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Resumen

La metformina es una biguanida que ha sido utilizada durante los altimos 40 afios para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo
2 (DM2), es capaz de formar complejos de coordinacion con algunos iones metalicos como por ejemplo el ion vanadilo. En la
literatura cientifica se reporta que los farmacos complejados con iones metélicos presentan mayor actividad biolégica, por ello,
el objetivo de este trabajo fue evaluar la formacion del complejo entre metformina y el ion vanadilo determinando los pardmetros
termodinamicos asociados a este proceso mediante Calorimetria por Titulacion Isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés) a 25
°C. Los pardmetros termodindmicos determinados son: la constante de equilibrio (B), la energia libre de Gibbs (AG®), la entalpia
(AH®) y la entropia (AS®). También se determino la estequiometria del complejo formado en el sistema. Los resultados obtenidos
son: log p=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)?*.
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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 (), 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 f=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 poblacion 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 pancreaticas ocasionando un déficit de insulina.
(Shaer, 2014). La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es la diabetes
mas comin y es conocida como diabetes no
insulinodependiente, se caracteriza por una baja sintesis de
insulina, provocando una accion deficiente de esta en el
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organismo, presentando en la mayoria de los casos
hipertensién, insomnio y en cierto punto depresién; siendo el
90 % de pacientes con diabetes que desarrollan este tipo.
(Ahmad, et al., 2022; Maraschin, 2013) Ademas, hoy en dia se
reporta que la DM2 afecta a un mayor nimero 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 Gltimas cuatro décadas (Rodriguez-Rivera, et al.,
2017). Es un hipoglucemiante que no causa liberacion 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; Lopez Timoco, et al., 2007) El efecto
hipoglucemiante se debe a una sensibilizacion de los tejidos
periféricos a la insulina y a la reduccion de la produccion
hepaética 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 investigacion en el desarrollo de nuevos compuestos de
vanadilo que sean apropiados para la administracion oral
aumentando la absorcion, 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 Calderdn,
2007). Estos farmacos nuevos o modificados deberan
conservar sus propiedades insulinomiméticas, ademas deberan
ser estables, y solubles en condiciones fisioldgicas 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
metalicos, como es el caso de la quimica bioinorganica
(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.
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Figura 1: Partes internas del calorimetro MicroCal VP-ITC.

2. Experimentacion
2.1. Reactivos, equipos y software

Los reactivos utilizados para el experimento son
Metformina-HCI (Sigma-Aldrich) y VOSO4-xH,0O (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 bésicos 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
Vo, que le cabe a la celda de reaccién 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. Preparacion de la
disolucién de Sulfato de Vanadilo. Se pesaron 210 mg de
sulfato de vanadilo, se disolvieron en agua desionizada y llevé
a un volumen de aforo de 10 mL; esta solucion se emple6 sin
previa estandarizacion. Ambas disoluciones se desgasificaron
para eliminar el oxigeno presente en ellas.

La celda de reaccién y la microbureta fueran lavadas con
agua desionizada y etanol para asegurar que el equipo esté
completamente limpio. En la celda de referencia se coloco
agua desionizada. En la celda de reaccién (analito) se coloco
Mtf de concentracién 1.22x10~° M, y en la microbureta se
coloco la solucion de VO?* de concentracion 1.79x10-3 M. El
volumen de alicuota del analito a valorar es de V,=1.4303 mL.

Se realizaron 20 inyecciones de 14 pL de la solucién de
VO?, considerando un espaciado entre cada adicion de 240s,
cada adicidn 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.
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Figura 2: Termograma asociado a la interaccién de metformina con el ion
vanadilo a 25 °C.
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3. Resultados y discusion

Como resultados de la valoracién calorimétrica del
sistema  Mtf-VO* se  obtuvo el  termograma
dP/ucal-s™ = f (t/min) que se muestra en la Figura 2 y la curva
de enlace (dQ/dt)/ucal s = f(r), donde r 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 teoricas obtenidas usando el
programa PEAQ-ITC (lineas continua, segmentada Yy
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 formacidn
del complejo Mtf (VO)?* se muestra en la Ecuacién 1. Con
base en los pardmetros de ajuste realizado por PEAQ-ITC, se
obtiene el perfil termodindmico que se muestra en la Tabla 1.
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Figura: 3: Curva de enlace asociada a la interaccion de metformina con el ion
vanadilo, para determinar los pardmetros termodinamicos.

Mtf + VO 2 Mtf(VO)** @)

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):

B

_ [MtfvO)™'] @
Mtf ] [VO**]

Determinando el valor de la constante de equilibrio a partir de

los parametros termodinamicos, se obtiene

AG®° = —RTInK (3)
AG°
K =e RT 4)

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

—20134.66 J/mol

B =e (@314]/molK) (29815K) = 3370.048074 = 103520
®)

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

logp = 3.520 (6)

Este valor es el mismo que se muestra en la Tabla 1. Para
determinar si el proceso de interaccion 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
termodinadmica AG°= AH°-TAS°®; por esta razon, se determina
que el proceso esta impulsado por la entropia.

Tabla 1: Perfil termodinamico de la formacion 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 interaccidn es exotérmico.
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Figura: 4: Perfil termodinamico de la interaccion 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 Titulacion Isotérmica, se logré
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 logr6 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=1, 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 parametros 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 formaciéon del complejo es un proceso espontaneo,
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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