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RESUMEN

La metformina es un farmaco oral de primera opcion para el tratamiento de diabetes Il. Esta es capaz de formar
complejos de coordinacién con algunos iones metdlicos, especialmente con Cu(ll). Este complejo puede modificar la
funcién farmacoldgica de la metformina. Con el fin de evaluar in vitro, la formacién y estabilidad de los complejos
cobre(ll)-metformina y su interaccion con haluros, a través de un método espectrofotométrico, se llevé a cabo la
determinacion de constantes de formacion de las especies generadas en disolucion de metanol. En éste estudio, se
obtuvieron los valores de las constantes de formacion de los complejos [Cu(metf)]?* con un valor de
logB110=4.44+0.01, [Cu(metf)CI]** con logB11:=8.88+0.01 y [Cu(metf)Br]** con logB11:=9.62+0.02, observando que las
especies cobre(ll)-metformina-haluro son més estables.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la diabetes mellitus 1l o no insulinodependiente es uno de los trastornos mas
ampliamente difundidos y graves, siendo la cuarta causa de mortalidad a nivel mundial. En México,
a partir del 2000, la diabetes es considerada la primera causa de muerte en mujeres y la segunda
en hombres. El nUmero de personas que sufren de diabetes mellitus, a nivel mundial, se encuentra
por encima de 300 millones y un gran porcentaje de ellos corresponde a pacientes de diabetes
mellitus II.

Metformina (dimetilbiguanida) es el hipoglucemiante oral de primera opcién recomendada para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo Il. Su historia puede remontarse al uso de Galega officinalis
(rica en guanidina) como una medicina herbaria en Europa Medieval. La primera sintesis de
metformina es atribuida a Werner y Bell, en 1922. Posteriormente el trabajo del profesor Stern, llevo
al descubrimiento de metformina como un agente antidiabético en la década de 1950. La
metformina reduce el nivel de glucosa en sangre al suprimir su produccion hepatica y
potencializando su captacién periférica, ademas disminuye la absorcion intestinal de glucosa y
reduce la resistencia insulinica.

Por otra parte, el cobre se encuentra presente en el organismo en 100 a 150mg. El 90% se
encuentra en musculos, huesos e higado. Es parte del cofactor para muchas enzimas, como la
superoéxidodismutasa y diversas enzimas presentes también en mitocondrias. Estudios recientes
sefialan que el cobre mitocondrial es secuestrado por la metformina, y que en realidad los efectos
celulares son generados por la especie. Un mecanismo sugerido es que inhibe al complejo |
mitocondrial, afectando la cadena respiratoria. Sin embargo, el mecanismo preciso no se ha
establecido. Considerando esto, la metformina puede actuar en células, quizds como un
metalofarmaco. Es por lo anterior, que el presente estudio incluye un método espectrofotométrico
para la determinacion de formacion de complejos cobre-metformina, con el objetivo de evaluar in
vitro, la formacion y estabilidad de los complejos formados y su interaccion con haluros.

METODOS Y MATERIALES

Metanol grado HPLC (Fermont, México) fue utilizado como disolvente para determinar la estabilidad
del complejo Cobre(ll)-metformina, asi como para la extraccion de metformina a partir de tabletas
PreDial (Silanes, México). Cu(NO)s-2.5H,0, cloruro de sodio y bromuro de sodio (Fermont, México)
se utilizaron para la preparacion de disoluciones. Los espectros se obtuvieron utilizando un equipo
UV/Vis Cary 50 a una temperatura ambiente de 25°C usando una celda de cuarzo de 1.0 cm. El
intervalo de longitudes de onda medido para todos los estudios espectrofotométricos fue de 200-
800nm, observando los maximos cambios entre 250 a 350nm, siendo éste ultimo, el intervalo
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estudiado para la mayoria de los experimentos. Todos los datos se procesaron en el programa
HypSpec.

Extraccion y cristalizacién de metformina

Tabletas de metformina se trituran en mortero, y se homogeinizan en metanol. La disolucion se filtra
al vacio y el filtrado se almacena en refrigeracidén hasta la obtencion de los cristales, los cuales se
extraen con filtracion al vacio.

Determinacion de Coeficiente de extincion molar de la Metformina

Para el experimento se prepara una disolucién stock de metformina de 0.00009M. Las
concentraciones de metformina son variadas de 1x10°M a 9x10°M. Un total de 10 puntos se
utilizan para la obtencion del coeficiente de extincién.

Estudio de estabilidad de complejo Cobre II- Metformina

El experimento se realiza utilizando dos diferentes soluciones stock de metformina (0.00371M y
0.00457M). Las concentraciones de metformina son variadas de 0.00004M a 0.00074M y 0.00006M
a 0.00124M respectivamente, en cada experimento. Se utilizan dos soluciones stock de
Cu(NO)3-2.5H,0 de 0.00210M y 0.00348M. La concentracion final de Cu(NO)s-2.5H,0 se mantiene
constante de 0.00021M y 0. 00035M para cada experimento. Un total de 39 espectros se utilizan
para el refinamiento en HypSpec.

Estudio de estabilidad de complejo Cobre II- Metformina-Cloro y Cobre II- Metformina-Bromo

Para este sistema dos soluciones stock de metformina (0.00223M y 0.00372M), Cu(NO)3-2.5H,0

(0.00206M y 0.00344M) y cloruro de sodio o bromuro de sodio (0.00125M y 0.00202M) se preparan.

Para ambos experimentos la concentracion final de cobre se mantiene constante de 0.00021M vy
0.00034M y la de metformina de 0.00022M y 0.00037M, respectivamente. Las concentraciones de
cloruro y bromuro se varian de 0.00001M a 0.00025M y 0.00002M a 0.00044M, respectivamente
para cada experimento. Un total de 39 espectros se utilizan para el refinamiento en HypSpec.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En todas las determinaciones de equilibrio de este estudio, es necesario evitar la fuerza iénica,
porque a medida que aumenta la fuerza iénica, se produce la precipitacion de los complejos cobre.

Determinacion de Coeficiente de extincion molar de la Metformina

La absorcion maxima de metformina fue detectada a 236nm y el coeficiente de extincién (€) del
farmaco fue determinado usando la Ley de Beer-Lambert. El coeficiente de extincion de metformina
a 236nm es de 11493 L-mol*-cm™ con una R? de 0.998.

Constante de formacion de los complejos cobre (II)-metformina y cobre (II)-metformina-halégeno

Hasta donde sabemos, no existen otros estudios reportados acerca de determinaciones de
equilibrio para este sistema en metanol u otros disolventes, por lo que no pueden ser comparados
con valores de la literatura. Los espectros de absorcién de soluciones en metanol de cobre (I)-
metformina son presentados en la Fig.1a, en el cual para este sistema, se observa que al
incrementar la concentracion de metformina aparece un efecto hipercrémico. La determinacion de la
constante de formacion Bi10, correspondiente al equilibrio entre Cu?* y metformina, se realizé
mediante el procesamiento de todos los espectros obtenidos de los dos experimentos a dos
concentraciones diferentes de forma simultanea. Los resultados obtenidos muestran solamente la
formacion de un complejo mono, el [Cu(metf)]?*, a diferencia de otros estudios que reportan la
formacion de un complejo bis en soluciones acuosas. La existencia solamente del complejo mono
posiblemente se pueda explicar por el caracter nucledfilo del metanol, debido a que la metformina
tendria que competir con las moléculas del disolvente unidas fuertemente al ion metélico, ademas,
se ha reportado que en general para complejos de cobre, las constantes de estabilidad son mas
altas en sistemas acuosos que en metanol puro. Quizas también, el metanol aumenta la
participacién en el enlace de mas de dos nitrégenos del ligante, aumentando la estabilidad de la
especie mono. De acuerdo al espectro de absorbancia molar presentado en la Fig.1d el complejo
[Cu(metf)]** muestra una maxima absorbancia a 270nm con €=2627.8 L-mol*-cm™. El valor
logaritmico de la constante de formacidn global reportado en la Tabla 1, para este complejo es de
4.44 + 0.01.

Con la finalidad de estudiar el sistema ternario de cobre(ll)-metformina-halégeno se empleé una
concentracion equimolar de cobre:metformina, y es variada solamente la concentracién de cloruro o
bromuro en cada experimento, obteniendo Unicamente la formacién del complejo [Cu(metf)CI]* y
[Cu(metf)Br]**, respectivamente. La formacién del complejo mono es debida probablemente al
impedimento estérico generado por la metformina unida al ion metélico y al caracter nucledfilico del
metanol. En la Fig.1b son presentados los espectros de absorcion del complejo cobre (11)-
metformina-cloro en metanol. Se observa que al incrementar las concentracion de cloruros se
presenta un efecto hipercromico en comparacién con el espectro de complejo cobre(ll)-metformina,
lo que indica un aumento en la formacion del complejo con cloruro.
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Tabla 1. Resumen de parametros experimentales de sistema: complejos cobre(ll)-metformina, cobre(ll)-metformina-
cloro y cobre(ll)-metformina—bromo en metanol.

Composicion de Solucion

[T.] rango de 0.00004 a 0.00074M y
0.00006 a 0.00124M

[Twm] constante de 0.00021M y
0.00035M.

Fuerza iénica

Rango de pH No usada
No usado
Método experimental Espectrofotométrico
Temperatura 25°C
Numero total de puntos de datos 39
Método de calculo HypSpec
Especie Equilibrio Log B o
Cu(metf) Cu®*+metf =— [Cu(metf)]** log B110=4.44 + 0.01 0.0131

Composicion de Soluciéon

[TLi] constante de 0.00022M y
0.00037M

[Tx] rango de 0.00001 a 0.00025M y
0.00002 a 0.00044M

[Twm] constante de 0.00021M a
0.00034M.

Fuerza ionica

Rango de pH
No usada
No usado
Método experimental Espectrofotométrico
Temperatura 25°C
NuUmero total de puntos de datos 39
Método de calculo HypSpec
Especie Equilibrio Log B o}
Cu(metf)Cl Cu?*+metf+ClI" == [Cu(metf)CI]** log B111=8.88+ 0.01 0.0025
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Cu(metf)Br Cu**+metf+Br =— [Cu(metf)Br]* log $111=9.62+ 0.02 0.0076

Los espectros de absorcién del complejo cobre (I1)-metformina-bromo en solucion de metanol, se
muestran en la Fig.1c. Se aprecia que al aumentar la concentracion de bromuro, se presenta un
efecto hipercrémico y un efecto batocromico, en comparacion con el espectro de complejo cobre(ll)-
metformina, debido a que se observé un desplazamiento de absorcion hacia longitudes de onda
mayores. Este cambio de absorcidn entre complejos puede estar relacionado con un ligero cambio
en la geometria del complejo.

Los espectros de absorbancia molar de los complejos cobre(ll)-metformina-halégeno (Fig.1d.)
muestran que la maxima absorcién de [Cu(metf)CI]** se presenta a 270nm con €=3176.9 L-mol*-cm’
Ly en el complejo [Cu(metf)Br]** a 296nm con €=1583.6 L-mol*-cm™ mostrando el segundo pico
generado en el espectro. También es posible observar, que en el complejo cobre (Il)-metformina-
halégeno, absorben mas que en la ausencia del halégeno, lo que indica que el halégeno incrementa
la transferencia de carga en el centro metalico.

El valor logaritmico de la constante de formacion global (logB) del complejo [Cu(metf)CI]** es de
8.88+ 0.01, mientras que el de [Cu(metf)Br]!* es de 9.62+ 0.02 (Tabla 1), el cual es un valor
aproximadamente veinte mil y cien mil veces mayor que la del complejo [Cu(metf)]?*,
respectivamente; lo anterior podria explicarse cpnsiderando que al existir una transferencia de
carga de la metformina al ion metalico (Cu?* ) haciéndolo mas rico en electrones (acido blando),
favorece la unién con una base blanda (principio de Pearson) como lo es el halogenuro, y/o que el
halogenuro actué como un estabilizador de la geometria del complejo, respecto al mayor valor
presentado por el complejo [Cu(metf)Br]** esto puede explicarse con el hecho de que el bromuro al
tener un mayor tamafio que el cloruro tenga mayor caracter de base blanda y por tanto su afinidad
con el metal sea mayor.

Curvas de distribucion de los complejos cobre(ll)-metformina y cobre(ll)-metformina-halégeno.

Los diagramas de distribuciéon de especies de cobre(ll)-metformina, cobre(ll)-metformina-cloro y
cobre(ll)-metformina-bromo son mostrados en la Fig. 2a, b y ¢ respectivamente. En el experimento
con concentracion constante de Cu(NO)s-2.5H,0 0.00035M y concentraciones de metformina de
0.00006M a 0.00124M se obtiene aproximadamente un 95.65% de formacion del complejo
[Cu(metf)]?* y menos del 5% corresponde a cobre (3.8%) y metformina libre al considerar la Ultima
solucion de 0.00124M de metformina.
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Fig. 1 (a). Espectro de absorcion de complejo cobre (ll)-metformina en solucién de metanol: para
espectros 1-20, [Cu(l)]= 0.00021M y concentracion de metformina (M): (1) 0.00004;(2) 0.00007;(3)
0.00011;(4) 0.00015;(5) 0.00019;(6) 0.00022;(7) 0.00026;(8) 0.00030;(9) 0.00033;(10) 0.00037;(11)
0.00041;(12) 0.00044; (13) 0.00048;(14) 0.00052; (15) 0.00056;(16) 0.00059;(17) 0.00063;(18) 0.00067;(19)
0.0007;(20) 0.00074. Para los espectros de 21-40, [Cu(Il)]= 0.00035M y concentracidon de metformina
(M): (21) 0.00006;(22) 0.00012;(23) 0.00019;(24) 0.00025;(25) 0.00031;(26) 0.00037;(27) 0.00043;(28)
0.0005;(29) 0.00056;(30) 0.00062;(31) 0.00068;(32) 0.00074;(33) 0.00081;(34) 0.00087;(35) 0.00093;(36)
0.00099;(37) 0.00105;(38) 0.00112;(39) 0.00118;(40) 0.00124. (b) y (c). Espectro de absorcién de
complejo cobre (ll)-metformina-cloro y complejo cobre (ll)-metformina-bromo en solucién de metanol,
respectivamente para cada experimento: para espectros 1-20, [Cu(Il)]= 0.00021M, [metformina]=
0.00022M y concentracién de cloruro o bromuro (M): (1) 0.00001; (2) 0.00003; (3) 0.00004; (4) 0.00005;
(5) 0.00006; (6) 0.00008; (7) 0.00009; (8) 0.0001; (9) 0.00011; (10) 0.00013; (11) 0.00014; (12) 0.00015;
(13) 0.00016; (14) 0.00018; (15) 0.00019; (16) 0.0002; (17) 0.00021; (18) 0.00023; (19) 0.00024; (20)
0.00025. Para los espectros de 21-40, [Cu(ll)]= 0.00034M, [metformina]= 0.00037M y concentracion de
cloruro o bromuro (M): (21) 0.00002; (22) 0.00004; (23) 0.00007; (24) 0.00009; (25) 0.00011; (26) 0.00013;
(27) 0.00015; (28) 0.00018; (29) 0.0002; (30) 0.00022; (31) 0.00024; (32) 0.00026; (33) 0.00029; (34)

Para el sistema con concentracion constante de Cu(NO)s-2.5H.0 a 0.00034M y de metformina
0.00037M, con concentraciones de cloruro de 0.00002M a 0.00044M, se obtiene aproximadamente
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72.28% de formacion del complejo [Cu(metf)Cl]**, 10.6% de cobre libre y 17.12% [Cu(metf)]?*,
considerando la solucion de mayor concentracion de NaCl (0.00044M). En el caso del sistema con
concentracion constante de Cu(NO)s-2.5H,0 a 0.00034M y de metformina 0.00037M, con
concentraciones de bromuro de 0.00002M a 0.00044M, aproximadamente 90.76% corresponde a la
formacion del complejo [Cu(metf)Br]'*, 4.08% de cobre libre y 4.89% [Cu(metf)]?, considerando la
solucion de mayor concentracion de NaBr (0.00044M).
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Fig. 2 (a) Curvas de formacion de complejos [Cu(metf)]?* en metanol, [Cu2*]= 0. 00035M y
concentraciones variadas de metformina de 0.00006M a 0.00124M. (b) Curvas de formacion de

complejos [Cu(metf)CI]1* en metanol, [Cu?*]= 0.00034M, metformina= 0.00037My
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CONCLUSIONES

Debido a que en estos sistemas no se utilizé la fuerza idnica, las constantes de formacion
determinadas deben utilizarse de forma comparativa con sistemas medidos en condiciones
similares, y por tanto los valores obtenidos, no deberian ser considerados como constantes de
estabilidad termodinamicas.

La determinacién de la constantes de formacién de las especies cobre(ll)-metformina y cobre(ll)-
metformina-halégeno, es importante para la determinacion de las especies quimicas generadas en
metanol, observando solo la generacién de [Cu(metf)]** y no el complejo bis reportado en
disolventes acuosos. En el caso de la interaccion con halogenuros, el tnico complejo formado fue el
[Cu(metf)CI** y [Cu(metf)Br]** en cada experimento, lo que quiza puede explicarse debido al
caracter nucledfilo del metanol, que conduce a que los ligantes tengan que competir con moléculas
de disolvente unidas al ion metdlico. Es probable que la especie cobre-metformina posea un sitio
blanco que permita tener una afinidad con bases blandas. En general, la constante de formacion
obtenida por la interaccion con haluros, es mayor que la obtenida en el complejo cobre(ll)-
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metformina, y en el caso de bromuros es aproximadamente cien mil veces mayor, incluso mayor en
comparacion con cloruro, es quizas debido a la afinidad del bromuro al cobre(ll). Es necesario
realizar mas estudios con el fin de entender los cambios del complejo cuando se coordina con
diferentes bases blandas. Ademas, se espera que todos estos datos pueden ser utilizados para
establecer una correlacion del complejo formado in vitro, con la posible coordinacion de metformina
con cobre. Asi también, considerando la concentracién de cloruros en mitocondrias, el efecto
farmacoldgico puede tener la especie de cobre-metformina-cloruro que podria estar presente en las
mitocondrias.
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