaccion, asi como el ligante en la jeringa; y usando las mismas condiciones
experimentales que en la titulacion de reaccion. Tanto en la valoracion de la reaccién entre
My L, asi como para la determinacion del calor de dilucion, la celda de referencia se llend
con agua desionizada. Los datos experimentales de reaccién y dilucién se trataron en el
software PEAQ-ITC para ajustar la curva de enlace mediante una regresion no lineal y
proponiendo al programa un modelo de dos equilibrios para la formacion de los complejos

ML y ML de acuerdo con las ecuaciones (8) y (9).

En las siguientes secciones (5.3.1 — 5.3.4) se describen a detalle la forma y las condiciones
en que se estudiaron los sistemas Cu?*/Ofen, VO?*/Ofen, Cu?*/MTF y VO?/MTF. Cabe

mencionar que las valoraciones calorimétricas se realizaron por duplicado.

5.3.1 Sistemas Cu®*/Ortofenantrolina

Para determinar la estequiometria y los parametros termodinamicos de los complejos
formados entre Cu?* y Ofen (sistema Cu?*/Ofen), se realizaron diferentes experimentos
variando la relacién molar (RM); las concentraciones de ambos componentes y demas

parametros experimentales se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Pardmetros experimentales para el estudio de la formacion de complejos del sistema

Cu?*/Ofen en disolucion acuosa a 25 °C por ITC.

Experimento la 1b 1c
RM * 2.5 1.4 1.5-25
[CuZ*] (mM) * 0.104 0.139 0.104
[Ofen] (MM) * 1.154 0.953 1.15
NUm. inyecciones 28 21 24
Vol. de inyeccion (mL) 10 14 5
Duracion de inyeccion (s) 28 28 10
Espaciado entre inyecciones (s) 250 250 250
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Velocidad de agitacion (rpm) 307 307 307

* Valores de acuerdo con la masa real de los reactivos utilizados.

5.3.2 Sistemas VO?*/Ortofenantrolina

Para el estudio del sistema vanadilo con ortofenantrolina (VO?*/Ofen), se realizaron
multiples experimentos utilizando una relacion molar de RM=2.5 y variando el valor del
pardmetro ¢ como se muestra en la Tabla 6. Recordando que ¢ = N K; [M];, entonces para
establecer un valor de c¢ se utilizaron los valores reportados por Duma y Hancock de las
constantes de formacion de las especies VO(Ofen)?* y VO(Ofen),** (Duma & Hancock, 1994).
Al variar el valor del parametro ¢, se busca que las sigmoides en las curvas de enlace
presenten diferentes pendientes en los cambios bruscos de Q. En la Tabla 6, se presentan las
condiciones de trabajo de los diferentes experimentos realizados para determinar los
parametros termodinamicos de la formacion de complejos en el sistema VO?"/Ofen. Como
se puede observar en la tabla, el valor de ¢ aumenta al aumentar las concentraciones de las

disoluciones.

Tabla 6. Pardmetros experimentales para el estudio de la formacion de complejos del sistema

VO?*/Ofen en disolucién acuosa a 25 °C por ITC.

Experimento 2a 2b 2C 2d
RM* 241 241 241 241
c” 97 147 246 320
[VO#] (mM) ~ 0.28 0.46 0.78 0.98
[Ofen] (mMM) ~ 3.58 5.98 9.98 12.6
NUm. inyecciones 30 30 30 30
Vol. de inyeccion (mL) 9 9 9 9
Duracion de inyeccion (s) 18 18 18 18
Espaciado entre 240 240 240 240
inyecciones (s)
Velocidad de agitacion 307 307 307 307
(rpm)

* Valores de acuerdo con la masa real de los reactivos utilizados.
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5.3.3 Sistemas Cu?*/Metformina

Para el estudio del sistema Cu®/MTF, se realizaron valoraciones calorimétricas a valores de

RM de 3.5y 2.3, de acuerdo con los pardametros experimentales mostrados en la Tabla 7.

Cabe mencionar que el clorhidrato de metformina al contacto con el agua, la especie presente

de MTF es la especie monoprotonada, HMTF* (ver Figura 23). La experimentacion

empleando una RM=3.5 se realiz6 por triplicado con la finalidad de verificar la

reproducibilidad de los resultados y comprobando a su vez, que el equipo estuviera libre de

impurezas.

Tabla 7. Parametros experimentales para el estudio de la formacion de complejos del sistema

Cu?*/MTF en disolucion acuosa a 25 °C por ITC.

Experimento 3a 3b
RM * 3.5 2.3
[Cu?*] (mM) * 1 1.022
[HMTF*] (mM) * 17.8 12.5
NUm. inyecciones 25 30
Vol. de inyeccion (mL) 11 9
Duracion de inyeccion (s) 22 18
Espaciado entre inyecciones (S) 250 240
Velocidad de agitacion (rpm) 307 307

“Valores de acuerdo con la masa real medida de los reactivos.
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5.3.4 Sistemas VO?*/Metformina

Para determinar los parametros termodinamicos y la estequiometria de los complejos
formados en el sistema VO?*/MTF, se realizaron tres experimentos a un valor de relacion
molar (RM) de 2.41 variando las concentraciones de VO?* y HMTF* de manera proporcional,
y otro experimento usando una RM=4. En la Tabla 8 se muestran las condiciones de trabajo

empleadas en cada experimento bajo estudio.

Tabla 8. Pardmetros experimentales para el estudio de la formacion de complejos del sistema
VO /MTF en disolucién acuosa a 25 °C por ITC.

Experimento 4a 4b 4c 4d
RM * 241 241 241 4
[VO?*] (mM) * 0.30 0.996 1.55 0.707
[HMTF*] (mM) 3.86 12.6 19.4 13.6
NUm. inyecciones 20 30 20 40
Vol. de inyeccién (mL) 14 9 14 7
Duracién de inyeccion (s) 28 18 28 14
Espaciado entre inyecciones (s) 20 240 250 240
Velocidad de agitacion (rpm) 307 307 307 307

* Valores de acuerdo con la masa real de los reactivos utilizados.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 pKas de Metformina

La familia de espectros de absorcion para la valoracion desde medio &cido a medio basico se
muestra en la Figura 21a, mientras que la familia de espectros obtenida para la valoracién de
medio basico a medio acido se muestra en la Figura 21b. La regidén que se utiliz6 en el
tratamiento de resultados para la obtencidn de los valores de pKa, fue de 221-280 nm. En las
Figuras 21ay 21b se observan un maximo de absorbancia (Amax) a una longitud de onda (1)
de 232 nm aproximadamente. También se observa un punto isosbéstico a una A~222 nm
indicando la existencia de al menos un equilibrio quimico &cido-base, asociado a una
constante de acidez. La flecha indica el sentido de la variacion de pH desde el pH inicial al

pH final en cada caso.

A partir de la Figuras 21, fue posible construir curvas de absorbancia en funcion del pH a
diferentes longitudes de onda. Estas curvas se muestran en la Figura, construidas para cada
una de las valoraciones llevadas a cabo: de medio acido a bésico, y de basico a acido. En
ambos graficos, es posible apreciar que en cada curva, se forman dos curvas sigmoides en las
que los cambios drasticos en la absorbancia se dan en los intervalos de pH de 2.6 a 4.3 y de
11.4a12.4. Las dos curvas sigmoides indican la existencia de 2 valores de pKs, evidenciando
la existencia de dos equilibrios quimicos acido-base del sistema de MTF.

Para confirmar lo anterior, se hace uso del programa computacional SQUAD para refinar las
constantes de formacién global a partir de los resultados espectrofotométricos (D. J. Leggett,
1985; D. Leggett & McBryde, 1975). Con estas constantes es posible obtener los valores de
pKa haciendo uso de la Ley de Hess.
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Figura 21. a) Espectros de absorcién obtenidos en la valoracion de MTF-HCI 1x10* M en medio

—

280

280

acido, valorada con MTF-HCI 1x10“ M en medio bésico. b) Espectros de absorcién obtenidos en la

valoracién de MTF de medio acido a medio basico a la misma concentracion.
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El programa SQUAD se alimenté con un modelo de dos equilibrios de formacion global,

como se muestran en las ecuaciones 10y 11.

MTF + H'— HMTF" log K, (10)
MTF + 2H"— H,MTF* log K, (11)

Los resultados obtenidos de las constantes de formacién global (log Kr) de estas especies
refinadas con SQUAD, se muestran en la Tabla 9, también se muestran los parametros

estadisticos que proporciona el programa.

Tabla 9. Logaritmos de las constantes de formacion global (log ;) de las especies de metformina,
desviacion estandar de las constantes (oconst), desviacion estandar de los datos de absorbancia (Gdatos)

y la suma de los residuales al cuadrado (U); j es el nUmero de H*.

Valor de j Especie lOg Kfi O const Odatos U

1 HMTE" 11.8364 0.0133

- 1.7497x10%  8.7708x10™"
2 H,MTF 14.8867 0.0137

A partir de los equilibrios de formacion global fue posible obtener los valores de pKa para

los equilibrios de disociacion acida que se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Valores de pKai refinados por SQUAD para el sistema de MTF en disolucion acuosa a 25
°C.

Valor de i Equilibrio PKai
1 H,MTF** — HMTF  +H" 3.05
2 HMTF" — MTF + H' 11.84

61



Al comparar los valores de pKa obtenidos en este trabajo con los datos reportados en la
literatura (Tabla 2), se observa que los valores de pKa: y pKaz refinados por SQUAD son
aproximadamente 0.2 unidades por arriba de los reportados por Bretnall, Hernandez,
Koteswara, entre otros. Con esta informacion es posible saber qué especies de metformina

son las que predominan a ciertos valores de pH como se muestra en la Figura 23.

2+ +
H,MTF HMTF MTE

| |

3.05 11.84

Figura 23. Escala de zonas de predominio lineal de especies del sistema de metformina en solucion

a 25 °C, por espectrofotometria UV-Vis.

6.2 Parametros termodinamicos de la complejacion

6.2.1 Sistema Cu?*/Ortofenatrolina

En la Figura 24, se muestran los termogramas y las curvas de enlace obtenidos al realizar las
valoraciones calorimétricas de Cu?*con Ofen a valores de relacion molar (RM) igual a 2.5
(Figura 24a), 1.4 (Figura 24b) y en el intervalo de RM de 1.5 a 2.5 (Figura 24c).

En la Figura 24a, se observa que en el termograma (grafico superior), los picos estan
orientados hacia abajo indicando que el proceso de interaccion entre Cu?* y Ofen es
exotérmico. En la curva de enlace (grafico inferior) se observa claramente que la relacién
molar (RM) alcanzada al hacer todas las adiciones es de 2.5. Cuantitativamente, cuando la
RM=1, la cantidad de sustancia agregada del valorante (Ofen) es igual a la cantidad del
analito (Cu?"), por lo que, a este valor, se espera que se favorezca la mayor formacion del
complejo de estequiometria 1:1 (CuOfen?*). Para un valor de RM=2, la cantidad del valorante
es el doble que la del analito, por lo que en este caso, se espera la mayor formacion del
complejo de estequiometria 1:2 (Cu(Ofen)2?*). La curva de enlace presenta una sigmoide
muy marcada en donde el cambio brusco de la propiedad de Q se da a un valor de RM de
0.8, valor muy cercano a 1. Este comportamiento en la curva, indica que se lleva a cabo una

reaccion muy cuantitativa; mientras que a un valor de RM=2, no hay una sigmoide bien
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definida, sin embargo, la curva no presenta un comportamiento lineal que indique solo un
efecto de dilucion. Por lo tanto, para ajustar esta curva de enlace usando el software PEAQ-
ITC, se decidi6 alimentar al programa usando un modelo de dos equilibrios como se indica
en las ecuaciones (8) y (9). También se observa que, en la curva de enlace, hay un buen ajuste
a los datos experimentales usando el programa PEAQ-ITC, determinando asi los parametros

termodinamicos que se muestran en la Tabla 11 (Experimento 1a).

Para confirmar los resultados termodinamicos, se decidid hacer una valoracion calorimétrica
en la que se llegara a una RM de 1.4 (Experimento 1b), para refinar solo los parametros del
complejo 1:1 (CuOfen?*). El termograma y la curva de enlace obtenidos, se muestra en la
Figura 24b. En la Tabla 11 se muestran los valores de los parametros termodinamicos

obtenidos en esta valoracion (experimento 1b).

De forma similar se realiz6 un tercer experimento (Experimento 1c), pero ahora para refinar
los parametros termodinamicos del complejo de estequiometria 1:2 (Cu(Ofen)2?*). Para ello
se decidio hacer una primera adicion de valorante (Ofen) de tal manera que se llegara a una
RM=1.5, y posteriormente, al ir haciendo las siguientes adiciones, se alcanzara una RM=2.5,
ya que al pasar por RM=2, se favorece la formacién del complejo 1:2. El termograma y la
curva de enlace obtenidos, se muestra en la Figura 24c. Los pardmetros obtenidos al ajustar
la curva de enlace utilizando el programa PEAQ-ITC se muestran en la Tabla 11
(Experimento 1c).

Los resultados de los parametros termodinamicos para los complejo CuOfen®* y Cu(Ofen),%*
obtenidos al ajustar los datos experimentales usando el programa PEAQ-ITC de los

Experimentos 1a, 1b y 1c se muestran en la Tabla 11.

Analizando los termogramas de las Figuras 24a, b y ¢, todos los picos estan orientados hacia
abajo, esto indica que el proceso de formacion de los complejos de estequiometria 1:1y 1:2
es exotérmico; esto se confirma con los valores negativos de la entalpia de reaccion AH®;
que se muestran en la Tabla 11. Las curvas de enlace de las Figuras 24a, b y c presentan una
forma similar de acuerdo con las diferentes regiones de RM enfocadas en cada experimento.
El programa PEAQ-ITC ajustd bien los datos experimentales, logrando asi, la obtencién de

los pardmetros termodinamicos.
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Potencia (pcal/s)

QD
—

Q (pcal/mol)

En la Tabla 11 se muestran los pardmetros termodinamicos obtenidos usando PEAQ-ITC
para los complejo CuOfen?* y Cu(Ofen)2?*. En el Experimento 1a, se muestran los resultados
de forma simultanea para los complejo CuOfen?* (N1) y Cu(Ofen)2?* (N2); los resultados para
el Experimento 1b corresponden al complejo CuOfen®* (Ni); mientras que para el
Experimento 1c, se logro refinar el perfil termodinamico para el complejo Cu(Ofen)2%* (N2).
Cabe notar que los pardmetros termodindmicos para el complejo de estequiometria 1:1 son
muy similares entre los Experimentos 1a y 1b, esto porque ambos experimentos pasan por
una RM=1; es decir, las cantidades de sustancia entre Cu?* y Ofen se igualan. Al comparar
los valores termodindmicos obtenidos para el complejo de estequiometria 1:2 en los
Experimentos 1ay 1c, se puede ver que los parametros también son similares entre si, lo cual

confirma los resultados determinados para el complejo 1:2.
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Figura 24. Termogramas (parte superior) e isotermas de enlace (parte inferior) de la complejacion

de Cu?* con Ofen a diferentes valores de relacion molar a 25 °C por ITC. a) RM=2.5, b) RM=1.4,y

c) RM=1.5a2.5. En las curvas de enlace, los marcadores representan los datos experimentales, y la

linea continua corresponde al ajuste de la curva usando el programa PEAQ-ITC.

Tabla 11. Parametros termodinamicos de la complejacion entre Cu?*y Ofen a 25 °C.

Experimento la 1b 1c
RM 2.5 1.4 15-25
N1 1 1 —
log Ks1 9.09+0.04 8.98+0.12 —
AH°1 (kcal/mol) -5.11+0.14 -5.36 +0.11 —
-TAS®: (kcal/mol) -7.29 -6.89 —
AG°1 (kcal/mol) -12.40 -12.25 —
N2 2 — 2
log K2 6.70 £ 0.02 — 6.34 £ 0.05
AH?2 (kcal/mol) 0.521 + 0.050 — 0.566 + 0.05
-TAS®2 (kcal/mol) -9.66 — -9.21
AG°2 (kcal/mol) -9.14 — -8.65
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Recordando que AG® = AH° — T AS®, es posible analizar la contribucion entélpica y entrépica
al valor de AG°. Entonces, para N1=1, es decir, para la formacion del complejo 1:1, tanto la
entalpia como la entropia contribuyen al valor de AG?, siendo ligeramente la contribucion de
la entropia. En el caso de la formacién del complejo de estequiometria 1:2 (N2=2), es bastante
evidente que la entropia es quien contribuye casi totalmente al valor de AG®, ya que AH° es

muy pequefio.

6.2.2 Sistema VO?/Ortofenantrolina

En este apartado se muestran los resultados obtenidos de las valoraciones calorimétricas entre
Ofen con el ion VO?*; realizadas a valores del parametro ¢ igual a 97, 147, 246 y 320
(Experimentos 2a, 2b, 2c y 2d). Las Figuras 25a, b, ¢ y d muestra los termogramas (graficos
superiores) y las curvas de enlace (graficos inferiores) de la complejacion de VO?* con Ofen
a 25 °C para cada experimento. Todos los termogramas y curvas de enlace estan corregidos
restando el calor de dilucion. En la Figura 25, todos los termogramas de cada experimento
presentan picos con mayor magnitud orientados hacia abajo, esto indica que el proceso de
interaccion entre VO?* y Ofen es exotérmico. Los graficos correspondientes a las curvas de
enlace presentan la misma tendencia entre los diferentes experimentos variando el valor del
parametro c; también se observa que al usar el programa PEAQ-ITC para determinar los
parametros termodindmicos, se obtiene un buen ajuste a los datos experimentales. Cada
isoterma de enlace se ajust6 a un modelo de “dos sitios de enlace” usando estequiometrias

VO?*:Ofende 1:1y 1:2.
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Figura 25. Termogramas (parte superior) e isotermas de enlace (parte inferior) de la complejacion
VO?* con Ofen a diferentes valores del parametro ¢ a 25 °C por ITC. a) ¢=97, b) c=147, ¢) c=246 y

d) ¢=320. En las curvas de enlace, los marcadores representan los datos experimentales, y la linea

continua corresponde al ajuste de la curva usando el programa PEAQ-ITC.
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Ademas, se decidio agrupar todos los termogramas en un mismo grafico, asi como también,
agrupar las curvas de enlace con la finalidad de comparar sus magnitudes y la forma de las
isotermas; estos graficos se presentan en la Figura 26. En la Tabla 12 se muestran los

resultados de los parametros termodinamicos para cada valor de c.
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Figura 26. Termogramas (parte superior) e isotermas de enlace (parte inferior) de la complejacién
VO?* con Ofen a 25 °C por ITC a valores del parametro c igual a 97, 147, 246 y 320. En las curvas
de enlace, se ha omitido la linea de ajuste para tener mayor visualizacion del comportamiento de las

isotermas.
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Tabla 12. Pardmetros termodinamicos de la complejacion entre VO?2* y Ofen a 25 °C.

Experimento 2a 2b 2C 2d
c 97 147 246 320
N1 1 1 1 1
log Kn1 5.69 +0.03 5.83+£0.02 5.69 +0.02 5.65 +0.02
AH°1 (kcal/mol) -4.85 +0.08 -4.88 +0.07 -4.71+0.08 -4.84 +0.06
-TAS°1 (kcal/mol) -2.91 -3.07 -3.05 -2.87
AG°1 (kcal/mol) -7.76 -7.95 -7.76 -7.71
N2 2 2 2 2
log Kr2 4.21+0.03 4.21+£0.04 4.21+0.03 4.24 +0.02
AH®; (kcal/mol) -0.26 +0.07 -0.28 + 0.06 -0.14 +0.04 -0.27 +0.04
-TAS°; (kcal/mol) -5.48 -5.46 -5.60 -5.51
AG°2 (kcal/mol) -5.74 -5.74 -5.74 -5.78

En la Tabla 12 se muestran los parametros termodinamicos de los cuatro experimentos que
refind el programa PEAQ-ITC para los complejo VOOfen?* y VO(Ofen).?*; usando un
modelo de “dos sitios de enlace” para considerar la formacion de los complejos de ambos
complejos y fijando los valores de la estequiometria N1=1 y No=2. Al comparar los valores
de cada parametro termodindmicos en los cuatros experimentos, se observa que éstos son
similares entre si. Siendo el valor mas distante, el AH®>=-0.14 kcal/mol del experimento 2c,
comparado con el AH®, de los experimentos 2a, 2b y 2d con valores de —0.26, —0.28 y —0.27
kcal/mol. Cabe notar que, en la tabla, los valores de la entalpia (AH°1 y AH®,) tienen signo
negativo, con lo que se confirma que el fenémeno de la complejacion es exotérmico asi como

se habia indicado en los termogramas al tener picos orientados hacia abajo de la linea base.

A partir de la ecuacion de AG® = AH® — TAS®, es posible analizar la contribucion entalpica
y entropica al valor de AG®. Para el complejo VOOfen?* (N1=1), tanto la entalpia como el
término entrépico, contribuyen a la espontaneidad del proceso de complejacién, siendo de
mayor magnitud el termino entalpico. Para la formacion del complejo VO(Ofen)2?*, ambos
términos, entalpico y entrépico, contribuyen al valor de AG® sin embargo, para este

complejo, la entropia tiene mayor aportacién a la espontaneidad al ser de mayor magnitud.
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En cuanto al valor de los logaritmos de las constantes de formacién, se observa que el

complejo mas estable es el de estequiometria 1:1 que el 1:2, debido a que log Ks1 > log K.

En la Figura 26, en los termogramas, se observa que la magnitud de la potencia para los
diferentes experimentos presenta el siguiente orden decreciente de potencia: c=320 > c=246
> ¢=147 > ¢=97. En cuanto a las curvas de enlace, se observa que a menor valor de ¢ (c=97),
la pendiente es méas grande; mientras que a mayor valor de ¢ (c=320), la pendiente es menor.
Sin embargo, este comportamiento no fue el esperado de acuerdo con Instruments TA, 2016,
en donde mencionan que a mayor valor del parametro c, se obtiene una pendiente mas grande
(Instruments TA, 2016).

Cabe aclarar que también se pretendia trabajar a un valor del parametro c=500, sin embargo,
al hacer los célculos se tuvo que declinar debido a que la Ofen no era soluble a la

concentracién deseada.

6.2.3 Sistema Cu?*/Metformina

Al realizar las valoraciones calorimétricas a 25 °C para determinar los parametros
termodinamicos de los complejos formados entre HMTF* y el ion Cu?*, se decidio alcanzar
valores de relacion molar (RM) de 3.5 y 2.3 (Experimentos 3a y 3b). Los termogramas
(graficos superiores) y las curvas de enlace (graficos inferiores) obtenidos, se muestran en la
Figura 27. Todos los termogramas y curvas de enlace estan corregidos restando el calor de
dilucién. Los termogramas presentan picos orientados hacia arriba, lo que indica que el
proceso de complejacion es endotérmico. De forma similar al estudio de los sistemas
Cu?*/Ofen y VO?*/Ofen, también se decidié ajustar las curvas de enlace alimentando al
programa PEAQ-ITC con un modelo de “dos sitios de enlace” y fijando los valores de N1=1
y N2=2 para obtener los valores de los parametros termodinamicos. Los resultados de los
parametros termodinamicos para los complejo CUHMTF®* y Cu(HMTF),** de las diferentes
valoraciones calorimétricas realizadas, se muestran en la Tabla 13. Debido a que el
experimento con RM=3.5 se realiz0 por triplicado para comprobar que el equipo no tuviera
impurezas, y sobre todo para verificar la reproducibilidad de los resultados, en la Tabla 13 se
muestran los resultados de las 3 valoraciones a RM=3.5, estos resultados son muy similares

entre si.
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Figura 27. Termogramas (parte superior) e isotermas de enlace (parte inferior) de la complejacién
Cu? con HMTF* a diferentes valores de relacién molar a 25 °C por ITC. a) RM=3.5*, y b)
RM=2.3. En las curvas de enlace, los marcadores representan los datos experimentales, y la linea

continua corresponde al ajuste de la curva usando el programa PEAQ-ITC.
*A pesar de que la valoracion calorimétrica a RM=3.5 se realizo por triplicado, solo se muestra una vez el termograma y

la curva de enlace por ser reproducibles los resultados.

En la Tabla 13 se muestran los pardmetros termodinamicos obtenidos usando PEAQ-ITC
para los complejo CUHMTF3* (N1=1) y Cu(HMTF);** (N2=2). Cabe notar que los parametros
termodindmicos para el complejo de estequiometria 1:1 y 2:2 son muy similares entre los
Experimentos 3a y 3b. Al comparar los valores de cada pardmetro termodinamicos en los
cuatros experimentos, se observa que éstos son similares entre si. Siendo el valor méas
distante, el AH°1= —0.68 kcal/mol del experimento 3b, comparado con el AH®; de los tres
experimentos 3a con valores de —0.088, —0.081 y —0.092 kcal/mol.

Cabe notar que los valores de la entalpia AH®1 y AH®; tienen signo positivo, con lo que se
confirma que el fendomeno de la complejacion es endotérmico, asi como lo indicaban los

termogramas al tener picos orientados hacia arriba de la linea base.
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A partir de la ecuacion de AG® = AH® — TAS®, es posible analizar la contribucion entalpica
y entropica al valor de AG°. Para ambos complejos, CUHMTF3'y Cu(HMTF)*", la
contribucion de la entropia tiene mucho mayor aportacion a la espontaneidad, siendo AH®1=
un valor muy pequefio. En cuanto al valor de los logaritmos de las constantes de formacion,
se observa que el complejo mas estable es el de estequiometria 1:1, debido a que log K1 >

log Kro.

Tabla 13. Pardmetros termodinamicos de la complejacién entre Cu?*y HMTF* a 25 °C por ITC.

Experimento 3a 3b
RM 35 35 35 2.3
N 0.925 +0.07 0.808 + 0.051 0.871 +£0.038 0.997 + 0.007
log Ks 6.79 £0.08 6.66 = 0.09 6.68 +0.17 6.49 £ 0.02
AH°1 (kcal/mol) 0.088 + 0.008 0.081 + 0.006 0.092 + 0.006 0.168
-TAS®; (kcal/mol) -9.34 -9.15 -9.20 -9.02
AG°; (kcal/mol) -9.25 -9.07 -9.11 -8.85
\P) 2.10 £ 0.05 2.21 +£0.082 2.21+0.123 2.01+£0.01
log Kr 5.16 £ 0.06 5.17 £0.08 5.12+0.14 5.33+0.01
AH?®; (kcal/mol) 0.035 +£0.003 0.034 +0.003 0.043 £ 0.003 0.067 £ 0.003
-TAS®; (kcal/mol) -7.07 -7.09 -7.03 -7.32
AG°; (kcal/mol) -7.04 -7.05 -6.98 -7.26

Finalmente, si comparamos los sistemas Cu?*/Ofen con Cu?*/MTF, se observa que en ambos
sistemas se forman los complejos de estequiometria 1:1 y 1:2. Se esperaba que el sistema
Cu?*/MTF presentara un comportamiento termodinamico similar al del sistema Cu?*/Ofen;
sin embargo, se puede apreciar que el sistema con Ofen es un proceso exotérmico, mientras
que el sistema con HMTF" es un proceso endotérmico. Ademas, cuando se forma el complejo
de estequiometria 1:1 en el sistema con Ofen, tanto la entalpia como la entropia contribuyen
a la espontaneidad, mientras que con HMTF*, el proceso es entropico ya que la entalpia es
casi nula. El complejo CuOfen?* es mas estable y espontaneo que el complejo CUHMTF*. En
cuanto a la formacion del complejo de estequiometria 1:2 para ambos sistemas, se determino

que para tanto Cu(Ofen),%* como Cu(HMTF)2**, el proceso de formacion esta favorecido por
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la entropia. Sin embargo, el complejo Cu(Ofen),** es mas estable y espontaneo que el
complejo Cu(HMTF)**.

6.2.4 Sistema VO?*/Metformina

Debido a que en la literatura no se encontraron constante de complejacion entre el VO?* y la
HMTF*, se opt6 por realizar las valoraciones calorimétricas a un valor de RM=2.41 variando
las concentraciones de VO?* y HMTF, y una valoracion en la que se alcanzé un valor de
RM=4. En la Figura 28, se presentan los termogramas y las curvas de enlace de las
valoraciones calorimétricas realizadas para estudiar el sistema VO?*/MTF de los
Experimentos 4a, 4b y 4c que se muestran en la Tabla 8. Todos los graficos estan corregidos
restando el calor de dilucion. En esta figura, no se presentan los graficos correspondientes al
Experimentos 4d debido a que no se logrd obtener un buen ajuste de la curva de enlace al
utilizar el programa PEAQ-ITC. Los termogramas presentan picos hacia abajo indicando que
el proceso de complejacidn es exotérmico. Se observa que en las curvas de enlace se obtiene
un buen ajuste a los datos experimentales al usar un modelo de “dos sitios de enlace”, y al
fijar los valores de N1=1 y N>=2. Los resultados de los pardmetros termodinamicos para los
complejo VOHMTF®** y VO(HMTF),** se muestran en la Tabla 14.

En la Figura 28, durante el proceso de la valoracion, la RM pasa por los valores de 1y 2 en
los tres experimentos (4a, 4b y 4c), valores en que es posible formar los complejos de
estequiometria 1:1 y 1:2, respectivamente. Para las condiciones de trabajo empleadas en el
experimento 4c, se forma una curva indicando que se lleva a cabo una reaccion poco

cuantitativa.
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Figura 28. Termogramas (grafico superior) e isotermas de enlace (grafico inferior) de la complejacion

de VO?* con HMTF* a relacién molar de 2.41 variando concentraciones de ambos componentes, a 25 °C
por ITC. a) Experimento 4a, b) Experimento 4b, y c) Experimento 4c de acuerdo con la Tabla 8. En las

curvas de enlace, los marcadores representan los datos experimentales, y la linea continua corresponde al

ajuste de la curva usando el programa PEAQ-ITC.

74




tiempo (min)

0 20 40 60 80
0-1 1 1 1 1
-0.2
=
[}
<9
2
8 -05
<9
g
N
=
R 0.8 Exp 4c
’ Exp 4b
Exp 4a
w,""
AAAAALaTAd
A
A
A m N
-50 A - °
%s A - mn ....
£ 4 eo®®
= A u o®
G . P
2 m N o0®
S -0 nh e
' .... AExp 4c
..5 ®Exp 4b
o, mExp 4a
-110 T T T T
0 1 2 3

Relacion Molar [HMTF]*/[VO?]

Figura 29. Termogramas (parte superior) e isotermas de enlace (parte inferior) de la complejacién
VO?* con HMTF* a 25 °C por ITC, a una relacién molar de 2.41 de los experimentos 4a, 4b y 4c. En
las curvas de enlace, los marcadores representan los datos experimentales, y la linea continua

corresponde al ajuste de la curva usando el programa PEAQ-ITC.

En la Tabla 14, se observa que la complejacion de VO?* con HMTF* para formar complejos
de estequiometrias 1:1 y 1:2, son procesos espontaneos y exotérmicos, liberando calor al
Ilevarse a cabo la reaccion. La exotermicidad se confirma por los valores de AH® y por la
orientacion de los picos hacia abajo. Al analizar la contribucion entélpica y entrdpica a la
espontaneidad de la reaccion (AGP°), se observa que los procesos de formacion de los
complejos VOHMTF** y VO(HMTF),**, estan impulsados mayoritamente por la entropia,

ya que el aporte del término entalpico es casi nulo.

En la Figura 29, se superponen en un mismo grafico los termogramas de los tres

experimentos, y en otro grafico se superponen sus respectivas curvas de enlace. Al comparar
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ambos graficos, es evidente que para el Experimento 4c, se tienen las mejores condiciones
de trabajo para favorecer la formacion de los complejos VOHMTF** y VO(HMTF).*,
debido a que los termogramas presentan mayor magnitud de potencia, y la curva de enlace
presenta una curva mas definida y con mejor ajuste; es decir, a mayor concentracion de los
componentes para el sistema. Tanto la Figura 28 como en la 29, no se muestran los resultados
del experimento 4d debido a que no se logr6 obtener un buen ajuste a los datos
experimentales, y por lo tanto, no se logrd determinar los pardmetros termodindmicos de la

complejacion.

Tabla 14. Pardmetros termodindmicos de la complejacion entre metformina (HMTF*) y vanadilo
(VO?) a 25 °C por ITC.

Valor de c 4a 4b 4c 4d
RM 241 241 241 —

N1 1+0.01 1.1 +0.002 1+0.001 —

log Kr 9.38 £0.01 9.32+0.01 9.41 +0.03 —

AH°1 (kcal/mol) -0.184 +0.002  -0.178 £0.003  -0.193 +£0.007 —
-TAS®; (kcal/mol) -12.61 -12.54 -12.84 —
AG°; (kcal/mol) -12.80 -12.71 -12.84 —
N> 2+0.02 2.15+0.01 1.98 £0.03 —

log Ks2 8.31+£0.01 8.47 £0.01 8.47 £0.02 —

AH?®; (kcal/mol) -0.048 +0.001  -0.044 +0.001 -0.036 = 0.004 —
-TAS®; (kcal/mol) -11.29 -11.51 -11.52 —
AG®; (kcal/mol) -11.34 -11.55 -11.55 —

Los termogramas evidencian que la complejacion entre VO?* y HMTF* es un proceso
exotérmico, por presentar picos por debajo de la linea base y el isoterma de enlace muestra
que la complejacion se ajusta a una estequiometria de 1:1 y 1:2 usando el software PEAQ-
ITC.

Finalmente, comparamos los sistemas de VO?*/Ofen y VO*/MTF, se determina que la
formacién de los complejos de estequiometria 1:1 y 1:2 es espontanea y exotérmica. En

ambos sistemas, el complejo de estequiometria 1:1 es mas estable que el complejo 1:2, debido
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a que el log Ks para el complejo con Ofen es mayor que el log de Kyi2. En cuando al desorden
del sistema, comparando las tablas 14 y 16, se observa que hay mayor desorden en el sistema
VO*/MTF que en VO?/Ofen, ya que sus valores de AG° son mas grandes en ambos

complejos (1:1y 1:2).
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7. CONCLUSIONES

La investigacion se inicio con el estudio de los valores de pKa que presenta la MTF. Por lo
tanto, en este trabajo se determinaron los valores de pKa1=3.05 y pKa.>=11.84 del sistema de
metformina en disolucion acuosa a 25 °C por espectrofotometria UV-Vis. Estos resultados
permitieron tener un mejor control de las condiciones experimentales para el disefio de
métodos de cuantificacion o caracterizacion de la metformina en presencia de algin agente

acarreador o de algun ion metalico.

Mediante la técnica de calorimetria de titulacion isotérmica, se determind la estequiometria
y el perfil termodinamico (AG®, AH®, AS° y Ky) de la complejacion de los sistemas entre
cobre y ortofenantrolina (Cu?*/Ofen), vanadilo y ortofenantrolina (VO?*/Ofen), cobre y
metformina (Cu?*/MTF), vanadilo y metformina (VO*/MTF), en solucion acuosa a 25 °C.
Se determin0 que, en todos los sistemas, la formacion de los complejos de estequiometria 1:1

y 1:2 es espontanea.

El tipo de reaccion que se lleva a cabo para la formacion del complejo Cu*/MTF es
endotérmica, mientras que para la formacion de los complejos Cu?*/Ofen, VO?*/Ofen y

VOZIMTF es exotérmica.

Analizando la contribucion entalpica y entrépica en cada sistema, se determin6 que para los
complejos 1:1y 1:2 de los sistemas Cu?*/MTF y VO*/MTF, y para los complejos 1:2 de los
sistemas Cu?*/Ofen y VO?"/Ofen, la espontaneidad (AG®) estd impulsada por la entropia,
siendo casi nulo el término entalpico; mientras que para los complejos 1:1 de los sistemas
Cu®*/Ofen y VO#/Ofen, la espontaneidad tiene una contribucion entélpica y entrdpica

similar.

El sistema con mayor espontaneidad para la formacion de los complejos 1:1 y 1:2 es el
sistema de VO?*/MTF, y el de menor espontaneidad es el sistema de VO?*/Ofen en ambas
estequiometrias. Mientras que, los complejos formados en el sistema VO?*/MTF son mas
estables que los complejos del sistema VO?*/Ofen al presentar valores mas pequefios de
logaritmos de las constantes de formacion (Ks) obtenidos al utilizar el software PEAQ-ITC.
En todos los sistemas estudiados, los complejos de estequiometria 1:1 son mas estables que

los complejos de estequiometria 1:2.
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El estudio previo que se realiz6 entre Ofen y los iones cobre y vanadilo ayudo a establecer
las condiciones experimentales dptimas para realizar los estudios con MTF. A pesar de que

el perfil termodindmico obtenido para Ofen y MTF fue muy diferente.

Al realizar varios experimentos a diferentes condiciones de trabajo (concentracion,
parametro c, relacién molar, etc.), se obtuvieron resultados similares para un mismo sistema
(Ligante), por lo que se confirma que la Titulacion Calorimétrica Isotérmica es una técnica
que permite determinar el perfil termodindmico completo entre un ligante y un metal a partir
de un solo experimento, siendo una técnica de alta sensibilidad y exactitud, ademas de que

el microcalorimetro utilizado esta calibrado de acuerdo a indicaciones del distribuidor.

Con la realizacion de este trabajo de tesis se espera que contribuya con informacién atil en
la investigacion de metalofarmacos con propiedades bioldgicas, a la industria farmacéutica
y al sector salud, para el posible disefio de nuevos farmacos mas eficaces y con menos

efectos secundarios, como se reporta en la literatura cientifica actual.
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8. PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

Entre las perspectivas de este trabajo de tesis, se considera realizar el estudio de los sistemas
VO*/MTF y Cu?/MTF a diferentes temperaturas para poder determinar la capacidad

calorifica del complejo (AC?).

Hacer uso de buffer bioldgicos como HEPES o MOPS con los cuales se han reportado
experimentos en donde el vanadilo no reacciona con otros componentes alternos formando
complejos, esto con el fin de determinar si la complejacion entre iones metalicos y la

metformina se favorece al trabajar con un pH constante y bajo condiciones bioldgicas.
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10. ANEXOS

10.1 Cartel presentado en congreso

Participacion en XXXIV Congreso Nacional de Quimica Analitica, XXIV Simposio
Estudiantil. Asociacién Mexicana de Quimica Analitica (AMQA), llevado a cabo del 21 al
23 de septiembre de 2022, Universidad de Guanajuato, Gto., México. Titulo del trabajo:

“Estudio de complejos con propiedades hipoglucemiantes de metformina con ion vanadilo™.

CUAUTITLAN

PERFIL TERMODINAMICO DE LA INTERACCION DE METFORMINA
CON EL ION VANADILO POR CALORIMETRIA DE TITULACION
ISOTERMICA

Yaotonalli Tlahuikoatzin Manrique Buendia, Norma Rodriguez Laguna*, Rodolfo Gomez Balderas, Rosario
Moya Hernandez, Ricardo Hipolito Najera, Jeovani Gonzalez Barbosa.

Laboratorio de Fisicoguimica Analitica, Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, UNAM, Cuautitlan 1zcalli, C.P. 54714. Estado de México, México.

En México, una de las enfermedades cronico-degenerativas que afecta gravemente
a la poblacion es la Diabetes Mellitus 2 (DM2), la cual es causada por el
sedentarismo, obesidad, malos habitos alimenticios, factores hereditarios, entre
otros. Esta problematica conlleva que sea necesario disefiar nuevos farmacos
hipoglucemiantes con mayor eficacia y con menores efectos secundarios.

En la literatura cientifica se reportan que los farmacos NH NH
complejados con iones metalicos presentan mayor

actividad biologica que el farmaco original. Es por ello \N N NH,
que en este trabajo se lleva a cabo el estudio de la | H
interaccion de metformina (Mtf) (Fig. 1) con ion
vanadilo (VO?*) en solucién acuosa a 25 °C por la
técnica de Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC).

La valoracion calorimétrica se llevé a cabo utilizando las concentraciones de:
[Mtf]= 1.22x10° M y [VO?]=1.79x102 M (Fig. 2). Ademés de esta valoracion,
también se determino el calor generado por efecto de dilucion del valorante, para
ello se coloco el valorante (VO?*) en la jeringa de inyeccion y en la celda de
reaccion se coloco el disolvente (agua desionizada). Cada experimentacion se
realizo por triplicado. Se obtuvo el termograma DP = f(t) y la curva de enlace del
sistema Mtf-VO?*.

Condiciones experimentales:

Fig. 1. Estructura quimica
de Metformina (Mtf)

Fig. 2. Equipo utilizado:

Temperatura 25°C MicroCal VP-ITC,
\ol. Inyecciones 14l General Electric.
Duracion 28s

Num. Inyecciones 20

Espaciado 240

Los datos calorimétricos obtenidos fueron tratados con el programa PEAQ-ITC
para obtener el ajuste teorico de los datos experimentales asociados a la curva de
enlace, dando como resultado los valores de los parametros termodinamicos:
contante de formacion del complejo (K), entalpia (AH), energia libre de Gibbs
(AG) y entropia (AT).

Resultadosy discus

El termograma de la Fig. 3 corresponde a la valoracion de la reaccion entre Mtf y
VO?* corregido por el calor de dilucion.

Los picos que se observan en el termograma (Fig. 3) presentan picos de mayor
tamaiio con valores negativos, esto indica que la reaccion es mayoritariamente
exotérmica; generando calor cada vez que se adiciona el valorante (VO%) y
elevando la temperatura con respecto a la celda de referencia, por lo que el
equipo disminuye la temperatura de la celda de reaccion para igualarla con la
celda de referencia.

Potencia (W)

T
20 3

: ITUTIVTYRERTPvem—
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Fig. 3. Termograma asociado a la formacion
del complejo Mtf —\VO.

I
0

La Fig. 4 muestra la curva de enlace, también llamada isoterma de enlace; los
marcadores corresponden a los datos experimentales, y la linea continua
corresponde al ajuste teérico obtenido con el programa PEAQ-ITC.

035

e

AH (KJfmol)
It

Fig. 4. Curva de enlace asociado a la
formacion del complejo Mtf -VO.
La Tabla 1 muestra los parametros termodinamicos obtenidos por el programa
PEAQ-ITC.

Tabla 1. Perfil termodinamico de la formacion del complejo Mtf(VO) de
estequiometria 1:1.

Sistema LogK  AH (kJmol) AG (kJ/mol) -TAS (kd/mol)
Mtf-VO 3.52 -0.202 + 0.006 -4.81 -4.61
Conclusiones

« La reaccion entre Mtf y VO?* es exotérmica; esto se confirma con los picos del
termograma dirigidos mayoritariamente hacia abajo, y por el valor del AH.

« La reaccion es poco cuantitativa por lo cual la cantidad de calor (AH) liberado
es minima.

« El AG es negativo lo que indica que la reaccion es espontanea en el sentido de
la formacion del complejo.

« La estequiometria del complejo formado de Mft-VO es 1:1.

Referencias

Adam A. M. (2015) Spectrochimica Acta Part A.

. Sanchez E. (2015) RIAA.

. Alvino De la Sota N. & Pacheco C. J. (2007) PUCP.
. Ibrahim M. (2015) J. Mol. Struct.

. Garcia S. J. (2015) AEMPS.

Of40]

Este trabajo fue apoyado por UNAM-PAPIIT 1A208221 y E

ENEARNT

o

IN221621 de la Direccion General de Apoyo al Personal
Académico, y por el proyecto PIAPI2035 y el Programa de
Catedras de Investigacion CI12220 de la FES-Cuautitlan,
UNAM.

-
| =N

99



10.2 Constancia de participacion en congreso

Constancia otorgada por participar con el trabajo: “Perfil Termodinamico de la interaccion de metformina con el ion Vanadilo por

Calorimetria de Titulacion Isotérmica” en el XXXIV Congreso Nacional de Quimica Analitica, 2022.

La Asociacion Mexicana de Quimica Analitica

y la Universidad de Guanajuato
otorgan la presente

®
Constancia
a Yaotonalli Tlahuikoatzin Manrique Buendia, Norma
X X X I V Rodriguez Laguna, Rodolfo Gémez Balderas, Maria
- del Rosario Moya Hernandez, Ricardo Hipolito
CO n g reso N acliona l Najera, Jeovani Gonzélez Barbosa
d eQu |’m i c a An a I iti C a por la presentacion del trabajo

Estudio de complejos con propiedades
hipoglucemiantes de metformina con ion vanadilo
en el marco del XXXIV Congreso Nacional de Quimica
X IV Analitica llevado a cabo los dias 21. 22 y 23 de septiembre.
L

X
Simposi
Estudiantil W O

Dra. Maria Tere%a Ramirez Silva Dra. Maria dél Pilar Gonzalez Musioz
Presidenta de la AMQA Presidenta Comité Organizador local

Guanajuato, Gto. Septiembre 2022

100



10.3 Revista.

Rodriguez-Laguna, N., Manrique-Buendia, Y. T., Gdbmez-Balderas, R., Moya-Hernandez,
R., & Gonzalez-Barbosa, J. (2023). Perfil termodinamico del sistema metformina-vanadilo

por calorimetria de titulacion isotérmica. Padi Boletin Cientifico De Ciencias Basicas E
Ingenierias Del ICBI, 11(Especial), 54-57.
https://doi.org/10.29057/icbi.v11iEspecial.10353

oc.\hc‘ON MEXICAy,,

UiMICA
NALITICA

O

,|;; 50 :IS,I,acmal
m ,,ca-.Analll'ea

septiembre

2022

Cursos pre congreso
19 y 20 septiembre

Emm-pud;hudondepmGuanapm

Guanajuato, Guanajuato
19 al 23 de septiembre de 2022

NS CGow I

susanm PerkinElmer

INSTRUMENTACION For the Better

101


https://doi.org/10.29057/icbi.v11iEspecial.10353

DESDE 2013
https://repository.uaeh.edu.mx/revistas/index. php/icbifissue/archive
Pédi Boletin Cientifico de Ciencias Bdsicas e Ingenierias del ICBI

P i

ISSN: 2007-6363

LAH

Publicacion Semestral Pidi Vol. 11 No. Especial (2023) 54-57

Perfil termodindmico del sistema metformina-vanadilo por calorimetria de titulacién
isotérmica
Thermodynamic profile of the metformin-vanadyl system by isothermal titration
calorimetry

N.Rodriguez-Laguna™ *, Y. T. Manrique-Buendia ', R. Gémez-Balderas" ', R. Moya-Herndndez

J. Gonzalez-Barbosa
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Resumen

La metformina es una biguanida que ha sido utilizada durante los ltimos 40 afios para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo
2 (DM2), es capaz de formar complejos de coordinacién con algunos iones metélicos como por ejemplo el ion vanadilo. En la
literatura cientifica se reporta que los firmacos complejados con iones metalicos presentan mayor actividad biolégica, por ello,
el objetivo de este trabajo fue evaluar la formaci6n del complejo entre metformina y el ion vanadilo determinando los pardmetros
termodindmicos asociados a este proceso mediante Calorimetria por Titulacién Isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés) a 25
°C. Los pardmetros termodindmicos determinados son: la constante de equilibrio (), la energia libre de Gibbs (AG®), la entalpia
(AH®) y la entropia (AS°). También se determin la estequiometria del complejo formado en el sistema. Los resultados obtenidos
son: log $=3.520 +0.037, AG°=—4.810 kcal/mol, AH°= (—0.202 + 0.006) kcal/mol y —TAS® =—4.610 kcal/mol; la estequiometria
obtenida fue 1:1 correspondiente al complejo Mtf (VO)*.

Palabras Clave: metformina, vanadilo, pardmetros termodindmicos, calorimetria, estequiometria.
Abstract

Metformin is a biguanide that has been used for the last 40 years for the treatment of type 2 diabetes mellitus (DM2). It can form
coordination complexes with some metal ions, such as the vanadyl ion. In the scientific literature, it is reported that drugs
complexed with metal ions have greater biological activity, so the objective of this work was to evaluate the formation of complex
between metformin and the vanadyl ion, determining the thermodynamic parameters associated with this process by Isothermal
Titration Calorimetry (ITC) at 25 °C. The determined thermodynamic parameters are: the equilibrium constant (B), the Gibbs
free energy (AG®), the enthalpy (AH®) and the entropy (AS°®). In addition, the stoichiometry of the complex formed in the system
was also determined. The results obtained are: log p=3.520 + 0.037, AG°= —4.810 kcal/mol, AH°= (—0.202 + 0.006) kcal/mol
and ~TAS= —4.610 kcal/mol; the stoichiometry obtained was 1:1 corresponding to the Mtf(VO)?* complex.

Keywords: metformin, Vanadyl, thermodynamic profile, calorimetry, stoichiometry.

factores que contribuyen en gran medida al desarrollo de la
diabetes mellitus. La diabetes se clasifica en dos tipos: La

1. Introduccién

Una de las mayores enfermedades que presenta el mundo
es la diabetes mellitus (DM), teniendo como antecedente que
en 1995 el 4 % de la poblacién mundial sufria de esta
enfermedad y para el 2025 se contempla que aumente al 6.4 %
(Kaul, et al., 2013). El estilo de vida sedentario de las nuevas
generaciones, la dieta y herencia genética son algunos de los

*Autor para la correspondencia: normarola@cuautitlan.unam.mx.

diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es consecuencia de un dafio en
las células B pancredticas ocasionando un déficit de insulina.
(Shaer,2014). La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es la diabetes
mis ocomin y es conocida como diabetes no
insulinodependiente, se caracteriza por una baja sintesis de
insulina, provocando una accién deficiente de esta en el
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organismo, presentando en la mayoria de los casos
hipertension, insomnio y en cierto punto depresion; siendo el
90 % de pacientes con diabetes que desarrollan este tipo.
(Ahmad, ef al., 2022; Maraschin, 2013) Ademas, hoy en dia se
reporta que la DM2 afecta a un mayor numero de pacientes
jovenes (Song, 2013).

Para controlar la DM2 se recomienda, ademas de cambiar
el estilo de vida, la dieta y el control el peso, implementar el
uso de agentes hipoglucemiantes orales como es la
metformina, que sirve para disminuir los niveles de glucosa en
sangre (Altagracia-Martinez, et al., 2007).

La metformina (Mtf) es una biguanida que se ha usado
ampliamente en el mundo para el tratamiento de la DM2
durante las ultimas cuatro décadas (Rodriguez-Rivera, et al.,
2017). Es un hipoglucemiante que no causa liberacién de
insulina en el pancreas y no provoca hipoglucemias; es por ello
que la Mtf, es uno de los medicamentos mas utilizados en el
tratamiento de esta enfermedad, siendo de bajo costo, teniendo
un efecto positivo sobre el control de peso y su eficacia.
(Jennings, 1997; Loépez Timoco, et al., 2007) El efecto
hipoglucemiante se debe a una sensibilizacién de los tejidos
periféricos a la insulina y a la reducciéon de la produccion
hepética de glucosa.

El vanadilo por si solo tiene propiedades
insulinomiméticas asi como efectos adversos menores
(Sanchez, 2015). Estas propiedades llevan a focalizar el interés
de la investigacién en el desarrollo de nuevos compuestos de
vanadilo que sean apropiados para la administracién oral
aumentando la absorcién, la solubilidad y la potencia
terapéutica; esto ayudaria a disminuir la dosis requerida
durante el tratamiento de la DM2, y a contrarrestar los
sintomas adversos (Alvino De la Sota & Pacheco Calderén,
2007). Estos farmacos nuevos o modificados deberan
conservar sus propiedades insulinomiméticas, ademas deberan
ser estables, y solubles en condiciones fisiologicas y con un
poder terapéutico mas eficaz (Barrio, 2004).

La calorimetria por titulacion isotérmica (ITC, por sus
siglas en inglés) es una técnica novedosa que se utiliza en el
estudio de interacciones entre macromoléculas con iones
metélicos, como es el caso de la quimica bioinorgéanica
(Hansen, et al., 2018). En este trabajo, se hace uso de esta
técnica para estudiar la interaccion de metformina con ion
vanadilo con la finalidad de determinar la estequiometria del
complejo formado y los parametros termodinamicos asociados
al fenémeno de la complejacion.

microbureta

Titulante (T)
celda de 1 — i* =} celda de
referencia (R) A muestra (M)

camara termostatada

Figura 1: Partes internas del calorimetro MicroCal VP-ITC.

2. Experimentacién
2.1. Reactivos, equipos y software

Los reactivos utilizados para el experimento son
Metformina-HCl (Sigma-Aldrich) y VOSO4xH,O (Sigma-
Aldrich), agua desionizada obtenida de un Purelab Classic,
ELGA 18.2 MQ cm. Los equipos utilizados son un MicroCal
VP-ITC de General Electric y un desgasificador MicroCal
ThermoVac de General Electric. Se empled el software
MicroCal (2004) PEAQ-ITC Analysis, Malvern Instruments.

2.2. Metodologia

Calorimetria por Titulacion Isotérmica. La Figura 1
muestra los elementos basicos de un calorimetro. Este tiene dos
celdas, una de referencia (R) y otra que contiene la muestra
(M), y una microbureta que contiene el titulante (T) el cual se
adiciona a la celda muestra en la que se lleva a cabo la reaccion
(Bastos & Velazquez-Campoy, 2021). El volumen de alicuota
V, que le cabe a la celda de reaccion es de 1.4303 mL. La aguja
de la microbureta cuenta con un sistema de agitacion accionada
mediante un motor interno que permite el mezclado adecuado
de los reactivos. El sistema de celdas se encuentra aislado
adiabaticamente del entorno para asegurar que el calor
registrado sea solamente el involucrado en el proceso de
interaccion.

Preparacion de la disolucion de Metformina. Se pesaron
17 mg de Metformina y se disolvieron en agua desionizada
para llevarlo a un volumen de 10 mL. Preparacién de la
disolucion de Sulfato de Vanadilo. Se pesaron 210 mg de
sulfato de vanadilo, se disolvieron en agua desionizada y llevo
a un volumen de aforo de 10 mL; esta solucion se empleé sin
previa estandarizaciéon. Ambas disoluciones se desgasificaron
para eliminar el oxigeno presente en ellas.

La celda de reaccion y la microbureta fueran lavadas con
agua desionizada y etanol para asegurar que el equipo esté
completamente limpio. En la celda de referencia se colocd
agua desionizada. En la celda de reaccion (analito) se colocd
Mtf de concentracién 1.22x10% M, y en la microbureta se
colocé la solucion de VO?* de concentracién 1.79x1073 M. El
volumen de alicuota del analito a valorar es de V,=1.4303 mL.

Se realizaron 20 inyecciones de 14 pL de la solucion de
VO?, considerando un espaciado entre cada adicién de 240 s,
cada adicién se llevo a cabo en 28 s; con un poder de referencia
de 4 pCal/s, un periodo de filtrado de 8 s y una agitacion de
351 rpm.

flit

f'man

Figura 2: Termograma asociado a la interaccion de metformina con el ion
vanadilo a 25 °C.
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3. Resultados y discusiéon

Como resultados de la valoracion calorimétrica del
sistema  Mtf-VO?** se  obtuvo el  termograma
dP/ucals™! = f (t/min) que se muestra en la Figura 2 y la curva
de enlace (dQ/dt)/ucal s™! = f(r), donde 7 es la relacion molar
de la cantidad del valorante con respecto a la cantidad de
analito en cada etapa de la valoracion; esta curva se muestra en
la Figura 3. Los picos que se observan en el termograma
presentan mayor tamafio hacia abajo, esto indica que la
reaccion es exotérmica.

En la Figura 3 se muestra la curva de enlace experimental
(marcadores) y las curvas tedricas obtenidas usando el
programa PEAQ-ITC (lineas continua, segmentada y
punteada) con valores de N=1, N=2 y N=0.5, respectivamente.
Se observa que el mejor ajuste se obtiene usando un valor de
N=1, indicando que la estequiometria es 1:1 correspondiente
al complejo Mtf(VO)?*. El equilibrio asociado a la formacién
del complejo Mtf (VO)** se muestra en la Ecuacién 1. Con
base en los parametros de ajuste realizado por PEAQ-ITC, se
obtiene el perfil termodinamico que se muestra en la Tabla 1.

0.36 -
0.38 4
.40 -
0.42 4
0.44 4

-0.46

(dQdf) /pcal s7!

0.48 -

0.50 4+

20.52 CE—— : .
0 0.5 1 15 2 2.5 3
rn

VoM Mt

Figura: 3: Curva de enlace asociada a la interaccion de metformina con el ion
vanadilo, para determinar los parametros termodindmicos.

Mtf + VO?* 2 Mf(VO)>* 1)

El equilibrio anterior tiene asociada una constante de
equilibrio B, expresando esta constante en términos de la ley
de accion de masas se tiene (Ecuacion 2):

_ IMtfvoy* ]
B= o o] @
Determinando el valor de la constante de equilibrio a partir de
los parametros termodindmicos, se obtiene

AG° = —RTInK 3
AG°
K=e ® @

En las Ecuaciones 3 y 4, la constante de equilibrio K es la
misma que se muestra en la Ecuacion 2. Por lo tanto,

—20134.66 J/mol

P = e ®3141/mol®) 298.15K) = 3370.048074 = 103520
®)

Aplicando el logaritmo base 10 a la Ecuacion 5, se
obtiene la Ecuacién 6.

log B = 3.520 (6)

Este valor es el mismo que se muestra en la Tabla 1. Para
determinar si el proceso de interaccién entre Mtf y VO?* es un
proceso entalpico o entrdpico, se muestra la Figura 4; esta
figura muestra las magnitudes de AG®, AH® y —TAS°®. En este
grafico se observa que la entropia contribuye mas al valor de
AG°® que la entalpia, esto de acuerdo con la ecuacion
termodinamica AG°= AH°-TAS?®; por esta razon, se determina
que el proceso estd impulsado por la entropia.

Tabla 1: Perfil termodindmico de la formacién del complejo Met(VO)** de
estequiometria 1:1 (N=1).

Sistema log B AG° AH° -TAS®
(kcal/mol)  (kcal/mol)  (kcal/mol)
Met(VO)** 3.520+0.037  -4.810  -0.202+0.006  -4.610

Al comparar la forma de los picos que van hacia abajo en
el termograma y el valor de AH®, se confirma que el proceso
de la interaccion es exotérmico.

DG

kcal mol!

Figura: 4: Perfil termodinamico de la interaccién entre Mtf y VO?* para
formar el complejo con estequiometria 1:1.

4. Conclusiones

Al estudiar la interaccion entre metformina y el ion
vanadilo por Calorimetria por Titulacién Isotérmica, se logrd
obtener el termograma y la curva de enlace del sistema
estudiado. El termograma, al presentar picos de mayor tamafio
hacia abajo indica que la reaccion es exotérmica.

Por otro lado, se logrd obtener un buen ajuste tedrico de la
curva de enlace experimental usando el programa PEAQ-ITC;
este ajuste se obtuvo alimentando el programa con una valor
de N=I1, esto indica que la estequiometria del complejo
formado es 1:1, siendo el complejo Mtf (VO)?*. Los resultados
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obtenidos de los pardmetros experimentales fueron: log p=3.520
+0.037, AG°=—4.810 kcal/mol, AH°= (—0.202 + 0.006) kcal/mol
y —TAS= —4.610 kcal/mol. Con estos resultados se determina
que la formacién del complejo es un proceso espontineo,
exotérmico y que esta favorecido por la entropia del sistema.

La informacion quimica generada a partir de este trabajo
coadyuva en el disefio de nuevos farmacos unidos a iones
metalicos que puedan ser empleados en el tratamiento de la
DM2.
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