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OBJETIVOS

General

Evaluar la capacidad catalitica de amortiguadores de pH elaborados con metformina, moroxidina
y 1-(o-tolil) biguanida en diferentes mezclas de DMSO-agua para la reaccion de
transesterificacion del 2-hidroxipropil p-nitrofenilfosfato (HpNPP).

Particulares

Obtener los valores de pKw de las mezclas acuosas de DMSO utilizadas a 37°C.

Encontrar la mezcla de DMSO-agua de mayor actividad catalitica del tipo 4cido—base en la

transesterificacion del HoONPP mediante el uso de amortiguadores hechos con metformina.

Determinar los valores de pKa para la metformina, moroxidina y la 1-(o-tolil) biguanida en la

mezcla de DMSO — agua de mayor actividad catalitica.

Determinar los valores de la constante de rapidez para la catdlisis por iones hidréxido en la ruptura
del HpNPP.

Determinar la ley de la rapidez del HpNPP en la mezcla DMSO-agua de mayor actividad

catalitica, para metformina, moroxidina y 1-(o-tolil) biguanida.

14



RESUMEN

En el presente trabajo se realiz6 un estudio cinético de la reaccion de transesterificacion de un
sustrato modelo de ARN, 2-hidroxipropil p-nitrofenilfosfato (HpNPP). Los experimentos realizados
se llevaron a cabo en mezclas de dimetilsulféxido (DMSQO) con agua en diferentes proporciones
volumen/volumen (desde un 50% hasta un 80% de DMSO) a una temperatura de 37°C en
presencia de los amortiguadores de biguanidas [Metformina, Moroxidina, 1-(o-tolil) biguanida
(TBGu)]. En cada una de las mezclas analizadas se pudo observar que el valor de pKw crece
conforme aumenta el porcentaje de DMSO. El efecto del disolvente tuvo una correlacion con su
fraccion molar, con la ecuacion: pKw =11.42 (0.17) Xpwmso + 13.05 (0.06). En el caso de los valores
de pKa de las biguanidas estudiadas no muestran mucha variacion en los porcentajes estudiados,
los valores encontrados fueron: 13.8, 13.2 y 10.4 para metformina, moroxidina y TBGu,
respectivamente. En los estudios se encontré que la catdlisis basica especifica (por iones
hidréxido) varié desde 0.09 a 0.6 M s de 10 a 80% de DMSO. Ademas, se encontr6 correlacion
con el valor de pKw con la siguiente ecuacién: logkon= 0.18(0.01) pKw — 3.54(0.10). Para conocer
la actividad catalitica se hicieron perfiles de concentracion, en donde se encontrdé que todas las
bases usadas catalizan la reaccién. Sin embargo, el resultado encontrado en los perfiles de
neutralizaciéon fue que en todos los casos se tiene una contribucién de mas de una ruta: la catalisis
basica general (por las biguanidas) y la catalisis basica especifica (por iones hidréxido). La ley
de rapidez obtenida fue: kows = kg[B] + kon[OH] + ko; en 80% de DMSO los valores de kg fueron
4.75x10%, 4.02x10* y 3.70x10° Mls? La ley de rapidez, indica un mecanismo con la
participacién de la forma basica en la ruptura. Ademas, se encontré una correlacion con fuerza
de los catalizadores con la siguiente ecuacion: log kg = 0.41(0.04) pKa—8.82(0.43). Del presente
trabajo se resalta que por primera vez se informa la catdlisis con este tipo de sistemas en ésteres
de fosfato. Esto puede tener multiples aplicaciones en el entendimiento de mecanismos de accién

de los farmacos derivados de biguanidas con lo que podria ampliarse su aplicacion.
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INTRODUCCION

Los ésteres de fosfato son moléculas ubicuas en la naturaleza. Participan en la respiracion celular,
glucalisis, glucogendlisis, la transmision de impulsos nerviosos entre otros procesos metabdlicos.
Los fosfodiésteres forman parte de la estructura de las moléculas del ADN y ARN. Desde el punto
de vista de la ingenieria genética, un paso muy importante para manipular el material genético es
la hidrélisis eficiente y selectiva de estas moléculas, que son las encargadas de almacenar la
informacion genética de los seres vivos. Los fosfodiésteres son poco reactivos debido a que
presentan una carga negativa (la cual se comparte entre dos oxigenos) y esto los hace menos
electrofilicos en comparacion con los triésteres. La reactividad de los diésteres dependera

significativamente del nucledfilo y del grupo saliente (Kirby AJ y Hollfelder F. 2009).

Por otro lado, los triésteres de fosfato son toxicos en su mayoria y se han utilizado como
pesticidas y armas quimicas, por lo que existe interés ambiental en el tratamiento y desactivacion
de estos compuestos mediante su hidrélisis para evitar que se formen subproductos téxicos por
medio de pirolisis y se pueden producir sustancias de toxicidad semejante o mayor (Sanchez I.
2010, Shneider HJ y Yatsimirsky AK. 2003).

La transferencia del ion fosfato es una de las reacciones biolégicas mas comunes e
importantes, pero también es una de las mas demandantes en cuanto a la energia de activacion
requerida. La naturaleza ha encontrado dos caminos principales para la hidrdlisis de los ésteres
de fosfato. Uno es el uso de iones metalicos como cofactores en el interior de las enzimas y el
otro es s6lo mediante una catalisis general acido-base (Shneider HJ y Yatsimirsky AK. 2003). La
importancia de la comprension del mecanismo de la hidrélisis de los ésteres de fosfato, radica en
gue proveera una base sélida para el disefio racional de fosfodiesterasas artificiales mas eficientes
gue puedan funcionar como agentes terapéuticos y tener otros usos potenciales (Nome F y col.
2008).

En este proyecto se evalu6 la transesterificacion de un sustrato modelo del ARN, 2-
hidroxipropil p-nitrofenilfosfato (HpNPP), con sistemas amortiguadores de pH elaborados con
biguanidas en mezclas acuosas de dimetilsulfoxido con agua. Lo anterior se hard mediante
espectrofotometria de ultravioleta-visible. Las biguanidas a evaluar son de interés y uso
farmacéutico y resulta importante conocer si uno de sus mecanismos de accién es mediante la

ruptura de ésteres de fosfato.
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ANTECEDENTES

Catélisis Acido-Base

La catalisis es un término utilizado para designar una reaccién en la cual interviene un catalizador.
Un catalizador es aquella sustancia que acelera una reaccion quimica (catalizador positivo), sin
modificarse quimicamente (Carey FA y Sunberg RJ. 2007). Desde el punto de vista practico un
catalizador es aquella sustancia que acelera una reaccion sin considerar el destino de la reaccion,
es importante mencionar que llamar catalizador a una sustancia que retarda una reaccién es

incorrecto, a este tipo de sustancia se le llama inhibidor.

Un catalizador baja la energia de activacion sin modificar la energia de Gibbs, debido a
que la reaccion catalizada ocurre mediante un mecanismo diferente. Lo anterior, genera que la
reaccion ocurra mas rapido incluso en ambas direcciones de la reaccion. Un catalizador no afecta
la entalpia o energia de Gibbs de los productos ni de los reactivos. Es asi como un catalizador
incrementa la rapidez de la reaccidon para alcanzar un equilibrio sin alterar la constante
termodinamica de equilibrio (Moore JK. 1961, Isaacs N. 1987). AG.

S = sustrato
HS* = sustrato protonado
P = producto

HP* = producto protonado

Coordenada de reaccion

Figura 1. Perfil de energia de Gibbs para una reaccién sin catalizar (a) y una reaccion catalizada
por acido (b). (Corona DO. 2010)
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La catdlisis &cido-base ocurre cuando el sustrato es mas reactivo después de una
protonacion o desprotonacion respectivamente. Desde hace tiempo se sabe que durante una
catalisis &cido-base no sdlo intervienen el ion hidronio y el ion hidréxido, sino también intervienen
en ella algunos &cidos y bases débiles que pueden encontrarse en los productos (Moore JK. 1961
y Isaacs N. 1987).

Para este tipo de catdlisis tenemos la siguiente ecuacion empirica de rapidez:
V= [S](ko + kH+[H+] + kOH'[OH'] + kHA[HA] + kB[B]) Ec. 1

En la ecuacion anterior, HA representa un acido débil y B representa una base débil y kua,
ke son sus respectivas constantes cataliticas. Cuando la catélisis se lleva a cabo por iones
hidronio e hidréxido, se le conoce como catalisis acido-base especifica, mientras que donde no
participan los iones hidronio e hidroxido (H* y OH") recibe el nombre de catalisis acido-base
general. Se puede identificar los distintos tipos de catalisis experimentalmente mediante la
observacién de la dependencia de la constante de rapidez con la concentracion del amortiguador.

Una de las formas mas efectivas para discriminar experimentalmente entre ambas rutas
es realizar experimentos con una serie de disoluciones amortiguadoras de pH haciendo variar la
concentracion y manteniendo constante la proporcion de neutralizacion. Otro experimento podria
hacerse manteniendo la concentracion del amortiguador constante y variando la fraccién de
neutralizacién del amortiguador. Si en el primer experimento obtenemos una gréfica de la
dependencia de la constante de rapidez con la concentracion del amortiguador y observamos una
dependencia lineal (0 no lineal en algunos casos) con una pendiente mayor que cero, estaremos
hablando de una catdlisis 4cido-base general. En este caso el segundo experimento ayudaria a
discriminar si la dependencia es con la base, con la forma acida o con ambas formas del
amortiguador (Jencks WP. 1969).

Sin embargo, si en el primer experimento obtenemos una grafica con pendiente de cero y
en el segundo una grafica en donde exista una dependencia de la constante de rapidez con la
fraccion de neutralizacion (que esta directamente relacionada con la concentracion de los iones
hidronio e hidréxido) con pendiente mayor a cero, estaremos en el caso de una reaccion
catalizada por la ruta acido-base especifica (Corona DO. 2011).

La relevancia de los grupos fosfato en biologia y quimica y su resistencia a la hidrélisis
han animado muchos cientificos a disefiar y sintetizar catalizadores artificiales capaces de
escindir ADN, ARN y sus compuestos modelo con la idea de utilizar estos sistemas en los
objetivos relacionados con la salud. En fosfodiesterasas artificiales, como en todos los

catalizadores supramoleculares, un papel principal lo desempefia el andamiaje molecular que
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debe ser un compromiso entre pre organizacion y flexibilidad, manteniendo las funciones activas
a la distancia apropiada y en una orientacion favorable (Salvio R y col. 2015).

En los ultimos afios, distintos grupos de investigadores se han dado a la tarea de llevar a
cabo ensayos en los cuales reproducen este tipo de mecanismos (&cido-base) utilizando
amortiguadores de pH, ya que con ellos se pueden tener dos especies que pueden catalizar las
reacciones. Cada grupo utiliza distintos tipos de moléculas, pero todos ellos han partido de
moléculas sencillas como guanidinas y derivados de imidazol. A partir de estas moléculas se han
elaborado moléculas mas complejas, las cuales contienen estos grupos cataliticos. En la Figura
2 podemos observar, por mencionar un ejemplo, el uso de calixarenos derivatizados (Salvio R y
col. 2015).

OR OR OQOr RO

1(HY), R= Y o7 2(H"),

Figura 2. Ejemplo de calixarenos con moléculas de guanidinio en su estructura.
(Salvio R y col. 2015)

Guanidinios

Con los afios, hemos sido testigos de nuevos logros en la sintesis de moléculas que contienen
guanidina, dichos avances son de gran importancia en las ciencias quimicas, bioquimicas, y areas
farmacoldgicas (Moreno CA 'y col. 2014; Ekelund S y col. 2001). Las reacciones cataliticas estan
emergiendo como una potencial y eficiente alternativa para la sintesis. La blsqueda de
catalizadores que sean aplicables a una amplia gama de sustratos con el objetivo final de obtener
moléculas especificas con aplicaciones o propiedades complementarias es una continua
tendencia en el area quimica (Moreno CA y col. 2014)

Algunos ejemplos de guanidinas como parte de la estructura de moléculas en farmacos
son la famotidina (Figura 3a), un antagonista de los receptores H2 de la histamina que inhibe la

produccion de &cido en el estbmago, la rosuvastatina (Figura 3b), recetado para bajar los niveles
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de colesterol y triglicéridos y la prevencion de ataques al corazoén, la metformina (Figura 3c), un
medicamento antidiabético, el MGBG (Figura 3d), un agente antitumoral en ensayos clinicos con
una actividad significativa en los pacientes con quimioterapia de refractario de linfoma no Hodgkin
y linfoma, y el imatinib (Figura 3e), un farmaco inhibidor de cinasas usado para tratar ciertos tipos

de leucemia y tumores del estroma gastrointestinal (Bravo |y col. 2016).

HC ™ on on o
NH  NH
NZ OH
NN I
HoN 3
2 \(/ \g / NH, H3C\NJ\\N \NJ]\NJ]\NHZ
NH, 0=$— | "
:S\TNHZ 1 F
O 0 |
3 c¢) Metformina
3 a)Famotidina 3 b) Rosuvastatina

3d) MGBG o) Nl
aous

3 e) Imatinib

Figura 3. Ejemplos de guanidinas como fragmentos dentro de las moléculas de

farmacos.

Biguanidas

Las biguanidas son moléculas que, a diferencia de las moléculas de guanidina, poseen una parte
acida y una parte basica en la misma molécula (Figura 4). Clinicamente, las biguanidas se usan
como un grupo de medicamentos contra la diabetes mellitus o como antivirales, algunos de uso
comercial (amgrip®, Virobis®) y otros en procesos de experimentacion. A diferencia de otros
antidiabéticos orales como las sulfonilurea y las meglitinidas, las biguanidas no afectan la
liberacién de insulina. Por lo tanto, no sélo son efectivas para el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo 2 sino que pueden también ser efectivas en la diabetes mellitus tipo 1 en conjunto con

la terapia insulinica.
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H,oN N NH
2 H 2

Figura 4. Estructura basica de la biguanida.

El mecanismo exacto de la accién de las biguanidas como la metformina no se entiende
por completo desde el punto de vista molecular, pero si se conocen las vias de sefializacion
involucradas. Se sabe que en las hiperinsulinemias, las biguanidas mejoran los niveles de insulina
en plasma sanguineo en pacientes en ayunas. Las biguanidas tienden a hacer que las células
del cuerpo absorban la glucosa circulante, reduciendo la glucemia. Sus usos terapéuticos derivan
de su capacidad de reducir la gluconeogénesis y la glucogendlisis en el higado y, como resultado,
reducen los niveles de glucosa sanguineos. En los eritrocitos, la metformina incrementa la
captacion de glucosa independientemente de la insulina (Madiraju AK y col. 2014). La accién
reductora sobre la glucemia no depende de la presencia de células beta pancreéticas funcionales
sino que aumenta la union de la insulina en el musculo y el tejido adiposo de modo que la glucosa
pueda absorberse y reduce la absorcidén de glucosa desde el intestino; ademas, también es capaz

de reducir las concentraciones plasmaticas del glucagén (Madiraju AK y col. 2014).

Metformina

La metformina, una biguanida derivada de la lila francesa (planta: lila syringa), se ha convertido
en la terapia preferida de primera linea para el tratamiento de la diabetes tipo 2. Este farmaco es
barato, tiene una excelente seguridad para el consumidor y se puede combinar de forma segura
con otros agentes antidiabéticos sin producir efectos dafinos en la salud. Como resultado, se ha
convertido en el medicamento mas ampliamente prescrito contra la diabetes en todo el mundo
(Suissa S y Azoulay L. 2014). Los principales mecanismos propuestos para la supresion de la
produccion hepatica de glucosa por accion de la metformina siguen siendo objeto de estudio.
Hace més de una década fue descubierto que posee la capacidad para activar AMPK (proteina
cinasa activada por AMP) aumentando su fosforilacion neta de la subunidad catalitica en la
Thrl72 (Treonina 172) en hepatocitos primarios (Zhou G y col. 2001; Viollet B y col. 2009).
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Las investigaciones iniciales sobre la accién de metformina encontraron que este
compuesto es un inhibidor del complejo | mitocondrial en concentraciones milimolares (EI-Mir MY
y col. 2000; Owen MR, Doran E y Halestrap AP. 2000). Por otra parte, AMPK es una proteina
filogenéticamente conservada de serina/treonina, visto como un indicador del balance energético
de la célula, desempefia un papel crucial en la proteccién celular, ya que funciona bajo
condiciones de bajo valor energético. AMPK es una proteina que consiste de una subunidad
catalitica a y dos subunidades reguladoras no cataliticas, 8 y y. Cada subunidad tiene al menos
dos isoformas, que se activan por un aumento en la relacion de AMP/ATP intracelular que resulta
de un desequilibrio entre la produccién de ATP y el consumo. La activacion de AMPK resulta en
la fosforilacion de CBP [proteina de union src (citosina cinasa citoplasmatica) en la Ser436 (serina
436)], que a su vez conduce al desensamble del complejo activador de CREB (elemento de unién
de respuesta a AMPc, CREB por sus siglas en inglés) y la posterior inhibicién de la expresion. En
contraste con estos resultados, se ha sugerido que la metformina suprime la gluconeogénesis
independientemente de AMPK, estos datos indican que la inhibicion del complejo de la cadena
respiratoria mitocondrial | puede ser uno, pero no el Unico efecto de la metformina (Madiraju AK
y col. 2014).

Al ser activada la AMPK, las células cambian de un estado anabdlico a un estado
catabdlico, disminuyendo el ATP que consumen vias de sintesis, hasta la restauracion en el
balance de energia. Esta regulacion implica la fosforilacién por la AMPK de enzimas metabdlicas
clave y factores de transcripcion, como resultado, la glucosa, lipidos y proteinas, asi como de
células de crecimiento, son inhibidas, mientras que la oxidacion de acidos grasos y la captacion

de glucosa se estimulan (Viollet B y col. 2009).

Metabolismo de la Metformina

Después de la administracion oral, la metformina se absorbe en el enterocito a través de la
proteina transportadora plasmatica de monoamina (PMAT) y el transportador de cationes
organicos 3 (OCT3) en la membrana plasmatica y sale de los enterocitos a través del
transportador de cationes organicos 1 (OCT1) en la membrana basolateral (Figura 5). Después
de la captacion hepatica a través OCT1, la mitocondria es el objetivo principal de la metformina,
con el objetivo de inhibir la funcion de AMPK en la cadena respiratoria |. La metformina es
administrada directamente al higado a través de la vena porta. Las concentraciones plasmaticas

en la vena porta son entre 40 y 70 mM en animales después de una dosis terapéutica. La
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absorciéon de la metformina en el higado es a través del transportador de cationes organicos
(OCT1/3) en la membrana de los hepatocitos, mientras que la metformina se excreta del
hepatocito por el transportador 1 (Matel) (He L y col. 2009).

Glucagon

Metformina

Membrana

Receptor de Metformina
Glucagon

Gluconeogénesis  PKA-=— cAMP

(2) ATP
2o A 4

3-Fosfogliceralo . _
) MADH* H* Mitocondria
NAD*
®J‘H¢IFK
a
FBP Fase

NADH*H™

mC/ NAD™

ACC —— Lipogénesis

Oxidacion de acidos grasos
Glucosa

Figura 5. Farmacocinética de la metformina.
Fuente: Adaptado de He L y col. 2009.

El efecto principal de este farmaco de la familia de biguanida es disminuir de forma aguda la
produccion de glucosa hepética, principalmente a través una inhibicion leve y transitoria de la
cadena respiratoria mitocondrial (complejo 1) Figura 6. Mas alla de su efecto sobre el mecanismo
de la glucosa, se ha informado que la metformina es capaz de restaurar la funcién ovarica en
PCOS (el sindrome poliquistico de ovario), reducir el higado graso y disminuir complicaciones
microvasculares y macrovasculares asociadas con la DM2 (Diabetes Mellitus tipo dos) (Viollet B
y col. 2012).
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Figura 6. Metabolismo celular.
Fuente: Adaptado de Foretz My col. 2014

Metformina y el Cancer

Por mas de un siglo la metformina ha sido utilizada como un farmaco para el tratamiento de la
DM2. En la actualidad hay estudios que lo consideran como un agente potencial contra el cancer.
Los estudios epidemioldgicos han asociado sistematicamente el uso de metformina con una
disminucion de la incidencia de cancer y la mortalidad relacionada con el cancer. Estudio
recientes prospectivos de casos y controles realizados en grandes poblaciones han confirmado
gue la DM2 se asocia con un aumento significativo del riesgo de cancer, principalmente afectan
a la mama, colon, préstata, rifion y pancreas. Numerosos estudios clinicos han demostrado los
efectos anticancerigenos de la metformina, dando lugar a una explosion de interés en la
evaluacion de este agente en el cancer humano. Los efectos de la metformina sobre los niveles
circulantes de insulina indican una eficacia potencial hacia canceres asociada con
hiperinsulinemia (Dowling RJO y col. 2012).

La metformina es un farmaco relativamente seguro, con conocida farmacocinética y la
toxicidad manejable. Su mayor toxicidad es de leve a moderado malestar gastrointestinal,
generalmente auto limitado y mejorado por un gradual descenso de la dosis. Su toxicidad mas
grave es la acidosis lactica, la que se presenta en casos muy aislados (Bodmer My col. 2008).
La NAFLD (enfermedad del higado graso no alcohdlica) primaria se relaciona con resistencia a
la insulina y por lo tanto con frecuencia se produce como parte de los cambios metabdlicos que
acompafan a la obesidad, la diabetes y la hiperlipidemia. Sin embargo, es importante excluir

causas secundarias de la esteatosis hepética (Adams LAy col. 2005; Adams LA, Angulo P 2006;
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Angulo P 2002; Ekstedt M y col. 2006; Marchesini G y col. 2005; McCullough AJ 2006; Day CP,
James OF. 1998).

La acumulacion de grasa hepética esta estrechamente relacionada con la resistencia a
la insulina, lo cual aumenta la lipdlisis del tejido adiposo periférico con el consiguiente aumento
del flujo de la grasa en el higado en forma de &cidos grasos libres. Ademas, la resistencia a la
insulina promueve de nuevo la sintesis de triglicéridos en el higado e inhibe la oxidacion del acido
graso promoviendo asi la acumulacion de triglicéridos (Browning JD, Horton JD 2004; Farrell y
Larter 2006; Adams LA, Angulo P 2006; Angulo P 2002; Marchesini G y col. 2005; McCullough
AJ. 2006). Los datos recientes sugieren que la presencia de higado graso no alcohdélico en la
diabetes tipo 2 también pueden estar relacionado con el aumento de enfermedad cardiovascular
(ECV), la identificacién de las personas con higado graso no alcohélico que también ponen de
relieve un subgrupo de los pacientes diabéticos que debe ser dirigida con una terapia mas
intensiva para disminuir el riesgo de futuros eventos cardiovasculares (Targher G y col. 2005;
Targher Gy col. 2006).

Estudios realizados recientemente en paises industrializados como Italia han
demostrado una creciente incidencia entre la obesidad y el aumento de la prevalencia de la
enfermedad del higado graso no alcohdlica, ademas se puede observar un descenso de la tasa
de enfermedades hepéticas como el virus de hepatitis C (VHC) y el virus de hepatitis B (VHB)
mientras la tasa de enfermedad del higado graso no alcohdlica va en aumento (Portincasa P y
col. 2005; Sagnelli E y col. 2005; Stroffolini T y col. 2004).

No hay evidencia de interacciones importantes del uso de metformina con las terapias
estandar contra el cancer. Debido a esto, las evaluaciones clinicas de la metformina como un
agente anticancerigeno paso directamente a la Fase Il y las pruebas de la Fase Ill. Lo que refleja
la rapida acumulacién de evidencia preclinica, clinica y epidemioldgica que puede tener efectos
benéficos contra el cancer, a pesar del hecho de que los mecanismos precisos de la accion
potencial anticancerigena siguen sin resolverse Figura 7 (Goodwin y col. 2011).

La accién antineoplasica de la metformina parece ser ejercida por varias vias. La
metformina inhibe el crecimiento de células cancerosas mediante la inversion de la hiperglucemia,
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia. Lo que resulta en niveles reducidos de glucosa,
insulina e IGF (Factor de crecimiento insulinico) y la activacién de vias de sefalizacién de
crecimiento a través de sus receptores respectivos. Los efectos antitumorales de la metformina
parecen estar reguladas por ambos mecanismos dependientes o independientes de la AMPK. Lo
gue lleva a la inhibicibn de mTOR (diana de rapamicina en células de mamifero) de sefializacion,

el ciclo celular por una disminucion en el nivel de la ciclina D1, sintesis de &cidos grasos, la
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angiogeénesis y la inflamacion, EGF (factor de crecimiento epidérmico); PI3K (fosfatidilinositol-3-
cinasa) (Viollet B y Foretz M. 2012).

pd

Musculo

Figura 7. El control de la proliferacion celular y el crecimiento del tumor por la metformina.
Fuente: Adaptado de Viollet By Foretz M 2012.

Estudios previos han demostrado que la metformina es capaz de reducir la tasa de
incidencia de una variedad de tumores en pacientes con diabetes. En estudios in vitro, se ha
encontrado una capacidad para reducir el volumen de los tumores de préstata en ratones e inhibir
el crecimiento y la proliferacion de cancer de mama, prostata, cervical y de ovario. Sin embargo,
el mecanismo antitumoral de la metformina sigue siendo poco claro. AKT es una proteina cinasa
de serinal/treonina, tiene una funcion vital en mdltiples procesos celulares, incluyendo la
regulacion del crecimiento celular, la proliferacion y la apoptosis. PI3K es la molécula de
secuencia la mas importante para activar AKT. Estudios anteriores han demostrado que el
aumento de las actividades de PI3K y AKT juega un papel importante en el desarrollo de
numerosos tipos de tumores.

Recientemente se ha descubierto su capacidad para inhibir el crecimiento de células
tumorales. La via de sefializacion de PI3SK/AKT se ha encontrado que desempefia un papel
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importante en la supervivencia, la proliferacion y la apoptosis de las células tumorales Figura 8
(Giovannucci E y col. 2010).
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Figura 8. Metformina y el cancer.
Fuente: Adaptado de Dowling RJO y col. 2012
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron los siguientes compuestos: hidroxido de
tetrametilamonio (M = 181.23 gmol?, pureza del 97%), cloruro de tetrametilamonio (M = 109.60
gmol?, pureza del 99%), cloruro de metforminio (M =165.62 gmol?, pureza del 97%), cloruro de
moroxidinio (M = 207.66 gmol?, pureza 99%), 1-(o-tolil) biguanida (M = 191.23 gmol?, pureza
98%), acido clorhidrico (M = 36.46 gmol?, densidad = 1.2 g/mL, pureza del 37%) e hidrégeno
ftalato de potasio [biftalato de potasio] (M = 204.22 gmol?, pureza del 99.95 %). Todos los
reactivos fueron adquiridos de Sigma Aldrich y fueron usados sin tratamiento previo. El
amortiguador usado como catalizador se generaba in situ con el cloruro de metforminio, cloruro
de moroxidinio y 1-(o-tolil) biguanida con hidréxido de tetrametilamonio en las proporciones

estequiométricas adecuadas.
Sustrato

Para la realizacién de los estudios cinéticos se empled como sustrato el diéster de fosfato, 2-
hidroxipropil p-nitrofenilfosfato (HpNPP) con masa molar de 276.16 g/mol. El sustrato fue
sintetizado de acuerdo con lo informado por Brown y Usher (Brown DM y Usher DA. 1965) con la
reaccion del 4-nitrofenilfosfato y el 6xido de propileno y fue proporcionado por el director del
proyecto. Este compuesto es un modelo del ARN ampliamente utilizado. Su reaccién de ruptura
es irreversible y da como producto el 4-nitrofenolato en valores de pH alcalinos (Figura 9). Este
ultimo es facilmente detectable por espectrofotometria del ultravioleta visible, debido a que tiene

una banda caracteristica en la regién del visible a 400 nm en agua.
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Figura 9. Reaccion de transesterificacion del HpNPP.
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Disolventes

Para la realizacién de todos los experimentos se utilizé agua desionizada obtenida del equipo
Barnstead Nanopure, donde el agua obtenida tenia una resistencia de 18.2 MQ que equivale a
0.055 microsiemens. El Dimetilsulféxido (DMSO) que se utilizé fue adquirido de Aldrich con una
pureza del 99.5% y fue utilizado sin ningun tratamiento previo. En todos los ensayos se utilizaron
mezclas DMSO-agua, las mezclas evaluadas se hicieron desde 50% hasta el 80% de DMSO y
el resto de agua, con incrementos de 10% de DMSO en cada mezcla estudiada hasta llegar a
80% de DMSO.

Equipo

Las mediciones espectrofotométricas se hicieron en un espectrofotbmetro modelo Cary 60 de
doble haz de luz (con lampara de Xendn), equipado con multicelda y un recirculador de agua
PCB1500, ambos equipos de marca Agilent Technologies. Las titulaciones se hicieron con un
potencidémetro digital marca Metrohm modelo 780, con el uso de un electrodo de vidrio marca
Metrohm (aquatrodo). Durante los experimentos se mantuvo constante la temperatura a 37 °C

utilizando un bafio de recirculacion de agua marca Julabo modelo FP45-HL.

Programas

El analisis de los datos obtenidos de los experimentos cinéticos y de las titulaciones
potenciométricas, se hizo con el programa OriginPro™ version 9.0 de 64 bits. Los valores de pKa

fueron calculados utilizando el programa Hyperquad 2008 versién 2.1 NT.

Metodologia: Estudios Cinéticos

Las reacciones con el HpNPP (Figura 10) se siguieron espectrofotométricamente con la mediciéon
de la apariciéon del anién 4-nitrofenolato. Durante la sintesis del sustrato se forma un isémero de
la molécula del HpNPP, el cual también es considerado en la reaccion. La hidrdlisis del isémero
es mucho mas rapida debido a que el grupo hidroxilo presenta menor impedimento estérico, lo
cual permite que la desprotonacion ocurra de mas rapido y con esto comienza la reaccion de
transesterificacion. El isomero del sustrato es considerado también en los ajustes de las curvas

de todas las cinéticas que se llevaron a cabo.
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Figura 10. Reaccién general observada de hidrdlisis de HpNPP.

La solucién del sustrato se prepard en agua, haciéndola pasar por una columna con resina
Amberlite IR-120H de intercambio idnico para eliminar el cation Ba?* (para purificar el sustrato, el
mismo es transformado en la sal de bario, de ahi la necesidad de removerlo), que puede
ocasionar interferencia con los estudios cinéticos.

Para los estudios cinéticos se utilizaron mezclas de DMSO con agua en una proporcion
variable volumen/volumen desde 50 hasta 80% de DMSO para cada perfil. Las mezclas se
elaboraron incrementando 10 por ciento de DMSO en cada mezcla hasta llegar a 80 por ciento.
La disolucién madre del sustrato HpNPP se hizo s6lo en agua y fue de una concentracién 10 mM.
Todas las mediciones se llevaron a cabo en celdas de cuarzo de 1 cm de longitud. El volumen
dentro de las celdas fue de 2.5 mL y la temperatura de todos los experimentos fue de 37°C. Las
reacciones se iniciaron mediante la adicidn de una alicuota de la disolucién del HpNPP.

En estos experimentos se monitoreo la formacién del producto de la transesterificacion
intramolecular del HpNPP, el 4-nitrofenolato. Para ello se obtuvo el valor de absortividad molar
en las condiciones del experimento (¢ = 23,700 Lmol*cm™ para la mezcla con 50% de DMSO
hasta £ = 29,000 Lmol* cm™ en la mezcla de 80% de DMSO) en la longitud de maxima absorcién

(en la mezcla al 80% de DMSO agua fue de 420 nm). En los experimentos cinéticos se tuvieron
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condiciones de pseudoprimer orden, es decir, el sustrato se mantuvo a una concentracion mucho
menor que la de las bases usadas (20 uM), para realizar el andlisis como cinéticas de primer
orden.

En todas las cinéticas con metformina, moroxidina y 1-(o-tolil) biguanida, la
transesterificacion fue completa, por ello las constantes de rapidez observadas se obtuvieron

mediante el ajuste no lineal de la siguiente ecuacion.

A= AAoo,l(l_eiklt) +AA, (1-e™=")+A, Ec 2

La ecuacion corresponde a la formacién de dos productos de forma paralela mediante una
cinética de primer orden. A es la absorbancia en cualquier momento, AA« es la diferencia entre

la absorbancia inicial y la infinita, Ao es la absorbancia al inicio, kebs €S la constante de rapidez
observada y t es el tiempo. En la Figura 11 se muestra un ejemplo de un ajuste con la ecuacion

mencionada anteriormente.
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Figura 11. Ajuste de la ecuacién para formacion del 4-nitrofenolato.
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Perfil de Concentracién

Para conocer el efecto que tiene la concentracion del amortiguador (catalizador) sobre la reaccion
de ruptura del sustrato, se elaboraron perfiles donde se hizo variar la concentracion del
amortiguador desde 0.02 a 0.1 M, a una fracciéon de neutralizacion del amortiguador constante
del 50% en todas las mezclas realizadas de DMSO-agua. Con este perfil se buscé conocer si
existe la catdlisis 0 no. En caso de existir, con este perfil se puede conocer el orden respecto al
catalizador.

Las opciones posibles mas comunes se ilustran en la Figura 12. En la curva a se observa
un comportamiento de orden cero respecto al catalizador lo cual indica que no existe la catalisis.
Esto se presenta porque no hay dependencia con la concentracion del mismo y se ve reflejado
en la pendiente de valor cero (y = ko). En la curva b se observa un comportamiento lineal, es
decir, una dependencia de orden uno con relacion al catalizador (y = keaf{Cat]r + ko). Esto podria
deberse a la participacion de alguna de las especies del amortiguador (catalizador). Finalmente,
en la curva ¢ vemos un comportamiento cuadratico, caracteristico de una reaccion de segundo
orden (y = keafCat]?r + keafCat]r + ko). Este tipo de perfiles puede deberse a una contribucion de

segundo orden de la base, del acido o bien de ambos al mismo tiempo.

10

obs

[Catalizador],

Figura 12. Perfiles posibles de la variaciéon de las constantes de rapidez en funcién de la
concentracion del catalizador: (a) perfil de orden cero, (b) perfil de primer orden y (c) perfil de

segundo orden.
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Para generar estos perfiles, se varia la concentracion del catalizador en cada una de las
celdas, manteniendo constante el perfil de neutralizacion, la proporcién del disolvente y la

concentracion del sustrato (en condiciones de pseudoprimer orden).

Perfil de Neutralizacién

Para conocer las especies del amortiguador que participan en el mecanismo de la reaccion de
transesterificacion del HpNPP, se elaboraron perfiles de neutralizacién en cada mezcla de
DMSO-agua a estudiar. En este tipo de perfiles se mantuvo la concentracién total del
amortiguador constante en un valor de 0.1 My se hizo variar la fraccion del amortiguador desde
0.1 a 0.9 (es decir, del 10 al 90% de neutralizacion).

Con la elaboracion de estos tipos de perfiles se buscé conocer que fraccion del
amortiguador era la que beneficiaba a la catalisis. En el caso en el que ambas fracciones del
amortiguador sean las que llevan a cabo la catélisis, se obtiene un perfil caracteristico de una

curva en forma de campana.

Calculo de la Constante de Catalisis Basica Especifica

Para confirmar o descartar la contribucion de la catalisis basica en la transesterificacion del
HpNPP, se elaboraron perfiles de dependencia de la constante catalitica respecto a la
concentracion de hidroxido. Para este perfil, se utilizé hidréxido de tetrametilamonio como base y
la concentracién se hizo variar desde 0.005 a 0.02 M y de 0.01 a 0.1 M, dependiendo del
porcentaje de DMSO en la mezcla. Los experimentos se realizaron en todas las mezclas de
DMSO-agua estudiadas. Para conocer esta contribucién se debe obtener la constante de la
catdlisis basica en cada mezcla de DMSO-agua. Para la obtencion de este valor, se determina la
pendiente de las curvas obtenidas en cada mezcla desde un 10 hasta un 80% de DMSO, (Kops =
ko + Kon[OH]).
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Figura 13. Perfil de concentracion de iones OH al 60% DMSO-agua, en la reaccion de

transesterificacion del HpNPP a 37°C.

Metodologia: Estudios Potenciométricos

Las titulaciones se realizaron en mezclas de DMSO-agua a 37°C en una celda de vidrio, cerrada
y de 30.0 mL; el volumen inicial de las disoluciones a titular fue de 25.0 mL. Las disoluciones a
titular se burbujearon con N2y se mantuvieron en atmésfera de nitrégeno durante todo el
experimento para evitar la presencia de CO; en disolucién ya que la presencia de carbonatos
dificulta el alcance del equilibrio en el electrodo después de cada adicion de titulante. El
potencidbmetro se calibré usando amortiguadores de referencia a 25°C, pH 4.00, 7.00, 9.00.

Para conocer el pKa se utilizé como soporte cloruro de tetrametilamonio para ajustar la
fuerza i6nica a una concentracion 0.1 M. Se utilizé cloruro de metforminio, cloruro de moroxidinio
y 1-(o-tolil) biguanida con concentraciéon de 0.01 M para ser valorado. Como titulante se us6
hidroxido de tetrametilamonio cuya concentracion fue de 0.1 M en cada mezcla de DMSO-agua.
El titulante también estaba en disoluciones que contenian el mismo porcentaje de DMSO y agua
de la mezcla a titular. Después de las titulaciones potenciométricas, los valores de pKa fueron
calculados utilizando el programa Hyperquad 2008.

Previo a estas titulaciones, se determiné el pK, de cada mezcla de DMSO-agua realizada
a 37°C con la valoracion de 25 mL de una solucién con una fuerza iénica de 0.1 M de cloruro de

tetrametilamonio y acido clorhidrico como valorante con concentracion de 0.01 M (previamente
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valorado) y con hidroxido de tetrametilamonio para ser valorado. Se tomaron al menos 15 puntos
antes y después del punto de equivalencia para poder realizar los ajustes.

La obtencion de la constante de disociacion del agua Ky en la mezcla DMSO-agua, usada
para calibrar el electrodo, se determiné con un ajuste no lineal mediante la ecuacion de la gréfica
de volumen de base afiadido contra el pH (Johansson A y Johansson S. 1978); para la obtencién

de la constante Ky, se utilizd la ecuacion que se muestra a continuacion:

V,(C, +10CHP _ £107P")
T Cy+ 107 —100H PR

Ec. 3

Donde V es el volumen afiadido, Cg es la concentracion de la base afiadida, Vo es el volumen
inicial del acido, Ca es la concentracion del acido, pH es el valor de pH medido, pKw es el menos
logaritmo del producto i6nico del agua en este medio (Kw) y f es un factor de correccién que es
una funcién de los coeficientes de actividad y la diferencia en el potencial de la interface del
electrodo (potencial de unién). De la ecuacién anterior al despejar el volumen afiadido (V) y al
agrupar términos se obtiene la siguiente ecuacion que es la que se utiliza para la titulacion de un
acido fuerte con base fuerte:

YotV A
Ce [H'TCs

_(VO+\/)KW V.=0

\ — Ve — Ec. 4

Ademdas de despejar el volumen afadido y reacomodar los términos, se hizo la sustitucion de
[H*T (que es la concentracién de H* aparente, es decir, la calculada empleando el valor de pH
medido directamente y no corregido) por 10", K’y (que es el producto iénico del agua aparente
sin considerar los coeficientes de actividad) por 10°K¥ y finalmente V., el volumen de
equivalencia, que al ser multiplicado por Cg es equivalente al producto de Vo y Ca (VeCs= VoCa).

En las titulaciones hechas, la concentracion de la base afnadida, el volumen inicial, los
volimenes adicionados, la concentracion exacta del acido fuerte a titular y los valores de pH para
cada adicion eran conocidos, por lo que fue posible calcular el valor de pKy y de f. Una vez
obtenidos los valores de f, se corrigieron los valores de pH observados restandoles el logaritmo
de f.

(pHcorr = pHobs—logf) Ec.5

Los valores obtenidos de pKy de las mezclas DMSO-agua a 37.0°C se mostraran en el

proximo capitulo (Resultados y discusion, en la seccion del pKw). En la Figura 14 se muestra un

ejemplo de las gréficas obtenidas y del ajuste por la ecuacion despejada.
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Figura 14. Grafica de volumen de base afiadida contra el pH.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Un resumen de las etapas en las que se dividi6 el trabajo presentado en esta tesis es el siguiente.
Primero se hizo un estudio del efecto de la concentracion total de metformina en las mezclas
DMSO-agua (desde 50% hasta 80% de DMSO). Una vez localizada la zona en donde hubo mejor
catalisis (80% de DMSO), se hicieron los estudios con las otras dos biguanidas para completar la
serie, moroxidina y TBGu [1-(o-tolil) biguanida]. Dichos experimentos permitieron confirmar la
existencia de catdlisis por metformina, moroxidina y TBGu; ademas, brindaron informacién para
conocer el orden de la reaccion respecto al amortiguador. El intervalo de las concentraciones del
catalizador que fueron usadas en este trabajo fue de 0.02 a 0.1 mol/L. Estas concentraciones se
eligieron en funcién de la actividad catalitica y para evitar posibles efectos de codisolvente
(Corona DO. 2010; Kirby AJ y col. 1998; Kirby AJ y col. 2012). Es importante sefialar que este
tipo de experimentos debe realizarse de manera obligada para poder decidir si existe o no la

catdlisis por la especie estudiada (Jencks WP. 1969)

Otro estudio realizado durante este trabajo fue el efecto del grado de neutralizacion del
catalizador en las diferentes mezclas de DMSO-agua donde hubo catélisis. Esto para conocer las
especies involucradas en el mecanismo de accion de la ruptura del HpNPP y con ello determinar
la ley de rapidez y el posible mecanismo de reaccion (Jencks WP; 1969; Anslyn EV y Perreault
DM 1997; Isaacs N. 1987). En consecuencia, con los datos obtenidos en esta fase fue necesario
obtener el valor de la constante basica especifica (kor) en cada mezcla de disolvente, con el fin
de descartar o considerar la aportacion de catalisis por iones hidroxido en la ruptura del HoNPP

en conjunto con los catalizadores.

Ademas, se determinaron los valores de pKa de metforminio, moroxidinio y TBGu en todas
las mezclas DMSO-agua estudiados. También se determiné el valor de autoionizacion del agua
(pKw) en las diferentes mezclas de DMSO-agua usadas, las cuales son necesarias para conocer
la concentracion de iones hidroxido en los diferentes amortiguadores utilizados en los

experimentos.
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Determinacion de los valores de pKw del agua y de pKa de metforminio, moroxidinio y
TBGu en las mezclas DMSO-agua.

Para iniciar con el trabajo se determinaron los valores de la constante de autoionizacion
del agua (pKw) en todas las mezclas DMSO-agua utilizadas y bajo las mismas condiciones de
los experimentos cinéticos. Esto fue a una temperatura constante de 37 °C con burbujeo contintio
de N.. Todos los experimentos se hicieron ajustando la fuerza iénica a un valor de 100 mM. Los
valores de pKw obtenidos para cada mezcla de disolvente se muestran en la tabla 1, mientras
gue el comportamiento se muestra en la Figura 15. Se puede observar que en el intervalo
observado hay un incremento del valor del pKw de 3 unidades logaritmicas, siendo mas
pronunciado el incremento de 70 a 80%.

Tabla 1. Valores de pKw a 37 °C en las diferentes mezclas de DMSO-agua, | = 100 mM.

Porcentaje de DMSO 50% 60% 70% 80%
pKw 15.3 16.2 17.3 18.8
19
[ ]
18
[ J
17 1
3
s
[ J
16
[ ]
15
14 T T T T T T T
50 60 70 80
% DMSO

Figura 15. Relacién de los valores de pKw determinados en las mezclas DMSO-agua.

Para hacer un mejor andlisis, con los datos de la tabla 1, se hizo una gréfica de la variacién
del pKw con relacion a la fraccién molar de DMSO en la mezcla acuosa, la cual se muestra en la
Figura 16. En ella podemos observar el comportamiento lineal que tiene el valor de pKw con la

fraccion molar de DMSO. Cualitativamente, se puede observar que a mayor contenido de DMSO
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el valor de pKw aumenta. Lo anterior es de esperarse ya que el dimetilsulféxido es menos polar
gue el agua y ademas tiene una permitividad dieléctrica menor. Reducir la permitividad dieléctrica
del medio hace que las moléculas de agua se disocien menos y por ello el valor de pKw aumenta
(Wolley EM y col. 1970; Cox RA y Stewart R. 1976).

La gréfica fue analizada mediante un ajuste lineal, la ecuacién de la recta obtenida fue:
pKw = 11.42 Xpmso + 13.05, con un valor de r? de 0.999. Con el resultado obtenido de la pendiente,
el valor de 11.42 nos deja mas claro que para cada aumento de 0.1 unidades de la fraccion molar
de DMSO, el aumento del pKw sera de 1.142 unidades. Dicho esto, cabe mencionar que entre
mayor sea el contenido de DMSO en el medio, menor sera la cantidad de los iones hidrégeno e
hidroxido generados por el medio. Tomando en cuenta lo anterior, entre mas contenido de DMSO
mayor serd la posibilidad de ver una catalisis por las bases usadas debido a que la concentracion

de los iones hidréxido sera cada vez menor y su contribucion podria llegar a estar muy disminuida.

20 ~
19
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16
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Figura 16. Relacién de los valores de pKw determinados en las mezclas de DMSO-agua en

funcion de su fraccién molar.

Para poder hacer una correlacién entre la actividad catalitica y la fuerza de las bases utilizadas
en este trabajo, se determinaron los valores de pKa de los acidos conjugados (de metformina,
moroxidina y TBGu) en las condiciones de trabajo. Ademas, con este parametro se pueden
conocer las concentraciones de todas las especies acido-base presentes en los sistemas de
reaccion. Es importante mencionar que los valores de pKa en las condiciones de trabajo para los
acidos conjugados de los catalizadores no habian sido determinados con anterioridad. Los
valores de pKa se determinaron mediante titulaciones potenciométricas. Una vez preparadas las

soluciones se agregaron pequefias alicuotas de soluciones (mezclas DMSO-agua elaboradas en

39



las mismas condiciones) con hidréxido de tetrametilamonio, con una fuerza i6nica (cloruro de
tetrametilamonio) de 0.1 M. Todos los experimentos se hicieron a temperatura constante de 37°
C. Los valores obtenidos en las mediciones potenciométricas (pH) se corrigieron con la ecuacion
5 para su posterior analisis en el programa Hyperquad y con esto se determiné el valor de pKa.
En la Figura 17 se muestra la curva de titulacion potenciométrica de cloruro de metforminio con
los valores de pH corregidos. En la tabla 2 se encuentran los valores de pKa promedio obtenidos
en las diferentes mezclas de DMSO-agua que se estudiaron.

18 q

16_' ﬂ..oooo

124®

cor

pH

104

Figura 17. Curva de valoracion del cloruro de metforminio a 37°C en la mezcla de 80%
DMSO.

Tabla 2. Valores de pKa de metformina a 37°C en las diferentes mezclas DMSO-agua.

Porcentaje de DMSO 50% 60% 70% 80%
pKa 13.37(0.93) 13.42(0.50) 13.47(2.29) 13.80(1.86)

De los valores obtenidos para los pKa de metforminio en las mezclas estudiadas, se puede
observar que el cambio entre 50 y 70% en volumen es muy pequefo, por lo que podria
considerarse que no hay cambio. Sin embargo, al cambiar de 70 a 80% el cambio es de 0.3
unidades logaritmicas. En la Figura 18, se hizo una grafica de la variacion de los valores de pKa
en funcion de la fraccion molar del DMSO. En ella se puede observar que, aunque hay un

aumento de casi 0.3 unidades en fraccibn molar, el cambio en los valores de pKa es
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practicamente indetectable. Los resultados anteriores nos llevan a la concluir que el efecto del
DMSO en las mezclas no afecta en gran medida el valor de pKa. Esta conclusion es razonable
ya que el cloruro de metforminio al disociarse genera metformina (especie neutra) y iones
hidrégeno, lo que no genera un cambio significativo en las energias Gibbs de trasferencia de fase.
Cualquier variacién es debida a una pequefia estabilizacion particular en la estructura quimica de
la forma catiénica en el disolvente (Cox BG. 2013).

14.0

13.6 4

pKa Metf
°

13.2 1

12.8 4

DMSO

Figura 18. Valores de pKa de metforminio en funcion de la fraccion molar de DMSO.

En el caso de 1-(o-Tolil) biguanidio (TBGu), los valores de pKa determinados se muestran
en la tabla 3. En la Figura 19 podemos observar un comportamiento similar en la tendencia de
los valores de pKa de TBGu a los de metforminio. En este caso, los valores de pKa son 3 érdenes
de magnitud menores. Es importante notar que los valores de pKa en el caso de TBGu no tienen
cambios notables al aumentar el porcentaje de DMSO. Lo que nos indica que no existe ninguna

estabilizacion en las energias de Gibbs de transferencia de fase extra, en ninguna de las mezclas
usadas.
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Tabla 3. Valores de pKa de TBGu a 37°C en las diferentes mezclas DMSO-agua.

Porcentaje de DMSO 50% 60% 70% 80%

pKa 10.32(0.93) 10.34(1.77) 10.36(4.72) 10.45(4.66)

Finalmente, para completar la serie de acidos conjugados de las bases estudiadas, se
hicieron las titulaciones con moroxidina en 80% de DMSO. El valor de pKa obtenido en la mezcla
promedio fue de 13.2 (4.04), valor muy cercano al obtenido para metforminio. De todos los valores
gue se obtuvieron en las mezclas de DMSO-agua comparados con los valores informados en
agua a 25°C, podemos observar cambios pequefios en los valores. En el caso de TBGu al tener
una estructura principalmente hidrofébica, no presenta cambios considerables al aumentar el
contenido de DMSO en las mezclas, lo que indica que no hay una estabilizacion mayor con
relacion al agua. Es importante mencionar, que los valores obtenidos, comparados con
guanidinas y amidinas en mezclas similares (Corona DO 2008, Corona DO 2011, Salvio R y col.
2013, Salvio R y col. 2015) no varian mucho, ademas de tener las mismas tendencias de poco

cambio con relacion a los valores informados en agua.
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Figura 19. Valores de pKa de la TBGu en funcién de la fraccién molar de DMSO
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Efecto de la Hidroélisis Bésica Especifica

Debido a que en toda catélisis acido-base es posible la contribucion de los iones hidréxido
(catdlisis basica especifica) en las distintas mezclas de disolvente, se determinaron los valores
de las constantes de rapidez debido a la catalisis por iones hidréxido. El intervalo de
concentracion estudiado fue de 0.005 a 0.1 M de iones hidroxido, con un valor de fuerza idnica
constante de 0.1 M en cada experimento (Corona DO 2008).

Las constantes de rapidez obtenidas se muestran en la tabla 4 para la variacion de la
concentracion en cada mezcla estudiada. En el intervalo que comprende de un 10 a un 60% de
DMSO, los perfiles se ajustaron a un modelo lineal, por lo que los valores para kon (constante
para la catalisis basica especifica, kobs = kon[OH™]), como se puede ver en la Figura 20. En el
intervalo que comprende 70 y 80% de DMSO (Figura 21), los perfiles se tornaron cuadraticos.
Para esto se hizo un andlisis con una constante aparente de segundo orden (Kons/[OH), con el
fin de conocer el valor de kon. Este comportamiento ya habia sido informado por (Corona DO
2008) y se atribuye al incremento del disolvente que repercute en una mayor sensibilidad en la
fuerza idnica del medio. Los valores obtenidos para las constantes de la catalisis basica en cada
medio se presentan en la tabla 5.

1m 10%
6.0x10°- ® 20% <
1 A 30% <
.| v 40%
5.0x10 ® 50% <
1 €4 60% < V'S
4.0x10° *
— 1 4 ’

P 3.0x10° <« ¢ o v ¥
5 A
X -3- < 'S v v ‘ =
2.0x10™ D v ‘ n
1 3t

1.0x10° | ' ‘
0.0 T T T T T T T T T T !
0.000 0.004 0.008 0.012 0.016 0.020

[OH], M
Figura 20. Dependencia de las constantes de rapidez con la concentracion de hidréxido de

tetrametilamonio 10-60% en las mezclas DMSO-agua.

43



Tabla 4. Relacion de los valores obtenidos para las constantes de rapidez de la reaccién entre
HpNPP con iones de hidroxido a 37°C en las diferentes mezclas DMSO-agua con una fuerza
idnica controlada de 0.1 M.

kObe 104 S-l*

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

0.005 5.106 6.99 6.38 7.85 11.9 13.8

0.008 7.85 9.370 10.2 12.6 18.8 21.7

0.01 10.7 12 13.1 16.4 24.1 30.8 52.9 104

0.012 12.1 13.7 15.2 19.1 311 34.6

0.014 14.7 16.7 17.1 229 30.8 42.4

0.016 17.6 19.5 20.2 25.5 39.2 46.7

0.018 19.2 22.1 23.3 29.4 35.8 54.6

0.02 20.9 23.3 26 31.9 43.6 58.8 91.2 221.1
0.03 151.8 284.7
0.04 2111 512.2
0.05 260.5 573.2
0.06 327.6 664
0.07 370.6 695.1
0.08 415.3 898.6
0.09 335.7 10000.6
0.1 512. 1334.6

*El porcentaje de error para las constantes fue menor a 1%.
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Tabla 5. Constantes de rapidez para la hidrélisis basica especifica a 37°C en las mezclas
DMSO-agua.

Porcentaje de DMSO 10 20 30 40 50 60 70 80

kow, Mt S 0.09 0.1 0.12 0.13 0.15 0.25 04 0.6

Asi mismo, en la Figura 22 podemos encontrar la grafica hecha con los datos de la tabla
5, en la cual se puede observar un comportamiento tipo exponencial en los valores de la constante
de rapidez para la ruptura del HpNPP mediante una catdlisis basica especifica. Este aumento es
de esperarse ya que conforme aumenta el contenido de DMSO en la mezcla, las interacciones
por enlaces de hidrégeno entre el agua y los iones hidroxido se ven disminuidas. Ademas, la
interaccion entre el dimetilsulféxido y los iones hidroxido son de menor magnitud, permitiendo que

la base pueda llevar a cabo la reaccién de manera mas eficiente que sélo en agua.

Con los resultados obtenidos en los diferentes porcentajes de DMSO para la catélisis
basica especifica, se hizo una grafica del valor logaritmico de la constate en funcion del pK,, del
medio. El pKy nos da una medida de la cantidad de iones hidroxido presentes en el medio (Kw =
[H*] [OHT], pKw = pH + pOH). Este tipo de relaciones se conoce como relaciones de Brgnsted
(Jenks WP 1969, Brgnsted JN 1928).

En este caso, existe una correlacién lineal en los valores obtenidos con la siguiente
ecuacion de la recta:; logkon = 0.18 pKw — 3.54. Este valor de pendiente menor a 0.5 indica que
el estado de transicién en el caso de la catdlisis basica especifica es temprano, lo que significa
gue se parece mas a los reactivos que a los productos. En el caso de la catdlisis basica general
los valores de las pendientes de este tipo de grafico son mayores de 0.5 (Sanchez-Lombardo I,
Yatsimirsky AK. 2008, Corona DO. 2008) esto es un indicativo de un posible cambio en el
mecanismo de reaccion en relacién con la catalisis basica general, como se ha informado por
evidencias con efectos isotdpicos de disolvente (Corona DO y col. 2012). El posible mecanismo
mediante el cual ocurre la reaccion de ruptura del HpNPP con el ion hidréxido, posiblemente
involucre primero una desprotonaciéon y después el ataque del grupo alcéxido formado, como se

muestra en la Figura 23.
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Figura 21. Dependencia de las constantes de rapidez con la concentracion de hidréxido de

tetrametilamonio 70 y 80% en las mezclas DMSO-agua.
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Figura 22. Variacién de las constantes de rapidez basica especifica contra el porcentaje de
DMSO.
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Figura 23. Variacion del log kon en funcion del pKw del medio, cominmente llamada correlacion

de Brgnsted.

Efecto de la Concentracién Total del Amortiguador

Una de las partes fundamentales de este trabajo fue comprobar si la metformina, la moroxidina y
la TBGu eran capaces de efectuar una ruptura de tipo acido-base en la reaccién de
transesterificacion del HpNPP. El experimento se realiz6 mediante la variacibn de la
concentracion del amortiguador en cada mezcla de DMSO-agua con una proporcion de
neutralizacion fija del 50%. En este porcentaje se tiene la presencia en cantidades equimolares
de las dos especies del amortiguador (HMetf*/Metf) y, ademas, justo en esa proporcién el valor
de pH del amortiguador es igual al pKa. Lo anterior lo podemos confirmar con la ecuacion de
Henderson-Hasselbach: pH = pKa + log ([Gu]/[HGu]); si [Gu] = [HGu'], entonces tenemos que:
log ([Gu)/[HGu™]) =0y pH = pKa. Este experimento es de suma importancia ya que al mantenerse
fijo el valor de pH (porcentaje de neutralizacion fijo), se puede descartar la posible contribucién
de los iones hidréxido (Jencks WP 1969).

En todos los experimentos se utilizaron condiciones de pseudoprimer orden en relacion
con el sustrato ([HpNPP] = 20 uM) (Jencks WP 1969). El amortiguador se generé a partir de las
concentraciones adecuadas entre la forma protonada del catalizador (cloruro de metforminio,

cloruro de moroxidinio, TBGu segun el experimento) y el hidroxido de tetrametilamonio. La
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concentracion total del amortiguador se hizo variar desde 0.02 hasta 0.1 M y en todos los casos
se mantuvo constante la fuerza iénica con cloruro de tetrametilamonio en un valor de 0.1 M. Los
valores de las constantes de rapidez de obtuvieron mediante un ajuste no lineal con la ayuda de

la ecuacién mencionada en la seccién de materiales y métodos.

Al probar metformina bajo las condiciones mencionadas, encontramos que si existe un
efecto catalitico en cada uno de los porcentajes estudiados de DMSO agua. Esto lo podemos
asegurar debido a que el valor de pH en todo el experimento se mantiene constante y por ende
no hay catdlisis por los iones hidroxido. En la tabla 6 se encuentran los valores de las constantes
de rapidez obtenidas. En las Figuras 24 y 25 se encuentran las graficas de los perfiles obtenidos
paralas mezclas de DMSO de 50y 60, y para 70 y 80% respectivamente. En los perfiles podemos
observar que tanto en 50 y 60% se tiene una dependencia lineal, es decir, la catalisis es de primer
orden respecto a la metformina. Lo anterior nos indica que el mecanismo de la reaccién catalizada
se lleva a cabo con una especie de metformina, ya que la ley de rapidez es del tipo Kobs =
kver[Metf]r + ko. En este experimento no podemos discriminar si la especie que participa es la

protonada o la desprotonada.

Tabla 6. Valores obtenidos para las constantes de rapidez en funcién de la concentracion del

amortiguador (metformina) de acuerdo al porcentaje de DMSO.

[Metf]r, Kobsx105 51

mol/L 50% 60% 70% 80%
0.02 111 43.0 6.8 1.8
0.04 146 51.5 9.6 2.1
0.05 158
0.06 179 58.0 13.0 2.9
0.07 191
0.08 212 65.8 14.1 3.6
0.1 246 72.9 18.0 4.7

*El porcentaje de error para las constantes fue menor a 1%
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En la Figura 25, podemos ver que en 80% de DMSO tiene un comportamiento ligeramente
cuadrético, el cual podria deberse a una participacion de dos especies del amortiguador en el
mecanismo. También puede deberse a un efecto diferente, por lo que los perfiles de
neutralizacion son muy importantes. Por ende, en la siguiente seccion de los perfiles de
neutralizacion se hara un andlisis mas detallado que permita discriminar entre varias
posibilidades.

Otro de los compuestos a probar del grupo de las biguanidas es la moroxidina, un
compuesto actualmente utilizado como un potencial antiviral de uso veterinario que lo podemos
encontrar en el mercado como Virustad®, Moxid®. El compuesto se utiliza contra virus de tipo
ADN y ARN (como herpes zoster, virus de la influenza, virus del moquillo). Esté biguanida tiene
un particular interés en el presente trabajo, debido a que es de uso comercial y ataca virus de
ARN y como el sustrato que se utiliza es modelo del ARN, la posibilidad que pueda hidrolizar la

molécula abre posibilidades hacia una posible explicacion del mecanismo de accion.
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Figura 24. Perfiles de concentracion en la catalisis del HoONPP con metformina a 37°C en las

mezclas DMSO-agua, 50 a un 60%.
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Figura 25. Perfiles de concentracion en la catalisis del HoNPP con metformina a 37°C en
las mezclas DMSO del 70 al 80%.

Debido a que en 80% de DMSO, se tienen una menor cantidad de iones hidroxido (ver
resultados obtenidos en las determinaciones de pKw del medio), se decidié hacer la comparacion
sélo en este porcentaje de la mezcla de disolvente. Lo anterior permitird una menor competencia
por la catdlisis basica especifica, lo que hara posible, en caso de existir, observar una catalisis
por la moroxidina. Los experimentos del perfil de concentracién se realizaron como se ha
mencionado con anterioridad. En la tabla 7, se encuentran los valores promedio obtenidos en los
experimentos hechos del perfil de concentracion y en la Figura 26 se muestra la grafica de los

mismos.

Tabla 7. Valores obtenidos para las constantes de rapidez en funcién de la concentracion del
amortiguador (moroxidina) en 80% DMSO.

[Morx]r, mol/L 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

Kobsx10°s™ 6.54 8.22 12.50 17.67 21.85

*El porcentaje de error para las constantes fue menor a 1%
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Figura 26. Perfil de concentracion en la catalisis del HoNPP con moroxidina a 37°C en la
mezcla DMSO al 80%.

En la Figura 26, el perfil muestra también una ligera curvatura dando la posibilidad de un
mecanismo cuadratico que en los experimentos de perfiles de neutralizacion se podra confirmar
o descartar. De nueva cuenta el perfil tiene un intercepto diferente de cero. Esto significa que el
incremento en el efecto catalitico con relaciéon a la constante debido al medio (al pH que se
mantuvo constante la reaccidén) es pequefo pero significativo. Este resultado es muy importante
porque se demuestra que este farmaco puede hidrolizar un sustrato modelo del ARN, lo cual
puede significar que la forma de actuar del farmaco posiblemente sea mediante la hidrélisis del
ARN del virus, impidiendo que este se replique. Es evidente que harian falta mas experimentos
con cadenas de ARN o al menos con dinucleétidos, sin embargo, el hecho que pueda romper un

modelo del ARN es un buen indicativo de que esta sea su forma de actuar.

Para completar la serie, se utiliz6 otra biguanida comercial, la 1-(o-Tolil) biguanida (TBGu).
Un aspecto importante de este compuesto es que, a diferencia de los otros dos de la familia,
presenta un impedimento estérico fuerte en su estructura, lo que podria permitir hacer inferencias
con la relacion actividad-estructura. Los valores de las constantes de rapidez obtenidas para la
ruptura del HpNPP en el experimento del perfil de concentraciébn con TBGu se muestran en la

tabla 8. Al realizar una grafica de estos datos (ver Figura 27) se puede observar que, aunque si
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hay catalisis, no existe una posible contribucion cuadratica. Esto puede deberse en gran medida

a la estructura de TBGu que posee un impedimento estérico. Asi mismo, al igual que en los casos

anteriores el intercepto de esta gréfica es diferente de cero, dando un indicativo de nuevo que el

efecto catalitico existe, pero es pequefio. Un aspecto a resaltar con TBGu es que las reacciones

son mas lentas, lo que puede deberse a su valor de pKa (correlacion actividad-estructura),

ademés del impedimento estérico que presenta la molécula. Esto Gltimo es de particular

importancia, ya que presenta efecto catalitico a diferencia de otros compuestos impedidos como

la tetrametilguanidina (Corona DO 2008).

Tabla 8. Valores obtenidos para las constantes de rapidez en funcién de la concentracion del

amortiguador (TBGu) en 80% DMSO.

[TBGu]r, 80% DMSO

mol/L 0.02 0.04 0.06 0.08
Kopbsx107 st 6.5 111 15.6 30.1

0.1
33.8

*El porcentaje de error para las constantes fue menor a 1%
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Figura 27. Perfil de concentracion en la catélisis del HoNPP con TBGu a 37°C en la

mezcla DMSO al 80%.
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Efecto del Grado de Neutralizacion del Amortiguador

En la actualidad existen grupos que realizan estudios con moléculas derivadas de guanidinios en
condiciones similares a las del presente trabajo (Salvio R y col. 2013; Kirby AJ y col. 2009). En
ellos se busca evaluar el efecto de tener dos guanidinios, uno en su forma protonada y otro
desprotonado para favorecer un mecanismo bifuncional. En ellos se han evaluado los efectos de
los espaciadores y de otros grupos. Aunado a lo anterior, en conjunto con los trabajos realizados
en el grupo de trabajo con guanidinas y otros amidinios (Corona DO 2010, Corona DO 2012), se
buscé el efecto que tiene la basicidad de las biguanidas y la estructura en su actividad. En los
trabajos resultd importante la participacibn de ambas especies en la mejora de la actividad
catalitica. Esto es importante mencionar, ya que la inspiracion del trabajo de las biguanidas es la
fusion de dos guanidinas en la estructura, lo que podria potenciar la actividad catalitica o permitir
inferir una posible explicacion a los mecanismos de accion de los farmacos derivados de estas

estructuras.

Después de obtener los resultados en el efecto de concentracion del amortiguador, se
realizaron perfiles de variacion de la neutralizacion del amortiguador de un 10 hasta un 90% en
cada una de las mezclas DMSO-agua utilizadas para la reaccion de ruptura del HoNPP con los
diferentes catalizadores utilizados. En todos los experimentos se mantiene constante la
concentracion total del amortiguador en 0.1 M. Los experimentos de perfil de neutralizacion del
amortiguador ayudan a conocer qué especie del amortiguador tiene mayor participaciéon en la
catdlisis. Los datos obtenidos de las constantes de rapidez para la metformina en las mezclas de

disolvente de 50 a 80% se muestran en la tabla 9.

En la Figura 28 se muestran las graficas del perfil de neutralizacion para la metformina.
En las gréficas, podemos observar un comportamiento lineal en los perfiles que se realizaron en
50 y 60% de DMSO-agua. En tanto que los perfiles de 70 y 80% de DMSO podemos observar
una ligera curvatura. Esto puede deberse a las contribuciones simultaneas de todas las especies
presentes en el medio: iones hidréxido (catalisis basica especifica), metformina libre (catalisis
basica general), ion metforminio (catalisis acida general) y el disolvente también puede estar

participando; e incluso por la combinacion de alguna de ellas.
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Tabla 9. Dependencias de la constante de rapidez con el grado de desprotonacion de la

metformina en la transesterificacion del HoNPP a 37°C en funcién del porcentaje de DMSO.

[Metf]l_, kobsx 105 S-l
mol/L 50% 60% 70% 80%
0.01 29.94 33.13 3.80 1.54
0.02 63.27 80.43 6.84 1.88
0.03 103.0 125.0 10.89 2.60
0.04 197.0 178.0 13.96 3.07
0.05 263.0 224.0 20.59 3.79
0.06 325.0 322.0 26.09 4.59
0.07 418.0 385.0 32.34 6.62
0.08 551.0 469.0 51.50 10.87
0.09 322.0 578.0
*El porcentaje de error para las constantes fue menor al 1%.
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Figura 28. Perfil de variacion de la constante de la rapidez con el grado de desprotonacién de la
metformina en: (a) 50 y 60% y (b) 70 y 80%.

En el caso de moroxidina, para el perfil de neutralizacién que nos permite aclarar qué
especies estan involucradas en la catalisis, los valores obtenidos para las constates de rapidez
se encuentran en la tabla 10 y la grafica de los mismos se muestra en la figura 29. Como se
menciono en el efecto del catalizador, los resultados corresponden Unicamente a la mezcla de
80% que dio mejores resultados con metformina. Al realizar, la gréfica con estos valores se

encontré un comportamiento similar al de 70 y 80% de DMSO con metformina, es decir un perfil
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cuadrético que puede deberse a los mismos efectos en el medio, sin embargo, las constantes de
rapidez resultaron ser de menor valor. Este resultado, es interesante ya que involucra un efecto
catalitico debido a la forma béasica de la biguanida de manera principal con otras contribuciones
que seran analizadas més adelante con los resultados de los demas catalizadores utilizados (vide

infra).

Tabla 10. Dependencia de la constante de la rapidez con el grado de desprotonacion de la
moroxidina en la transesterificacion del HoNPP a 37°C en 80% DMSO.

[Morx]., mol/L  0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09

Kobsx10°, s 1.16 1.46 1.52 1.83 2.38 2.85 3.16 4.33

*El porcentaje de error para las constantes fue menor al 1%.

Finalmente, los resultados con la TBGu, se muestran en la tabla 11 y la grafica de los
mismos se muestra en la Figura 30. A diferencia de las otras dos bases, el comportamiento en el
perfil de neutralizacion es lineal, sin ninguna curvatura aparente. Esto tiene mucho sentido debido
a gue el catalizador tiene impedimento estérico que complica la participacion de dos especies, lo
gue indica que el perfil lineal esta relacionado con una sola especie de la base, tal como se
encontro en el perfil de concentracion. En general, el comportamiento mostrado en cada una de
las biguanidas muestra una similitud entre la moroxidina y la metformina, ambas presentan una
curva en el perfil de neutralizacion a diferencia de la TBGu la cual presenta un comportamiento

mas lineal.

Tabla 11. Dependencia de la constante de la rapidez con el grado de desprotonacion de la
TBGu en la transesterificacion del HopNPP a 37°C en 80% DMSO.

[TBGu]L, mol/L 0.01 0.02 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09

Kobsx10°s™* 1.83 2.94 3.10 4.30 3.86 4.09 4.46

*El porcentaje de error para las constantes fue menor al 1%.

55



4.5x10°

3.6x10°

2.7x10°

-1
bs’ S

)

¢ 1.8x10°

9.0x10°

0.0 T T T T T T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
[Morx] , M

Figura 29. Perfil de la variacion de la constante de rapidez con el grado de desprotonacion de la
moroxidina en 80% DMSO.
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Figura 30. Perfil de la variacion de la constante de rapidez con el grado de desprotonacion de la
TBGu en 80% DMSO.

Debido a la posibilidad de tener una contribucién por iones hidréxido y las dos especies
de las bases usadas, para discriminar entre varias rutas se requiere considerar la ecuacion
canonica de la catélisis &cido-base propuesta por (Brgnsted 1928; Jencks WP. 1969; Laidler KJ.
1987; Kwan EE. 2005), donde se consideran todas las especies participantes en el mecanismo.

Con los experimentos ya analizados (vide supra), podemos deducir que las especies que estan
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participando en la reaccién de ruptura en las condiciones que se establecieron son los iones
hidréxido, la base libre y la combinacion de la base libre con su forma protonada en la siguiente
ecuacion de rapidez:

Kobs = Ki[B] + ko[B] [HB*] + kon[OH"] Ec. 6

En todos los casos, debido a la posibilidad de la contribucion de la catalisis basica
especifica, se hizo la correccion restando su contribucién a la constante de rapidez observada.
Lo anterior se puede hacer con los valores determinados de la catalisis basica especifica en cada
mezcla. Para conocer la concentracion de iones hidroxido en cada una de las fracciones del
amortiguador se tuvo que recurrir a la ecuacion sin aproximaciones de la constante de equilibrio
acido-base para las bases para los porcentajes de DMSO de 50, 60 y 70%. Esto es porque los
valores de pKa y del pKw son muy cercanos y las aproximaciones conocidas que generan la
ecuacion de Henderson-Hasselbach para disoluciones amortiguadoras no son validas (Charlot
G. 1980). En 80%, debido a la diferencia de 5 unidades en los valores de pKa y pKw si es valido
usar la ecuacién de Henderson, por lo que es la que se usard en los calculos con todos los
catalizadores. La ecuacion general del calculo de la concentracion, cuando se toma en cuenta el

balance de carga y el de materia de las especies involucradas en el equilibrio, es:

e ofbllon)

La cual, al despejarse para calcular la concentracion de ion hidrégeno, queda como:
[H']® + {[B] + Ka}[H"]? — {Kw + Ka[HB*]}[H"] — KaKw = 0 Ec.8

Con la concentracién de hidrégeno y considerando el valor de Kw y su expresién, Kw =
[H*]1[OHT], podemos calcular las concentraciones de iones hidréxido. La resolucién de la ecuacion
cubica que se emple6 fue por el método algebraico, haciendo un algoritmo en Excel para poder
hacer el calculo mas rapido. No se utilizé el método de Newton-Rapson por ser mas elaborado

para calcular tantos datos, al basarse en aproximaciones.

Con el valor calculado de la concentracién para los iones hidroxido y los valores de la
constante de la catdlisis basica especifica para cada porcentaje en volumen de DMSO (ver tabla

12) se hizo la siguiente operacion para el tratamiento de los datos obtenidos:

cor = kobs' kOH[OH_] = kz[B] [HB+] + kl[B] EC 9
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La ecuacion anterior nos permite descartar la contribucion basica especifica en cada una
de las mezclas. En la Figura 31, se muestran los casos de 50 y 80% de DMSO. En la parte a de
la Figura se muestra el perfil en 50% de DMSO, el cual presenta una buena contribucion por la
catalisis por OH, lo que se puede observar en la disminucién de la keor €n relacién con la Kops.
Ademas, es posible ver que la curvatura desaparece en la correccion.

Esto se debe a la presencia de la contribucién de los iones OH que al aumentar la
proporcion de la forma basica aumentan notablemente. En el caso de la parte de la Figura 31b,
podemos ver que en la mezcla de 80% de DMSO, la contribucién por iones OH" es menor, sin
embargo, esta presente. Ademas, al igual como se ve en el 50% de DMSO la curvatura del perfil

se pierde. Lo mismo ocurre en 60 y 70%, por lo que se resumio este comportamiento con los

extremos.
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Figura 31. Perfiles de neutralizacion (kons) de metformina comparado con el perfil corregido
(Keorr) () en 50% de DMSO y (b) en 80% de DMSO.

Como podemos ver, la curvatura en los perfiles de concentracion que podrian sugerir un
posible segundo orden en el mecanismo de reaccién queda descartados con este experimento.
Esto es porgue en el perfil de neutralizacion se encontré un perfil lineal que sélo depende de la
concentracion de la forma libre del catalizador, es decir, tenemos una catalisis basica general por
metformina solamente. Sin embargo, este resultado es realmente importante, ya que, aungque no
se tiene una catdlisis bifuncional como en sistema bisguanidinios, se encontré que la metformina
puede catalizar la ruptura del sustrato modelo del ARN. Esto es importante ya que es la primera
vez que se informa acerca de este tipo de comportamiento que podria ser fundamental en la

comprension del mecanismo de accion de este farmaco a nivel molecular. Una vez hechas las
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correcciones en cada porcentaje se calcularon las constantes para la catalisis basica general,
como se muestra en la Figura 32. En ella se muestra un ejemplo del analisis, el valor de la
pendiente de la grafica corresponde al valor de la constante de rapidez, si consideramos la
siguiente ecuacion:

kobs' kOH[OH] = kl[Metf] + ko Ec. 10
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Figura 32. Perfil de neutralizacion en 80% de DMSO para la ruptura del HpNPP con

metformina.

El analisis mostrado anteriormente, se aplic6 a moroxidina y TBGu. En el caso de
moroxidina, la curvatura del perfil también se pierde y en el caso de TBGU no hubo mayor
correccion, ya que el perfil era lineal y la contribucién de la catalisis basica especifica es mucho
menor. Los valores obtenidos para cada constante basica general de cada uno de los
catalizadores se encuentran en la tabla 12. Es importante mencionar que en todos los casos se
determind el valor kco/kon, obteniéndose valores mayores a 80% de DMSO que en otros
porcentajes. Lo que reafirma la eleccion de este medio para poder medir la contribucién de la

catalisis basica general.
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Tabla 12. Constantes de la catalisis basica general de cada catalizador en las mezclas utilizadas.

Metf Mor TBGu
%DMSO 50 60 70 80 80 80
kgx10%, st M1 194 430 30 4.75 4.02 0.37

Con los valores obtenidos de pKa para los catalizadores en la mezcla de 80% de DMSO

y las constantes de rapidez, se hizo una grafica para ver si existe una correlacion entre la

estructura (el valor de pKa esta relacionado con efectos de los sustituyentes) y la reactividad

como catalizador. La gréfica se muestra en la Figura 33, en ella aparecen dos puntos mas que

corresponde a los datos obtenidos por Corona y colaboradores (2010) para la catalisis basica

general de piperidina y metilamina, sélo por comparacion con sistemas de acidos cationicos.

Como podemos observar existe una correlacion, la ecuacion de la recta es log ks = 0.41pKa —

8.82.

logkg
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Figura 33. Relacion entre las constantes cinéticas y los valores de pKa de los

catalizadores utilizados.

El valor de la pendiente de este gréfico tiene dos significados. El primero, en el caso de

las biguanidas, la catélisis basica general es poco selectiva con relacion a las bases utilizadas,

ya que un cambio de pKa en dos unidades apenas genera un cambio de un orden de magnitud
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en la constante cinética. Esto es de suma importancia, ya que habla de la capacidad del grupo
biguanidio sin importar el sustituyente en la hidrélisis de sustratos de tipo diéster de fosfato. La
evidencia anterior, puede usarse para generar estudios in vitro para probar diferentes biguanidas
que puedan usarse ya sea como antivirales o, si la via de sefializacion inicial en la que participa
la metformina involucra una desfosforilacion, ampliar la variedad de usos que pueda darse a la
metformina en otros padecimientos, si estos involucran la misma via de sefializacién inicial. El
segundo significado, tiene relaciéon con el estado de transicion ya que este valor de pendiente
implica que la ruptura de los enlaces y formacion de los nuevos no es tan representativa en el

mismo, por lo que el estado de transicion se parece mas a los reactivos (Isaacs N. 1987).

Al tomar todas las evidencias mostradas en este trabajo, donde se evaluaron tres
diferentes biguanidas podemos ver que las tres tienen actividad catalitica en la ruptura del diéster
de fosfato que se utiliz6. En el caso de metformina, es un farmaco ampliamente utilizado en el
tratamiento de la Diabetes Mellitus y recientemente se ha encontrado que puede utilizar para
tratar el cancer de mamay el lupus. El presente trabajo puede abrir una ventana en donde a partir
de la busqueda de la via de sefializacion inicial que activa la participacion de este farmaco se
pueden encontrar otros padecimientos donde pueda ser utilizado. Asi mismo, se utilizé
moroxidina que es el componente activo de antivirales de uso veterinario. EI hecho de que el
compuesto presente actividad diesterolitica puede ser una evidencia que el mecanismo de accién
del farmaco (que no se conoce claramente), ocurra mediante la ruptura del ARN de los virus.
Ademads, se conocen otras biguanidas como la clorhexidina y la clorguanida, usadas una como
antiséptico en hospitales y en consultorios odontolégicos y la otra como tratamiento contra la
malaria. En el caso de la primera podria actuar de manera similar a la moroxidina inactivando
microorganismos evitando su replicacion. En el caso de la segunda se sabe que inhibe la
folatodeshidrogenasa, la cual utiliza NADPH, el cual es un diéster y este podria romperse evitando

asi la reaccién de reduccion de la molécula de folato, inhibiendo asi la reproduccién del parasito.
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CONCLUSIONES

Se determinaron los valores de pKw en las mezclas de DMSO-agua a 37°C de 50 a 80%.
Los valores oscilaron entre 15 y 18 y se ajustaron a la linea recta en funcion de la fracciébn molar
del disolvente pKw = 11.42 (0.17) Xpmso+13.05 (0.06) (4, r*= 0.999).

Los valores de pKa determinados para metformina de 50 a 80% de DMSO acuoso variaron
de 13.37 a 13.8, mientras que los de TBGu variaron de 10.32 a 10.45 y el obtenido para
moroxidina a 80% fue de 13.2.

Se midieron los valores para la catdlisis basica especifica de la ruptura del HpNPP de 10
a 80% de DMSO-agua. La constante de rapidez en cada medio varié de 0.09 a 0.6 M* s,
Ademas, se encontré una correlacion entre el logaritmo de la constante bésica especifica y el
pKw del medio con la siguiente ecuacién: logkon = 0.18(0.01) pKw-3.54(0.10) (8, 0.991).

En el perfil del efecto de DMSO-agua sobre la catalisis con metformina en la ruptura del
HpNPP, se encontré que disminuia la constante de rapidez observada al aumentar el contenido
de DMSO. Sin embargo, debido al efecto de disolvente sobre el pKw y el pKa los porcentajes
elegidos fueron de 50 a 80% de DMSO, siendo la mejor para el estudio la mezcla de 80%, por el

bajo contenido de iones OH".

En todas las mezclas estudiadas se encontro la existencia de la catalisis basica general
por parte de metformina, moroxidina y 1-(o-tolil)biguanida, a partir de los experimentos del perfil
de concentracion.

Para todas las bases utilizadas, en las diferentes mezclas estudiadas, se encontr6 la
siguiente ley de rapidez: Kops = Kg[B] + kon[OH] + ko. En 80% de DMSO los valores de kg fueron
4.75x10%, 4.02x10* y 3.70x10° Ms?, para metformina, moroxidina y TBGu, respectivamente.
Ademas, se encontrd una correlacion con fuerza de los catalizadores con la siguiente ecuacion:
log ks = 0.41(0.04) pKa—8.82(0.43), (5, 0.968). Esta correlacion indica la baja selectividad o

dependencia con la fuerza de la base.

Finalmente, en este trabajo se informa por primera vez la capacidad catalitica del tipo
acido-base de biguanidas en la ruptura de ésteres de fosfato. Lo anterior abre posibilidades en el
estudio de mecanismo de accién de farmacos derivados de biguanidas donde se involucren
ésteres de fosfato.
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