
 
 

UNIVERSIDAD DE SONORA 
DIVISIÓN DE CIENCIAS BIOLÓGICAS Y DE LA SALUD 

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA SALUD 
 

 

 Evaluación de Biguanidas como Catalizadores en la Ruptura 

de un Sustrato Modelo de ARN (2-hidroxipropil p-nitrofenil 

fostato) en Mezclas de DMSO–Agua. 
 

 

 

 

 

TESIS PROFESIONAL PRÁCTICA 

 

  Que para obtener el título de: 

 

 

QUÍMICO BIÓLOGO CLÍNICO 

 

 

 

Presenta: 

 Josue Fernando Grajeda Alvarez 

 

 

 

Ciudad Obregón, Sonora                                                                    Septiembre, 2017 



Universidad de Sonora 

 

Repositorio Institucional UNISON 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Excepto si se señala otra cosa, la licencia del ítem se describe como openAccess 



1 
 

  



2 
 

FORMA DE APROBACIÓN 

 

Los miembros designados para revisar la Tesis Profesional de Josue Fernando Grajeda Alvarez, 

la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial para 

obtener el Título de Químico Biólogo Clínico. 

 

 

Dr. David Octavio Corona Martínez 

Presidente 

 

 

 

Dr. Juan Carlos Gálvez Ruiz 

Secretario 

 

 

 

Dra. María Rosario Martínez Macías 

Vocal 

 

 

 

Dra. Idania Emedith Quintero Reyes 

Suplente 

  



3 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

A mi asesor, el Dr. David Octavio Corona Martínez, por su esfuerzo, dedicación y paciencia para 

la realización de este proyecto. De igual forma gracias por la confianza y amistad que se ha 

desarrollado a través de los años, misma que me ha ayudado a crecer como profesionista y sobre 

todo como persona.  

 

A mis sinodales, Dr. Juan Carlos Gálvez Ruiz, Dra. Idania Emedith Quintero Reyes, Dra. María 

del Rosario Martínez Macías, por la revisión y contribución a esta tesis. 

 

A mis compañeros de laboratorio Mariana, Alan, Rafael y Enrique por su apoyo dentro del 

laboratorio para la realización de este trabajo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

DEDICATORIA 

 

A mis padres y hermanas, para quienes mi gratitud no tiene límites, a quienes no podré parar 

nunca los principios sobre todo con el ejemplo que influyeron en mi vida desde la niñez, hasta 

llegar a ser lo que soy. Hoy es un día feliz, porque he logrado una de las más importantes metas 

de mi vida, que sin ustedes nunca hubiera alcanzado.  

Gracias por ser mi esperanza, por enseñarme la responsabilidad y la justicia que debo 

emplear en mi futuro. Lo valioso no se encuentra en un papel, si no en la defensa que hare por 

él. Por todo ello a Dios y a ustedes gracias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

CONTENIDO 

 

Página 

FORMA DE APROBACIÓN 2 

AGRADECIMIENTOS  3 

DEDICATORIA 4 

CONTENIDO 5 

INDICE DE SIGLAS 7 

LISTA DE TABLAS  9 

LISTA DE FIGURAS  11 

OBJETIVOS 14 

RESUMEN 15 

INTRODUCCIÓN 16 

ANTECEDENTES  17 

      Catálisis Ácido-Base 17 

      Guanidinios 19 

      Biguanidas 20 

      Metformina 21 

 Metabolismo de la Metformina 22 

 Metformina y el Cáncer 24 

MATERIALES Y MÉTODOS  28 

      Reactivos 28 

      Sustrato 28 

      Disolventes 29 

      Equipo 29 

      Programas 29 

      Metodología: Estudios Cinéticos 29 

            Perfil de Concentración 32 

            Perfil de Neutralización 33 

            Cálculo de la Constante de Catálisis Básica Específica 34 

      Estudios Potenciométricos 34 

 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 37 



6 
 

      Determinación de los valores de pKw del agua y de pKa de Metformina, 

Moroxidina y TBGu 

    

38 

      Efecto de la Hidrólisis Básica Específica 43 

      Efecto de la Concentración Total del Amortiguador 47 

      Efecto del Grado de Neutralización del Amortiguador 53 

CONCLUSIONES 62 

BIBLIOGRAFÍA 63 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

INDICE DE SIGLAS 

 

 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

ADP Adenosín difosfato 

Akt Proteína cinasa serina/treonina 

AMP Adenosín monofosfato 

AMPK Proteína cinasa activada por AMP 

ATP Adenosín trifosfato 

ARN Ácido ribonucleico 

CBP Proteína de unión Src 

CO2 Dióxido de carbono  

CREB Elemento de unión de respuesta a AMPc  

DM2 Diabetes mellitus tipo dos 

DMSO Dimetilsulfóxido 

EGF Factor de crecimiento epidemiológico 

ECV Enfermedad cardiovascular 

HpNPP 2-hidroxipropil p-nitrofenilfosfato 

IGF Factor de crecimiento insulínico 

LKB1 Cinasa de hígado B1 

mTor Diana de rampimicina en células de mamífero 

NAFLD Enfermedad del hígado no alcohólica 

OCT1/3 Transportador de cationes orgánicos 1/3 

OCT1 Transportador de cationes orgánicos 1 



8 
 

OCT3 Transportador de cationes orgánicos 3 

PCOS Síndrome poliquístico de ovario 

PI3K Fosfatidilinositol-3-cinasa  

PMAT Proteína trasportadora plasmática de monoamina 

pKa Medida de la acidez de una sustancia obtenida a partir del cologaritmo 

de su constante de disociación ácida Ka 

pKw Constante de disociación del agua 

Ser436 Serina 436 

Src Citosina cinasa citoplasmática 

STK11 Serina treonina cinasa 11 

Thr172 Treonina 172 

VHB Virus de hepatitis B 

VHC Virus de hepatitis C 

 

  

http://www.quimicas.net/2015/05/la-constante-de-acidez.html
http://www.quimicas.net/2015/05/la-constante-de-acidez.html


9 
 

LISTA DE TABLAS 

 

Tabla  Página 

1 Valores de pKw a 37 °C en las diferentes mezclas de DMSO-agua, I = 100 

mM. 

        

38 

2 Valores de pKa de Metformina a 37°C en las diferentes mezclas DMSO-

agua. 

        

40 

3 Valores de pKa de TBGu a 37°C en las diferentes mezclas DMSO-agua. 42 

4 Relación de los valores obtenidos para las constantes de rapidez de la 

reacción entre HpNPP con iones de hidróxido a 37°C en las diferentes 

mezclas DMSO-agua con una fuerza iónica controlada de 0.1 M. 

 

         

44 

5 Constantes de rapidez para la hidrólisis básica específica a 37°C en las 

mezclas DMSO-agua. 

 

45 

6 Valores obtenidos para las constantes de rapidez en función de la 

concentración del amortiguador (Metformina) de acuerdo al porcentaje de 

DMSO. 

 

        

48 

7 Valores obtenidos para las constantes de rapidez en función de la 

concentración del amortiguador (Moroxidina) en 80% DMSO. 

 

50 

8 Valores obtenidos para las constantes de rapidez en función de la 

concentración del amortiguador (TBGu) en 80% DMSO. 

 

52 

9 Dependencias de la constante de rapidez con el grado de desprotonación 

de la Metformina en la transesterificación del HpNPP a 37°C en función 

del porcentaje de DMSO. 

 

 

54 

10 Dependencia de la constante de la rapidez con el grado de desprotonación 

de la Moroxidina en la transesterificación del HpNPP a 37°C en 80% 

DMSO. 

 

 

55 

11 Dependencia de la constante de la rapidez con el grado de desprotonación 

de la TBGu en la transesterificación del HpNPP a 37°C en 80% DMSO. 

 

55 



10 
 

12 

 

Constantes de la catálisis básica general de cada catalizador en las 

mezclas utilizadas. 

 

 

60 

 

 

 

 

 

 

  



11 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura  Página 

1 Perfil de energía de Gibbs para una reacción sin catalizar (a) y una reacción 

catalizada por ácido (b). 

        

17 

2 Ejemplo de calixarenos con moléculas de guanidinio en su estructura. 19 

3 Ejemplos de guanidinas como fragmentos dentro de las moléculas de 

fármacos. 

        

20 

4 Estructura básica de la biguanida. 21 

5 Farmacocinética de la metformina. 23 

6 Metabolismo celular. 24 

7 El control de la proliferación celular y el crecimiento del tumor por la 

metformina. 

        

26 

8 Metformina y cáncer. 27 

9 Reacción de transesterificación del HpNPP. 28 

10 Reacción general observada de la hidrolisis de HpNPP. 30 

11 Ajuste de la ecuación para formación del 4-nitrofenolato. 31 

12 

 

Perfiles posibles de la variación de las constantes de rapidez en función de 

la concentración del catalizador: (a) perfil orden cero, (b) perfil de primer 

orden y (c) perfil de segundo orden. 

  

         

32 

13 Perfil de concentración de iones OH al 60% DMSO-agua, en la reacción de 

transesterificación del HpNPP a 37°C 

        

34 

14 Grafica de volumen de base añadida contra el pH. 36 

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

38 



12 
 

16 Relación de los valores de pKw determinados en las mezclas de DMSO-

agua en función de su fracción molar. 

        

39 

17 Curva de valoración del cloruro de metforminio a 37°C en la mezcla de 80% 

DMSO. 

        

40 

18 Valores de pKa de la metformina en función de la fracción molar de DMSO.         

41 

19 Valores de pKa de la TBGu en función de la fracción molar de DMSO. 42 

20 Dependencia de las constantes de rapidez con la concentración de 

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

        

43 

21 Dependencia de las constantes de rapidez con la concentración de 

hidróxido de tetrametilamonio 70 y 80% en las mezclas DMSO-agua. 

        

46 

22 Variación de las constantes de rapidez básica específica contra el 

porcentaje de DMSO. 

        

46 

23 Variación de los valores del log de kOH contra el valor de autoionización 

del agua (pKw). 

        

47 

24 Perfiles de concentración en la catálisis del HpNPP con metformina a 37°C 

en las mezclas DMSO-agua, 50 a un 60%. 

        

49 

25 Perfiles de concentración en la catálisis del HpNPP con metformina a 37°C 

en las mezclas DMSO del 70 al 80%. 

        

50 

26 Perfiles de concentración en la catálisis del HpNPP con moroxidina a 37°C 

en las mezclas DMSO al 80%. 

       

51 

27 Perfil de concentración en la catálisis del HpNPP con TBGu a 37°C en la 

mezcla DMSO al 80%. 

         

52 

28 Perfil de variación de la constante de la rapidez con el grado de 

desprotonación de metformina en: (a) 50 y 60% y (b) 70 y 80%. 

         

54 

29 Perfil de la variación de la constante de rapidez con el grado de 

desprotonación de la moroxidina en 80% DMSO. 

         

56 



13 
 

30 Perfil de la variación de la constante de rapidez con el grao de 

desprotonación de la TBGu en 80% DMSO. 

         

56 

31 Perfiles de neutralización (kobs) de metformina comparado con el perfil 

corregido (kcorr) (a) en 50% de DMSO y (b) en 80% de DMSO. 

         

58 

32 Perfil de neutralización en 80% de DMSO para la ruptura del HpNPP con 

metformina. 

         

59 

33 

 

Relación entre las constantes cinéticas y los valores de pKa de los 

catalizadores utilizados. 

 

         

60 

 

 

 

 

 

 

 

  



14 
 

OBJETIVOS 

 

General 

 

Evaluar la capacidad catalítica de amortiguadores de pH elaborados con metformina, moroxidina 

y 1-(o-tolil) biguanida en diferentes mezclas de DMSO-agua para la reacción de 

transesterificación 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 catalítica del tipo ácido–base en la 

transesterificación del HpNPP 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 catalítica. 

Determinar los valores de la constante de rapidez para la catálisis por iones hidróxido en la ruptura 

del HpNPP. 

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

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

 

En el presente trabajo se realizó un estudio cinético de la reacción de transesterificación de un 

sustrato modelo de ARN, 2-hidroxipropil p-nitrofenilfosfato (HpNPP). Los experimentos realizados 

se llevaron a cabo en mezclas de dimetilsulfóxido (DMSO) 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 correlación con su 

fracción molar, con la ecuación: pKw = 11.42 (0.17) XDMSO + 13.05 (0.06). En el caso de los valores 

de pKa de las biguanidas estudiadas no muestran mucha variación 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 encontró que la catálisis básica específica (por iones 

hidróxido) varió desde 0.09 a 0.6 M-1 s-1 de 10 a 80% de DMSO. Además, se encontró correlación 

con el valor de pKw con la siguiente ecuación: logkOH = 0.18(0.01) pKw – 3.54(0.10). Para conocer 

la actividad catalítica se hicieron perfiles de concentración, en donde se encontró que todas las 

bases usadas catalizan la reacción. Sin embargo, el resultado encontrado en los perfiles de 

neutralización fue que en todos los casos se tiene una contribución de más de una ruta: la catálisis 

básica general (por las biguanidas) y la catálisis básica específica (por iones hidróxido).  La ley 

de rapidez obtenida fue: kobs = kB[B] + kOH[OH-] + k0; en 80% de DMSO los valores de kB fueron 

4.75×10-4, 4.02×10-4 y 3.70×10-3 M-1s-1. La ley de rapidez, indica un mecanismo con la 

participación de la forma básica en la ruptura. Además, se encontró una correlación con fuerza 

de los catalizadores con la siguiente ecuación: log kB = 0.41(0.04) pKa–8.82(0.43). Del presente 

trabajo se resalta que por primera vez se informa la catálisis con este tipo de sistemas en ésteres 

de fosfato. Esto puede tener múltiples aplicaciones en el entendimiento de mecanismos de acción 

de los fármacos derivados de biguanidas con lo que podría ampliarse su aplicación. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los ésteres de fosfato son moléculas ubicuas en la naturaleza. Participan en la respiración celular, 

glucólisis, glucogenólisis, la transmisión de impulsos nerviosos entre otros procesos metabólicos. 

Los fosfodiésteres forman parte de la estructura de las moléculas del ADN y ARN. Desde el punto 

de vista de la ingeniería genética, un paso muy importante para manipular el material genético es 

la hidrólisis eficiente y selectiva de estas moléculas, que son las encargadas de almacenar la 

información genética de los seres vivos. Los fosfodiésteres son poco reactivos debido a que 

presentan una carga negativa (la cual se comparte entre dos oxígenos) y esto los hace menos 

electrofílicos en comparación con los triésteres. La reactividad de los diésteres dependerá 

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

Por otro lado, los triésteres de fosfato son tóxicos en su mayoría y se han utilizado como 

pesticidas y armas químicas, por lo que existe interés ambiental en el tratamiento y desactivación 

de estos compuestos mediante su hidrólisis para evitar que se formen subproductos tóxicos por 

medio de pirolisis y se pueden producir sustancias de toxicidad semejante o mayor (Sánchez I. 

2010, Shneider HJ y Yatsimirsky AK. 2003). 

La transferencia del ion fosfato es una de las reacciones biológicas más comunes e 

importantes, pero también es una de las más demandantes en cuanto a la energía de activación 

requerida. La naturaleza ha encontrado dos caminos principales para la hidrólisis de los ésteres 

de fosfato. Uno es el uso de iones metálicos como cofactores en el interior de las enzimas y el 

otro es sólo mediante una catálisis general ácido-base (Shneider HJ y Yatsimirsky AK. 2003). La 

importancia de la comprensión del mecanismo de la hidrólisis de los ésteres de fosfato, radica en 

que proveerá una base sólida para el diseño racional de fosfodiesterasas artificiales más eficientes 

que puedan funcionar como agentes terapéuticos y tener otros usos potenciales (Nome F y col. 

2008). 

  En este proyecto se evaluó la transesterificación de un sustrato modelo del ARN, 2-

hidroxipropil p-nitrofenilfosfato (HpNPP), con sistemas amortiguadores de pH elaborados con 

biguanidas en mezclas acuosas de dimetilsulfóxido con agua. Lo anterior se hará mediante 

espectrofotometría de ultravioleta-visible. Las biguanidas a evaluar son de interés y uso 

farmacéutico y resulta importante conocer si uno de sus mecanismos de acción es mediante la 

ruptura de ésteres de fosfato.  
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 ANTECEDENTES  

 

Catálisis Ácido–Base 

 

La catálisis es un término utilizado para designar una reacción en la cual interviene un catalizador. 

Un catalizador es aquella sustancia que acelera una reacción química (catalizador positivo), sin 

modificarse químicamente (Carey FA y Sunberg RJ. 2007).  Desde el punto de vista práctico un 

catalizador es aquella sustancia que acelera una reacción sin considerar el destino de la reacción, 

es importante mencionar que llamar catalizador a una sustancia que retarda una reacción es 

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

    Un catalizador baja la energía de activación sin modificar la energía de Gibbs, debido a 

que la reacción catalizada ocurre mediante un mecanismo diferente. Lo anterior, genera que la 

reacción ocurra más rápido incluso en ambas direcciones de la reacción. Un catalizador no afecta 

la entalpía o energía de Gibbs de los productos ni de los reactivos. Es así como un catalizador 

incrementa la rapidez de la reacción para alcanzar un equilibrio sin alterar la constante 

termodinámica de equilibrio (Moore JK. 1961, Isaacs N. 1987). ΔG. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Perfil de energía de Gibbs para una reacción sin catalizar (a) y una reacción catalizada 

por ácido (b). (Corona DO. 2010) 
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 La catálisis ácido-base ocurre cuando el sustrato es más reactivo después de una 

protonación o desprotonación respectivamente. Desde hace tiempo se sabe que durante una 

catálisis ácido-base no sólo intervienen el ion hidronio y el ion hidróxido, sino también intervienen 

en ella algunos ácidos y bases débiles que pueden encontrarse en los productos (Moore JK. 1961 

y Isaacs N. 1987).  

   Para este tipo de catálisis tenemos la siguiente ecuación empírica de rapidez: 

V = [S](k0 + kH
+[H+] + kOH

-[OH-] + kHA[HA] + kB[B])          Ec. 1 

En la ecuación anterior, HA representa un ácido débil y B representa una base débil y kHA, 

kB son sus respectivas constantes catalíticas. Cuando la catálisis se lleva a cabo por iones 

hidronio e hidróxido, se le conoce como catálisis ácido-base específica, mientras que donde no 

participan los iones hidronio e hidróxido (H+ y OH-) recibe el nombre de catálisis ácido-base 

general. Se puede identificar los distintos tipos de catálisis experimentalmente mediante la 

observación de la dependencia de la constante de rapidez con la concentración del amortiguador.  

Una de las formas más efectivas para discriminar experimentalmente entre ambas rutas 

es realizar experimentos con una serie de disoluciones amortiguadoras de pH haciendo variar la 

concentración y manteniendo constante la proporción de neutralización. Otro experimento podría 

hacerse manteniendo la concentración del amortiguador constante y variando la fracción de 

neutralización del amortiguador. Si en el primer experimento obtenemos una gráfica de la 

dependencia de la constante de rapidez con la concentración del amortiguador y observamos una 

dependencia lineal (o no lineal en algunos casos) con una pendiente mayor que cero, estaremos 

hablando de una catálisis ácido-base general. En este caso el segundo experimento ayudaría a 

discriminar si la dependencia es con la base, con la forma ácida o con ambas formas del 

amortiguador (Jencks WP. 1969).  

Sin embargo, si en el primer experimento obtenemos una gráfica con pendiente de cero y 

en el segundo una gráfica en donde exista una dependencia de la constante de rapidez con la 

fracción de neutralización (que está directamente relacionada con la concentración de los iones 

hidronio e hidróxido) con pendiente mayor a cero, estaremos en el caso de una reacción 

catalizada por la ruta ácido-base específica (Corona DO. 2011). 

 La relevancia de los grupos fosfato en biología y química y su resistencia a la hidrólisis 

han animado muchos científicos a diseñar 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 desempeña el andamiaje molecular que 
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debe ser un compromiso entre pre organización y flexibilidad, manteniendo las funciones activas 

a la distancia apropiada y en una orientación favorable (Salvio R y col. 2015). 

En los últimos años, distintos grupos de investigadores se han dado a la tarea de llevar a 

cabo ensayos en los cuales reproducen este tipo de mecanismos (ácido-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 más complejas, las cuales contienen estos grupos catalíticos. En la Figura 

2 podemos observar, por mencionar un ejemplo, el uso de calixarenos derivatizados (Salvio R y 

col. 2015). 

  

OROR ROOR

+H2N

H2N
NH

OROR ROOR

+H2N

H2N
NH

+H2N

HN
NH2

+H2N

HN
NH2

1(H+)2 2(H+)2OR =  

Figura 2. Ejemplo de calixarenos con moléculas de guanidinio en su estructura. 

(Salvio R y col. 2015) 

 

 

Guanidinios 

 

Con los años, hemos sido testigos de nuevos logros en la síntesis de moléculas que contienen 

guanidina, dichos avances son de gran importancia en las ciencias químicas, bioquímicas, y áreas 

farmacológicas (Moreno CA y col. 2014; Ekelund S y col. 2001). Las reacciones catalíticas están 

emergiendo como una potencial y eficiente alternativa para la síntesis. La búsqueda de 

catalizadores que sean aplicables a una amplia gama de sustratos con el objetivo final de obtener 

moléculas específicas con aplicaciones o propiedades complementarias es una continua 

tendencia en el área química (Moreno CA y col. 2014) 

Algunos ejemplos de guanidinas como parte de la estructura de moléculas en fármacos 

son la famotidina (Figura 3a), un antagonista de los receptores H2 de la histamina que inhibe la 

producción de ácido en el estómago, la rosuvastatina (Figura 3b), recetado para bajar los niveles 
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de colesterol y triglicéridos y la prevención de ataques al corazón, la metformina (Figura 3c), un 

medicamento antidiabético, el MGBG (Figura 3d), un agente antitumoral en ensayos clínicos con 

una actividad significativa en los pacientes con quimioterapia de refractario de linfoma no Hodgkin 

y linfoma, y el imatinib (Figura 3e), un fármaco inhibidor de cinasas usado para tratar ciertos tipos 

de leucemia y tumores del estroma gastrointestinal (Bravo I y col. 2016).  
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Figura 3. Ejemplos de guanidinas como fragmentos dentro de las moléculas de 

fármacos. 

 

 

Biguanidas 

 

Las biguanidas son moléculas que, a diferencia de las moléculas de guanidina, poseen una parte 

ácida y una parte básica en la misma molécula (Figura 4). Clínicamente, 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 experimentación. A diferencia de otros 

antidiabéticos orales como las sulfonilurea y las meglitinidas, las biguanidas no afectan la 

liberación de insulina. Por lo tanto, no sólo 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 insulínica. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Sulfonilurea
https://es.wikipedia.org/wiki/Meglitinida
https://es.wikipedia.org/wiki/Insulina
https://es.wikipedia.org/wiki/Diabetes_mellitus_tipo_2
https://es.wikipedia.org/wiki/Diabetes_mellitus_tipo_2
https://es.wikipedia.org/wiki/Diabetes_mellitus_tipo_1
https://es.wikipedia.org/wiki/Terapia_insul%C3%ADnica
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Figura 4. Estructura básica de la biguanida. 

 

 

El mecanismo exacto de la acción de las biguanidas como la metformina no se entiende 

por completo desde el punto de vista molecular, pero sí se conocen las vías de señalización 

involucradas. Se sabe que en las hiperinsulinemias, las biguanidas mejoran los niveles de insulina 

en plasma sanguíneo 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 glucogenólisis en el hígado y, como resultado, 

reducen los niveles de glucosa sanguíneos. En los eritrocitos, la metformina incrementa la 

captación de glucosa independientemente de la insulina (Madiraju AK y col. 2014). La acción 

reductora sobre la glucemia no depende de la presencia de células beta pancreáticas funcionales 

sino que aumenta la unión de la insulina en el músculo y el tejido adiposo de modo que la glucosa 

pueda absorberse y reduce la absorción de glucosa desde el intestino; además, también es capaz 

de reducir las concentraciones plasmáticas del glucagón (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 línea para el tratamiento de la diabetes tipo 2. Este fármaco es 

barato, tiene una excelente seguridad para el consumidor y se puede combinar de forma segura 

con otros agentes antidiabéticos sin producir efectos dañinos en la salud. Como resultado, se ha 

convertido en el medicamento más ampliamente prescrito contra la diabetes en todo el mundo 

(Suissa S y Azoulay L. 2014). Los principales mecanismos propuestos para la supresión de la 

producción hepática de glucosa por acción de la metformina siguen siendo objeto de estudio. 

Hace más de una década fue descubierto que posee la capacidad para activar AMPK (proteína 

cinasa activada por AMP) aumentando su fosforilación neta de la subunidad catalítica en la 

Thr172 (Treonina 172) en hepatocitos primarios (Zhou G y col. 2001; Viollet B y col. 2009).  

https://es.wikipedia.org/wiki/Glucemia
https://es.wikipedia.org/wiki/Gluconeog%C3%A9nesis
https://es.wikipedia.org/wiki/Glucogen%C3%B3lisis
https://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADgado
https://es.wikipedia.org/wiki/Eritrocito
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas_beta
https://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%BAsculo
https://es.wikipedia.org/wiki/Tejido_adiposo
https://es.wikipedia.org/wiki/Glucag%C3%B3n
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 Las investigaciones iniciales sobre la acción de metformina encontraron que este 

compuesto es un inhibidor del complejo I mitocondrial en concentraciones milimolares (El-Mir MY 

y col. 2000; Owen MR, Doran E y Halestrap AP. 2000). Por otra parte, AMPK es una proteína 

filogenéticamente conservada de serina/treonina, visto como un indicador del balance energético 

de la célula, desempeña un papel crucial en la protección celular, ya que funciona bajo 

condiciones de bajo valor energético. AMPK es una proteína que consiste de una subunidad 

catalítica α y dos subunidades reguladoras no catalíticas, β y ɣ. Cada subunidad tiene al menos 

dos isoformas, que se activan por un aumento en la relación de AMP/ATP intracelular que resulta 

de un desequilibrio entre la producción de ATP y el consumo. La activación de AMPK resulta en 

la fosforilación de CBP [proteína de unión src (citosina cinasa citoplasmática) en la Ser436 (serina 

436)], que a su vez conduce al desensamble del complejo activador de CREB (elemento de unión 

de respuesta a AMPc, CREB por sus siglas en inglés) y la posterior inhibición de la expresión. En 

contraste con estos resultados, se ha sugerido que la metformina suprime la gluconeogénesis 

independientemente de AMPK, estos datos indican que la inhibición del complejo de la cadena 

respiratoria mitocondrial I puede ser uno, pero no el único efecto de la metformina (Madiraju AK 

y col. 2014). 

 Al ser activada la AMPK, las células cambian de un estado anabólico a un estado 

catabólico, disminuyendo el ATP que consumen vías de síntesis, hasta la restauración en el 

balance de energía. Esta regulación implica la fosforilación por la AMPK de enzimas metabólicas 

clave y factores de transcripción, como resultado, la glucosa, lípidos y proteínas, así como de 

células de crecimiento, son inhibidas, mientras que la oxidación de ácidos grasos y la captación 

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

 

 

Metabolismo de la Metformina 

 

Después de la administración oral, la metformina se absorbe en el enterocito a través de la 

proteína transportadora plasmática de monoamina (PMAT) y el transportador de cationes 

orgánicos 3 (OCT3) en la membrana plasmática y sale de los enterocitos a través del 

transportador de cationes orgánicos 1 (OCT1) en la membrana basolateral (Figura 5). Después 

de la captación hepática a través OCT1, la mitocondria es el objetivo principal de la metformina, 

con el objetivo de inhibir la función de AMPK en la cadena respiratoria I. La metformina es 

administrada directamente al hígado a través de la vena porta. Las concentraciones plasmáticas 

en la vena porta son entre 40 y 70 mM en animales después de una dosis terapéutica. La 
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absorción de la metformina en el hígado es a través del transportador de cationes orgánicos 

(OCT1/3) en la membrana de los hepatocitos, mientras que la metformina se excreta del 

hepatocito por el transportador 1 (Mate1) (He L y col. 2009). 

 

 

 

Figura 5. Farmacocinética de la metformina. 

Fuente: Adaptado de He L y col. 2009. 

 

 

El efecto principal de este fármaco de la familia de biguanida es disminuir de forma aguda la 

producción de glucosa hepática, principalmente a través una inhibición leve y transitoria de la 

cadena respiratoria mitocondrial (complejo I) Figura 6. Más allá de su efecto sobre el mecanismo 

de la glucosa, se ha informado que la metformina es capaz de restaurar la función ovárica en 

PCOS (el síndrome poliquístico de ovario), reducir el hígado 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 M y col. 2014 

 

 

Metformina y el Cáncer  

 

 Por más de un siglo la metformina ha sido utilizada como un fármaco para el tratamiento de la 

DM2. En la actualidad hay estudios que lo consideran como un agente potencial contra el cáncer. 

Los estudios epidemiológicos han asociado sistemáticamente el uso de metformina con una 

disminución de la incidencia de cáncer y la mortalidad relacionada con el cáncer. Estudio 

recientes prospectivos de casos y controles realizados en grandes poblaciones han confirmado 

que la DM2 se asocia con un aumento significativo del riesgo de cáncer, principalmente afectan 

a la mama, colón, próstata, riñón y páncreas. Numerosos estudios clínicos han demostrado los 

efectos anticancerígenos de la metformina, dando lugar a una explosión de interés en la 

evaluación de este agente en el cáncer humano. Los efectos de la metformina sobre los niveles 

circulantes de insulina indican una eficacia potencial hacia cánceres asociada con 

hiperinsulinemia (Dowling RJO y col. 2012). 

 La metformina es un fármaco 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 más 

grave es la acidosis láctica, la que se presenta en casos muy aislados (Bodmer M y col. 2008). 

La NAFLD (enfermedad del hígado graso no alcohólica) primaria se relaciona con resistencia a 

la insulina y por lo tanto con frecuencia se produce como parte de los cambios metabólicos que 

acompañan a la obesidad, la diabetes y la hiperlipidemia. Sin embargo, es importante excluir 

causas secundarias de la esteatosis hepática (Adams LA y 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 acumulación de grasa hepática está estrechamente relacionada con la resistencia a 

la insulina, lo cual aumenta la lipólisis del tejido adiposo periférico con el consiguiente aumento 

del flujo de la grasa en el hígado en forma de ácidos grasos libres. Además, la resistencia a la 

insulina promueve de nuevo la síntesis de triglicéridos en el hígado e inhibe la oxidación del ácido 

graso promoviendo así la acumulación 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 hígado graso no alcohólico en la 

diabetes tipo 2 también pueden estar relacionado con el aumento de enfermedad cardiovascular 

(ECV), la identificación de las personas con hígado graso no alcohólico que también ponen de 

relieve un subgrupo de los pacientes diabéticos que debe ser dirigida con una terapia más 

intensiva para disminuir el riesgo de futuros eventos cardiovasculares (Targher G y col. 2005; 

Targher G y col. 2006).  

 Estudios realizados recientemente en países industrializados como Italia han 

demostrado una creciente incidencia entre la obesidad y el aumento de la prevalencia de la 

enfermedad del hígado graso no alcohólica, además se puede observar un descenso de la tasa 

de enfermedades hepáticas como el virus de hepatitis C (VHC) y el virus de hepatitis B (VHB) 

mientras la tasa de enfermedad del hígado graso no alcohólica 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 

estándar contra el cáncer. Debido a esto, las evaluaciones clínicas de la metformina como un 

agente anticancerígeno paso directamente a la Fase II y las pruebas de la Fase III. Lo que refleja 

la rápida acumulación de evidencia preclínica, clínica y epidemiológica que puede tener efectos 

benéficos contra el cáncer, a pesar del hecho de que los mecanismos precisos de la acción 

potencial anticancerígena siguen sin resolverse Figura 7 (Goodwin y col. 2011). 

 La acción antineoplásica de la metformina parece ser ejercida por varias vías. La 

metformina inhibe el crecimiento de células cancerosas mediante la inversión de la hiperglucemia, 

resistencia a la insulina e hiperinsulinemia. Lo que resulta en niveles reducidos de glucosa, 

insulina e IGF (Factor de crecimiento insulínico) y la activación de vías de señalización 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 

que lleva a la inhibición de mTOR (diana de rapamicina en células de mamífero) de señalización, 

el ciclo celular por una disminución en el nivel de la ciclina D1, síntesis de ácidos grasos, la 
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angiogénesis y la inflamación, EGF (factor de crecimiento epidérmico); PI3K (fosfatidilinositol-3-

cinasa) (Viollet B y Foretz M. 2012). 

 

 

 

Figura 7. El control de la proliferación celular y el crecimiento del tumor por la metformina. 

Fuente: Adaptado de Viollet B y 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 próstata en ratones e inhibir 

el crecimiento y la proliferación de cáncer de mama, próstata, cervical y de ovario. Sin embargo, 

el mecanismo antitumoral de la metformina sigue siendo poco claro. AKT es una proteína cinasa 

de serina/treonina, tiene una función vital en múltiples procesos celulares, incluyendo la 

regulación del crecimiento celular, la proliferación y la apoptosis. PI3K es la molécula de 

secuencia la más 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 vía de señalización de PI3K/AKT se ha encontrado que desempeña un papel 
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importante en la supervivencia, la proliferación y la apoptosis de las células tumorales Figura 8 

(Giovannucci E y col. 2010). 

 

 

Figura 8. Metformina y el cáncer. 

Fuente: Adaptado de Dowling RJO y col. 2012 
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MATERIALES Y METODOS 

 

 

Reactivos  

 

Para la realización de los experimentos se utilizaron los siguientes compuestos: hidróxido de 

tetrametilamonio (M = 181.23 gmol-1, pureza del 97%), cloruro de tetrametilamonio (M = 109.60 

gmol-1, pureza del 99%), cloruro de metforminio (M =165.62 gmol-1, pureza del 97%), cloruro de 

moroxidinio (M = 207.66 gmol-1, pureza 99%), 1-(o-tolil) biguanida (M = 191.23 gmol-1, pureza 

98%), ácido clorhídrico (M = 36.46 gmol-1, densidad = 1.2 g/mL, pureza del 37%) e hidrógeno 

ftalato de potasio [biftalato de potasio] (M = 204.22 gmol-1, 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 hidróxido de tetrametilamonio en las proporciones 

estequiométricas adecuadas. 

 

Sustrato 

 

Para la realización de los estudios cinéticos se empleó 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 

reacción del 4-nitrofenilfosfato y el óxido de propileno y fue proporcionado por el director del 

proyecto. Este compuesto es un modelo del ARN ampliamente utilizado. Su reacción de ruptura 

es irreversible y da como producto el 4-nitrofenolato en valores de pH alcalinos (Figura 9). Este 

último es fácilmente detectable por espectrofotometría del ultravioleta visible, debido a que tiene 

una banda característica en la región del visible a 400 nm en agua. 

O

P
O

O

O-

OH

O2N

O-

NO2

-O

P
O

O

OHB+ /B +

 

Figura 9. Reacción de transesterificación del HpNPP. 
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Disolventes 

 

Para la realización de todos los experimentos se utilizó agua desionizada obtenida del equipo 

Barnstead Nanopure, donde el agua obtenida tenía una resistencia de 18.2 M que equivale a 

0.055 microsiemens. El Dimetilsulfóxido (DMSO) que se utilizó fue adquirido de Aldrich con una 

pureza del 99.5% y fue utilizado sin ningún 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 espectrofotómetro modelo Cary 60 de 

doble haz de luz (con lámpara de Xenón), equipado con multicelda y un recirculador de agua 

PCB1500, ambos equipos de marca Agilent Technologies. Las titulaciones se hicieron con un 

potenciómetro 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 baño de recirculación de agua marca Julabo modelo FP45-HL. 

 

Programas 

 

El análisis de los datos obtenidos de los experimentos cinéticos y de las titulaciones 

potenciométricas, se hizo con el programa OriginPro™ versión 9.0 de 64 bits. Los valores de pKa 

fueron calculados utilizando el programa Hyperquad 2008 versión 2.1 NT.  

 

Metodología: Estudios Cinéticos 

 

Las reacciones con el HpNPP (Figura 10) se siguieron espectrofotométricamente con la medición 

de la aparición del anión 4-nitrofenolato. Durante la síntesis del sustrato se forma un isómero de 

la molécula del HpNPP, el cual también es considerado en la reacción. La hidrólisis del isómero 

es mucho más rápida debido a que el grupo hidroxilo presenta menor impedimento estérico, lo 

cual permite que la desprotonación ocurra de más rápido y con esto comienza la reacción de 

transesterificación. El isómero 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. Reacción general observada de hidrólisis de HpNPP. 

 

La solución del sustrato se preparó en agua, haciéndola pasar por una columna con resina 

Amberlite IR-120H de intercambio iónico para eliminar el catión Ba2+ (para purificar el sustrato, el 

mismo es transformado en la sal de bario, de ahí 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 proporción 

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 disolución madre del sustrato HpNPP se hizo sólo en agua y fue de una concentración 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 adición de una alícuota de la disolución del HpNPP. 

En estos experimentos se monitoreo la formación del producto de la transesterificación 

intramolecular del HpNPP, el 4-nitrofenolato. Para ello se obtuvo el valor de absortividad molar 

en las condiciones del experimento ( = 23,700 Lmol-1cm-1 para la mezcla con 50% de DMSO 

hasta  = 29,000 Lmol-1 cm-1 en la mezcla de 80% de DMSO) en la longitud de máxima absorción 

(en la mezcla al 80% de DMSO agua fue de 420 nm). En los experimentos cinéticos se tuvieron 



31 
 

condiciones de pseudoprimer orden, es decir, el sustrato se mantuvo a una concentración mucho 

menor que la de las bases usadas (20 M), para realizar el análisis como cinéticas de primer 

orden.  

En todas las cinéticas con metformina, moroxidina y 1-(o-tolil) biguanida, la 

transesterificación fue completa, por ello las constantes de rapidez observadas se obtuvieron 

mediante el ajuste no lineal de la siguiente ecuación. 

0

tk

iso,

tk

1, A)e(1  )e(1ΔAA 1 







isoA

    Ec. 2 

La ecuación corresponde a la formación de dos productos de forma paralela mediante una 

cinética de primer orden. A es la absorbancia en cualquier momento, A∞ es la diferencia entre 

la absorbancia inicial y la infinita, A0 es la absorbancia al inicio, kobs es la constante de rapidez 

observada y t es el tiempo. En la Figura 11 se muestra un ejemplo de un ajuste con la ecuación 

mencionada anteriormente. 

 

0 10000 20000 30000 40000 50000

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

A

t,s

 

Figura 11. Ajuste de la ecuación para formación del 4-nitrofenolato. 
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Perfil de Concentración 

 

Para conocer el efecto que tiene la concentración del amortiguador (catalizador) sobre la reacción 

de ruptura del sustrato, se elaboraron perfiles donde se hizo variar la concentración del 

amortiguador desde 0.02 a 0.1 M, a una fracción de neutralización del amortiguador constante 

del 50% en todas las mezclas realizadas de DMSO-agua. Con este perfil se buscó conocer si 

existe la catálisis o no. En caso de existir, con este perfil se puede conocer el orden respecto al 

catalizador.  

Las opciones posibles más 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 catálisis. 

Esto se presenta porque no hay dependencia con la concentración del mismo y se ve reflejado 

en la pendiente de valor cero (y = k0). En la curva b se observa un comportamiento lineal, es 

decir, una dependencia de orden uno con relación al catalizador (y = kcat[Cat]T + k0). Esto podría 

deberse a la participación de alguna de las especies del amortiguador (catalizador). Finalmente, 

en la curva c vemos un comportamiento cuadrático, característico de una reacción de segundo 

orden (y = kcat[Cat]2T + kcat[Cat]T + k0). Este tipo de perfiles puede deberse a una contribución de 

segundo orden de la base, del ácido o bien de ambos al mismo tiempo. 
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Figura 12. Perfiles posibles de la variación de las constantes de rapidez en función de la 

concentración 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 varía la concentración del catalizador en cada una de las 

celdas, manteniendo constante el perfil de neutralización, la proporción del disolvente y la 

concentración del sustrato (en condiciones de pseudoprimer orden).  

 

 

Perfil de Neutralización 

 

Para conocer las especies del amortiguador que participan en el mecanismo de la reacción de 

transesterificación del HpNPP, se elaboraron perfiles de neutralización en cada mezcla de 

DMSO–agua a estudiar. En este tipo de perfiles se mantuvo la concentración total del 

amortiguador constante en un valor de 0.1 M y se hizo variar la fracción del amortiguador desde 

0.1 a 0.9 (es decir, del 10 al 90% de neutralización). 

Con la elaboración de estos tipos de perfiles se buscó conocer que fracción del 

amortiguador era la que beneficiaba a la catálisis. En el caso en el que ambas fracciones del 

amortiguador sean las que llevan a cabo la catálisis, se obtiene un perfil característico de una 

curva en forma de campana.  

 

 

Cálculo de la Constante de Catálisis Básica Específica 

 

Para confirmar o descartar la contribución de la catálisis básica en la transesterificación del 

HpNPP, se elaboraron perfiles de dependencia de la constante catalítica respecto a la 

concentración de hidróxido. Para este perfil, se utilizó hidróxido de tetrametilamonio como base y 

la concentración 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 contribución se debe obtener la constante de la 

catálisis básica en cada mezcla de DMSO-agua. Para la obtención de este valor, se determina la 

pendiente de las curvas obtenidas en cada mezcla desde un 10 hasta un 80% de DMSO, (kobs = 

k0 + kOH[OH]). 
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Figura 13. Perfil de concentración de iones OH- al 60% DMSO-agua, en la reacción de 

transesterificación del HpNPP a 37°C. 

 

 

Metodología: 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 N2 y se mantuvieron en atmósfera de nitrógeno durante todo el 

experimento para evitar la presencia de CO2 en disolución ya que la presencia de carbonatos 

dificulta el alcance del equilibrio en el electrodo después de cada adición de titulante. El 

potenciómetro se calibró usando amortiguadores de referencia a 25°C, pH 4.00, 7.00, 9.00. 

Para conocer el pKa se utilizó como soporte cloruro de tetrametilamonio para ajustar la 

fuerza iónica a una concentración 0.1 M. Se utilizó cloruro de metforminio, cloruro de moroxidinio 

y 1-(o-tolil) biguanida con concentración de 0.01 M para ser valorado. Como titulante se usó 

hidróxido de tetrametilamonio cuya concentración fue de 0.1 M en cada mezcla de DMSO-agua. 

El titulante también estaba en disoluciones que contenían 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 determinó el pKw de cada mezcla de DMSO-agua realizada 

a 37°C con la valoración de 25 mL de una solución con una fuerza iónica de 0.1 M de cloruro de 

tetrametilamonio y ácido clorhídrico como valorante con concentración de 0.01 M (previamente 
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valorado) y con hidróxido de tetrametilamonio para ser valorado. Se tomaron al menos 15 puntos 

antes y después del punto de equivalencia para poder realizar los ajustes. 

La obtención de la constante de disociación del agua Kw en la mezcla DMSO-agua, usada 

para calibrar el electrodo, se determinó con un ajuste no lineal mediante la ecuación de la gráfica 

de volumen de base añadido contra el pH (Johansson A y Johansson S. 1978); para la obtención 

de la constante Kw se utilizó la ecuación que se muestra a continuación:  

V = pKw)(pHpH

B

pHpKw)(pH

A0

1010C

)1010(CV








f

f
               Ec.  3 

Donde V es el volumen añadido, CB es la concentración de la base añadida, V0 es el volumen 

inicial del ácido, CA es la concentración del ácido, pH es el valor de pH medido, pKw es el menos 

logaritmo del producto iónico del agua en este medio (Kw) y f es un factor de corrección que es 

una función de los coeficientes de actividad y la diferencia en el potencial de la interface del 

electrodo (potencial de unión). De la ecuación anterior al despejar el volumen añadido (V) y al 

agrupar términos se obtiene la siguiente ecuación que es la que se utiliza para la titulación de un 

ácido fuerte con base fuerte: 

V + 
B

0

C

VV 
f [H+]’ – 

B

w0

C]'[H

V)K'(V



 – Ve = 0      Ec. 4 

 Además de despejar el volumen añadido y reacomodar los términos, se hizo la sustitución de 

[H+]’ (que es la concentración de H+ aparente, es decir, la calculada empleando el valor de pH 

medido directamente y no corregido) por 10-pH, K´w  (que es el producto iónico del agua aparente 

sin considerar los coeficientes de actividad) por 10-pK’w y finalmente Ve, el volumen de 

equivalencia, que al ser multiplicado por CB es equivalente al producto de V0 y CA (VeCB = V0CA). 

En las titulaciones hechas, la concentración de la base añadida, el volumen inicial, los 

volúmenes adicionados, la concentración exacta del ácido fuerte a titular y los valores de pH para 

cada adición eran conocidos, por lo que fue posible calcular el valor de pKw y de f.  Una vez 

obtenidos los valores de f, se corrigieron los valores de pH observados restándoles el logaritmo 

de f.   

(pHcorr = pHobs–logf)               Ec. 5 

 

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

próximo capítulo (Resultados y discusión, en la sección del pKw). En la Figura 14 se muestra un 

ejemplo de las gráficas obtenidas y del ajuste por la ecuación despejada. 
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Figura 14. Gráfica de volumen de base añadida contra el pH.  
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RESULTADOS Y DISCUSION 

 

Un resumen de las etapas en las que se dividió el trabajo presentado en esta tesis es el siguiente. 

Primero se hizo un estudio del efecto de la concentración total de metformina en las mezclas 

DMSO-agua (desde 50% hasta 80% de DMSO). Una vez localizada la zona en donde hubo mejor 

catálisis (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 catálisis por metformina, moroxidina y TBGu; además, brindaron información para 

conocer el orden de la reacción 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. Estás concentraciones se 

eligieron en función de la actividad catalítica y para evitar posibles efectos de codisolvente 

(Corona DO. 2010; Kirby AJ y col. 1998; Kirby AJ y col. 2012). Es importante señalar que este 

tipo de experimentos debe realizarse de manera obligada para poder decidir si existe o no la 

catálisis por la especie estudiada (Jencks WP. 1969) 

 Otro estudio realizado durante este trabajo fue el efecto del grado de neutralización del 

catalizador en las diferentes mezclas de DMSO-agua donde hubo catálisis. Esto para conocer las 

especies involucradas en el mecanismo de acción de la ruptura del HpNPP y con ello determinar 

la ley de rapidez y el posible mecanismo de reacción (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 básica específica (kOH) en cada mezcla de disolvente, con el fin 

de descartar o considerar la aportación de catálisis por iones hidróxido en la ruptura del HpNPP 

en conjunto con los catalizadores. 

 Además, se determinaron los valores de pKa de metforminio, moroxidinio y TBGu en todas 

las mezclas DMSO-agua estudiados. También se determinó el valor de autoionización del agua 

(pKw) en las diferentes mezclas de DMSO-agua usadas, las cuales son necesarias para conocer 

la concentración de iones hidróxido en los diferentes amortiguadores utilizados en los 

experimentos. 

 

 



38 
 

Determinación 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 autoionización 

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 continúo 

de N2. Todos los experimentos se hicieron ajustando la fuerza iónica a un valor de 100 mM. Los 

valores de pKw obtenidos para cada mezcla de disolvente se muestran en la tabla 1, mientras 

que 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 logarítmicas, siendo más 

pronunciado el incremento de 70 a 80%. 

 

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

Porcentaje de DMSO 50% 60% 70% 80% 

pKw 15.3 16.2 17.3 18.8 
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Figura 15. Relación de los valores de pKw determinados en las mezclas DMSO-agua. 

Para hacer un mejor análisis, con los datos de la tabla 1, se hizo una gráfica de la variación 

del pKw con relación a la fracción 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 

fracción 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 dimetilsulfóxido es menos polar 

que el agua y además 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 gráfica fue analizada mediante un ajuste lineal, la ecuación de la recta obtenida fue: 

pKw = 11.42 XDMSO + 13.05, con un valor de r2 de 0.999. Con el resultado obtenido de la pendiente, 

el valor de 11.42 nos deja más claro que para cada aumento de 0.1 unidades de la fracción molar 

de DMSO, el aumento del pKw será de 1.142 unidades. Dicho esto, cabe mencionar que entre 

mayor sea el contenido de DMSO en el medio, menor será la cantidad de los iones hidrógeno e 

hidróxido generados por el medio. Tomando en cuenta lo anterior, entre más contenido de DMSO 

mayor será la posibilidad de ver una catálisis por las bases usadas debido a que la concentración 

de los iones hidróxido será cada vez menor y su contribución podría llegar a estar muy disminuida. 
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Figura 16. Relación de los valores de pKw determinados en las mezclas de DMSO-agua en 

función de su fracción molar. 

Para poder hacer una correlación entre la actividad catalítica y la fuerza de las bases utilizadas 

en este trabajo, se determinaron los valores de pKa de los ácidos conjugados (de metformina, 

moroxidina y TBGu) en las condiciones de trabajo. Además, con este parámetro se pueden 

conocer las concentraciones de todas las especies ácido-base presentes en los sistemas de 

reacción. Es importante mencionar que los valores de pKa en las condiciones de trabajo para los 

ácidos conjugados de los catalizadores no habían sido determinados con anterioridad. Los 

valores de pKa se determinaron mediante titulaciones potenciométricas. Una vez preparadas las 

soluciones se agregaron pequeñas alícuotas de soluciones (mezclas DMSO-agua elaboradas en 
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las mismas condiciones) con hidróxido de tetrametilamonio, con una fuerza iónica (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 ecuación 

5 para su posterior análisis en el programa Hyperquad y con esto se determinó el valor de pKa. 

En la Figura 17 se muestra la curva de titulación 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. 
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Figura 17. Curva de valoración 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 pequeño, por lo que podría 

considerarse que no hay cambio. Sin embargo, al cambiar de 70 a 80% el cambio es de 0.3 

unidades logarítmicas. En la Figura 18, se hizo una gráfica de la variación de los valores de pKa 

en función de la fracción molar del DMSO. En ella se puede observar que, aunque hay un 

aumento de casi 0.3 unidades en fracción molar, el cambio en los valores de pKa es 
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prácticamente 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 conclusión es razonable 

ya que el cloruro de metforminio al disociarse genera metformina (especie neutra) y iones 

hidrógeno, lo que no genera un cambio significativo en las energías Gibbs de trasferencia de fase. 

Cualquier variación es debida a una pequeña estabilización particular en la estructura química de 

la forma catiónica en el disolvente (Cox BG. 2013). 
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Figura 18. Valores de pKa de metforminio en función de la fracción 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 órdenes 

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 

estabilización en las energías 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 ácidos 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 

que se obtuvieron en las mezclas de DMSO-agua comparados con los valores informados en 

agua a 25°C, podemos observar cambios pequeños en los valores. En el caso de TBGu al tener 

una estructura principalmente hidrofóbica, no presenta cambios considerables al aumentar el 

contenido de DMSO en las mezclas, lo que indica que no hay una estabilización mayor con 

relación 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 varían mucho, además de tener las mismas tendencias de poco 

cambio con relación a los valores informados en agua.   
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Figura 19. Valores de pKa de la TBGu en función de la fracción molar de DMSO 
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Efecto de la Hidrólisis Básica Específica 

 

Debido a que en toda catálisis ácido-base es posible la contribución de los iones hidróxido 

(catálisis básica especifica) en las distintas mezclas de disolvente, se determinaron los valores 

de las constantes de rapidez debido a la catálisis por iones hidróxido. El intervalo de 

concentración estudiado fue de 0.005 a 0.1 M de iones hidróxido, con un valor de fuerza iónica 

constante de 0.1 M en cada experimento (Corona DO 2008).  

Las constantes de rapidez obtenidas se muestran en la tabla 4 para la variación de la 

concentración 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 kOH (constante 

para la catálisis básica específica, kobs = kOH[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 cuadráticos. 

Para esto se hizo un análisis con una constante aparente de segundo orden (kobs/[OH–]), con el 

fin de conocer el valor de kOH. Este comportamiento ya había sido informado por (Corona DO 

2008) y se atribuye al incremento del disolvente que repercute en una mayor sensibilidad en la 

fuerza iónica del medio. Los valores obtenidos para las constantes de la catálisis básica en cada 

medio se presentan en la tabla 5.  
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Figura 20. Dependencia de las constantes de rapidez con la concentración de hidróxido de 

tetrametilamonio 10-60% en las mezclas DMSO-agua. 
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Tabla 4. Relación de los valores obtenidos para las constantes de rapidez de la reacción entre 

HpNPP con iones de hidróxido a 37°C en las diferentes mezclas DMSO-agua con una fuerza 

iónica controlada de 0.1 M. 

kobs×104 s-1* 

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

0.005 

0.008 

0.01 

0.012 

0.014 

0.016 

0.018 

0.02 

5.106 6.99 6.38 7.85 11.9 13.8   

7.85 9.370 10.2 12.6 18.8 21.7   

10.7 12 13.1 16.4 24.1 30.8 52.9 104 

12.1 13.7 15.2 19.1 31.1 34.6   

14.7 16.7 17.1 22.9 30.8 42.4   

17.6 19.5 20.2 25.5 39.2 46.7   

19.2 22.1 23.3 29.4 35.8 54.6   

20.9 23.3 26 31.9 43.6 58.8 91.2 221.1 

0.03       151.8 284.7 

0.04       211.1 512.2 

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 hidrólisis básica específica a 37°C en las mezclas 

DMSO-agua. 

Porcentaje de DMSO 10 20 30 40 50 60 70 80 

kOH, M-1 S-1 0.09 0.1 0.12 0.13 0.15 0.25 0.4 0.6 

 

Así mismo, en la Figura 22 podemos encontrar la gráfica 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 catálisis básica específica. Este aumento es 

de esperarse ya que conforme aumenta el contenido de DMSO en la mezcla, las interacciones 

por enlaces de hidrógeno entre el agua y los iones hidróxido se ven disminuidas. Además, la 

interacción entre el dimetilsulfóxido y los iones hidróxido son de menor magnitud, permitiendo que 

la base pueda llevar a cabo la reacción de manera más eficiente que sólo en agua.  

Con los resultados obtenidos en los diferentes porcentajes de DMSO para la catálisis 

básica específica, se hizo una gráfica del valor logarítmico de la constate en función del pKw del 

medio. El pKw nos da una medida de la cantidad de iones hidróxido presentes en el medio (Kw = 

[H+] [OH–], pKw = pH + pOH). Este tipo de relaciones se conoce como relaciones de Brønsted 

(Jenks WP 1969, Brønsted JN 1928).  

En este caso, existe una correlación lineal en los valores obtenidos con la siguiente 

ecuación de la recta: logkOH = 0.18 pKw – 3.54. Este valor de pendiente menor a 0.5 indica que 

el estado de transición en el caso de la catálisis básica específica es temprano, lo que significa 

que se parece más a los reactivos que a los productos. En el caso de la catálisis básica general 

los valores de las pendientes de este tipo de gráfico son mayores de 0.5 (Sánchez-Lombardo I, 

Yatsimirsky AK. 2008, Corona DO. 2008) esto es un indicativo de un posible cambio en el 

mecanismo de reacción en relación con la catálisis básica general, como se ha informado por 

evidencias con efectos isotópicos de disolvente (Corona DO y col. 2012). El posible mecanismo 

mediante el cual ocurre la reacción de ruptura del HpNPP con el ion hidróxido, posiblemente 

involucre primero una desprotonación y después el ataque del grupo alcóxido formado, como se 

muestra en la Figura 23. 



46 
 

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

 

 

 70%

 80%

k
O

H

,  s
-1

[OH-], M
 

Figura 21. Dependencia de las constantes de rapidez con la concentración de hidróxido de 

tetrametilamonio 70 y 80% en las mezclas DMSO-agua. 
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Figura 22. Variación de las constantes de rapidez básica específica contra el porcentaje de 

DMSO. 
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Figura 23. Variación del log kOH en función del pKw del medio, comúnmente llamada correlación 

de Brønsted. 

 

Efecto de la Concentración 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 ácido-base en la reacción de 

transesterificación del HpNPP. El experimento se realizó mediante la variación de la 

concentración del amortiguador en cada mezcla de DMSO-agua con una proporción de 

neutralización fija del 50%. En este porcentaje se tiene la presencia en cantidades equimolares 

de las dos especies del amortiguador (HMetf+/Metf) y, además, justo en esa proporción el valor 

de pH del amortiguador es igual al pKa. Lo anterior lo podemos confirmar con la ecuación de 

Henderson-Hasselbach: pH = pKa + log ([Gu]/[HGu]); si [Gu] = [HGu+], entonces tenemos que:  

log ([Gu]/[HGu+]) = 0 y pH = pKa. Este experimento es de suma importancia ya que al mantenerse 

fijo el valor de pH (porcentaje de neutralización fijo), se puede descartar la posible contribución 

de los iones hidróxido (Jencks WP 1969). 

 En todos los experimentos se utilizaron condiciones de pseudoprimer orden en relación 

con el sustrato ([HpNPP] = 20 µM) (Jencks WP 1969). El amortiguador se generó a partir de las 

concentraciones adecuadas entre la forma protonada del catalizador (cloruro de metforminio, 

cloruro de moroxidinio, TBGu según el experimento) y el hidróxido de tetrametilamonio. La 
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concentración total del amortiguador se hizo variar desde 0.02 hasta 0.1 M y en todos los casos 

se mantuvo constante la fuerza iónica 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 ecuación mencionada en la sección de materiales y métodos. 

 Al probar metformina bajo las condiciones mencionadas, encontramos que sí existe un 

efecto catalítico 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 catálisis por los iones hidróxido. En la tabla 6 se encuentran los valores de las constantes 

de rapidez obtenidas. En las Figuras 24 y 25 se encuentran las gráficas de los perfiles obtenidos 

para las mezclas de DMSO de 50 y 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 catálisis es de primer 

orden respecto a la metformina. Lo anterior nos indica que el mecanismo de la reacción catalizada 

se lleva a cabo con una especie de metformina, ya que la ley de rapidez es del tipo kobs = 

kMetf[Metf]T + k0. 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 función de la concentración del 

amortiguador (metformina) de acuerdo al porcentaje de DMSO. 

[Metf]T, 

mol/L 

kobs×105 s-1 

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 

cuadrático, el cual podría deberse a una participación de dos especies del amortiguador en el 

mecanismo. También puede deberse a un efecto diferente, por lo que los perfiles de 

neutralización son muy importantes. Por ende, en la siguiente sección de los perfiles de 

neutralización se hará un análisis más 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). Está 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 explicación del mecanismo de acción. 
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Figura 24. Perfiles de concentración en la catálisis del HpNPP con metformina a 37°C en las 

mezclas DMSO-agua, 50 a un 60%. 
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Figura 25. Perfiles de concentración en la catálisis del HpNPP 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 hidróxido (ver 

resultados obtenidos en las determinaciones de pKw del medio), se decidió hacer la comparación 

sólo en este porcentaje de la mezcla de disolvente. Lo anterior permitirá una menor competencia 

por la catálisis básica específica, lo que hará posible, en caso de existir, observar una catálisis 

por la moroxidina. Los experimentos del perfil de concentración 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 concentración y en la Figura 26 se muestra la gráfica de los 

mismos. 

 

Tabla 7. Valores obtenidos para las constantes de rapidez en función de la concentración del 

amortiguador (moroxidina) en 80% DMSO. 

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

kobs×106 s-1 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 concentración en la catálisis del HpNPP 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 cuadrático que en los experimentos de perfiles de neutralización se podrá confirmar 

o descartar. De nueva cuenta el perfil tiene un intercepto diferente de cero. Esto significa que el 

incremento en el efecto catalítico con relación a la constante debido al medio (al pH que se 

mantuvo constante la reacción) es pequeño pero significativo. Este resultado es muy importante 

porque se demuestra que este fármaco puede hidrolizar un sustrato modelo del ARN, lo cual 

puede significar que la forma de actuar del fármaco posiblemente sea mediante la hidrólisis del 

ARN del virus, impidiendo que este se replique. Es evidente que harían falta más experimentos 

con cadenas de ARN o al menos con dinucleótidos, 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 utilizó 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 podría permitir hacer inferencias 

con la relación actividad-estructura. Los valores de las constantes de rapidez obtenidas para la 

ruptura del HpNPP en el experimento del perfil de concentración con TBGu se muestran en la 

tabla 8. Al realizar una gráfica de estos datos (ver Figura 27) se puede observar que, aunque sí 
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hay catálisis, no existe una posible contribución cuadrática. Esto puede deberse en gran medida 

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

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

efecto catalítico existe, pero es pequeño. Un aspecto a resaltar con TBGu es que las reacciones 

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

además del impedimento estérico que presenta la molécula. Esto último es de particular 

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

la tetrametilguanidina (Corona DO 2008). 

 

Tabla 8. Valores obtenidos para las constantes de rapidez en función de la concentración del 

amortiguador (TBGu) en 80% DMSO. 

[TBGu]T, 80% DMSO 

mol/L 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 

kobs×107 s-1 6.5 11.1 15.6 30.1 33.8 

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

mezcla DMSO al 80%. 
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Efecto del Grado de Neutralización 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 

buscó el efecto que tiene la basicidad de las biguanidas y la estructura en su actividad. En los 

trabajos resultó importante la participación de ambas especies en la mejora de la actividad 

catalítica. Esto es importante mencionar, ya que la inspiración del trabajo de las biguanidas es la 

fusión de dos guanidinas en la estructura, lo que podría potenciar la actividad catalítica o permitir 

inferir una posible explicación a los mecanismos de acción de los fármacos derivados de estas 

estructuras. 

Después de obtener los resultados en el efecto de concentración del amortiguador, se 

realizaron perfiles de variación de la neutralización del amortiguador de un 10 hasta un 90% en 

cada una de las mezclas DMSO-agua utilizadas para la reacción de ruptura del HpNPP con los 

diferentes catalizadores utilizados. En todos los experimentos se mantiene constante la 

concentración total del amortiguador en 0.1 M. Los experimentos de perfil de neutralización del 

amortiguador ayudan a conocer qué especie del amortiguador tiene mayor participación en la 

catálisis. 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 gráficas del perfil de neutralización para la metformina. 

En las gráficas, 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 hidróxido (catálisis básica especifica), metformina libre (catálisis 

básica general), ion metforminio (catálisis acida general) y el disolvente también puede estar 

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

metformina en la transesterificación del HpNPP a 37°C en función del porcentaje de DMSO. 

[Metf]L, kobs×105 s-1 

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 variación de la constante de la rapidez con el grado de desprotonación de la 

metformina en: (a) 50 y 60% y (b) 70 y 80%. 

 

 En el caso de moroxidina, para el perfil de neutralización que nos permite aclarar qué 

especies están involucradas en la catálisis, los valores obtenidos para las constates de rapidez 

se encuentran en la tabla 10 y la gráfica de los mismos se muestra en la figura 29. Como se 

mencionó en el efecto del catalizador, los resultados corresponden únicamente a la mezcla de 

80% que dio mejores resultados con metformina. Al realizar, la gráfica con estos valores se 

encontró un comportamiento similar al de 70 y 80% de DMSO con metformina, es decir un perfil 



55 
 

cuadrático 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 

catalítico debido a la forma básica de la biguanida de manera principal con otras contribuciones 

que serán analizadas más adelante con los resultados de los demás catalizadores utilizados (vide 

infra). 

 

Tabla 10. Dependencia de la constante de la rapidez con el grado de desprotonación de la 

moroxidina en la transesterificación del HpNPP a 37°C en 80% DMSO. 

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

kobs×105, s-1 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 gráfica de los 

mismos se muestra en la Figura 30. A diferencia de las otras dos bases, el comportamiento en el 

perfil de neutralización es lineal, sin ninguna curvatura aparente. Esto tiene mucho sentido debido 

a que el catalizador tiene impedimento estérico que complica la participación de dos especies, lo 

que indica que el perfil lineal está relacionado con una sola especie de la base, tal como se 

encontró en el perfil de concentración. 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 neutralización a diferencia de la TBGu la cual presenta un comportamiento 

más lineal. 

 

Tabla 11. Dependencia de la constante de la rapidez con el grado de desprotonación de la 

TBGu en la transesterificación del HpNPP 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 

kobs×106 s-1 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%. 
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Figura 29. Perfil de la variación de la constante de rapidez con el grado de desprotonación de la 

moroxidina en 80% DMSO. 
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Figura 30. Perfil de la variación de la constante de rapidez con el grado de desprotonación de la 

TBGu en 80% DMSO. 

 

Debido a la posibilidad de tener una contribución por iones hidróxido y las dos especies 

de las bases usadas, para discriminar entre varias rutas se requiere considerar la ecuación 

canónica de la catálisis ácido-base propuesta por (Brønsted 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 están 
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participando en la reacción de ruptura en las condiciones que se establecieron son los iones 

hidróxido, la base libre y la combinación de la base libre con su forma protonada en la siguiente 

ecuación de rapidez: 

kobs = k1[B] + k2[B] [HB+] + kOH[OH–]             Ec. 6 

En todos los casos, debido a la posibilidad de la contribución de la catálisis básica 

específica, se hizo la corrección restando su contribución a la constante de rapidez observada. 

Lo anterior se puede hacer con los valores determinados de la catálisis básica específica en cada 

mezcla. Para conocer la concentración de iones hidróxido en cada una de las fracciones del 

amortiguador se tuvo que recurrir a la ecuación sin aproximaciones de la constante de equilibrio 

ácido-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 

ecuación de Henderson-Hasselbach para disoluciones amortiguadoras no son válidas (Charlot 

G. 1980). En 80%, debido a la diferencia de 5 unidades en los valores de pKa y pKw sí es válido 

usar la ecuación de Henderson, por lo que es la que se usará en los cálculos con todos los 

catalizadores. La ecuación general del cálculo de la concentración, cuando se toma en cuenta el 

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

        
     









OHHB

OHHHBKa
H               Ec 7 

La cual, al despejarse para calcular la concentración de ion hidrógeno, queda como: 

[H+]3 + {[B] + Ka}[H+]2 – {Kw + Ka[HB+]}[H+] – KaKw = 0        Ec. 8 

Con la concentración de hidrógeno y considerando el valor de Kw y su expresión, Kw = 

[H+] [OH-] , podemos calcular las concentraciones de iones hidróxido. La resolución de la ecuación 

cúbica que se empleó fue por el método algebraico, haciendo un algoritmo en Excel para poder 

hacer el cálculo más rápido. No se utilizó el método de Newton-Rapson por ser más elaborado 

para calcular tantos datos, al basarse en aproximaciones. 

Con el valor calculado de la concentración para los iones hidróxido y los valores de la 

constante de la catálisis básica específica para cada porcentaje en volumen de DMSO (ver tabla 

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

kcor = kobs - kOH[OH-] = k2[B] [HB+] + k1[B]              Ec. 9 
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La ecuación anterior nos permite descartar la contribución básica específica 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 contribución por la 

catálisis por OH, lo que se puede observar en la disminución de la kcor en relación con la kobs. 

Además, es posible ver que la curvatura desaparece en la corrección.  

Esto se debe a la presencia de la contribución de los iones OH- que al aumentar la 

proporción de la forma básica aumentan notablemente. En el caso de la parte de la Figura 31b, 

podemos ver que en la mezcla de 80% de DMSO, la contribución por iones OH- es menor, sin 

embargo, está presente. Además, 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 resumió este comportamiento con los 

extremos.  
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Figura 31. Perfiles de neutralización (kobs) de metformina comparado con el perfil corregido 

(kcorr) (a) en 50% de DMSO y (b) en 80% de DMSO. 

 

Como podemos ver, la curvatura en los perfiles de concentración que podrían sugerir un 

posible segundo orden en el mecanismo de reacción queda descartados con este experimento. 

Esto es porque en el perfil de neutralización se encontró un perfil lineal que sólo depende de la 

concentración de la forma libre del catalizador, es decir, tenemos una catálisis básica general por 

metformina solamente. Sin embargo, este resultado es realmente importante, ya que, aunque no 

se tiene una catálisis bifuncional como en sistema bisguanidinios, se encontró 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 podría ser fundamental en la 

comprensión del mecanismo de acción de este fármaco a nivel molecular. Una vez hechas las 
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correcciones en cada porcentaje se calcularon las constantes para la catálisis básica general, 

como se muestra en la Figura 32. En ella se muestra un ejemplo del análisis, el valor de la 

pendiente de la gráfica corresponde al valor de la constante de rapidez, si consideramos la 

siguiente ecuación: 

kobs - kOH[OH-] = k1[Metf] + k0               Ec. 10 
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Figura 32. Perfil de neutralización en 80% de DMSO para la ruptura del HpNPP con 

metformina. 

 

El análisis mostrado anteriormente, se aplicó 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 

corrección, ya que el perfil era lineal y la contribución de la catálisis básica específica es mucho 

menor. Los valores obtenidos para cada constante básica general de cada uno de los 

catalizadores se encuentran en la tabla 12. Es importante mencionar que en todos los casos se 

determinó el valor kcor/kOH, obteniéndose valores mayores a 80% de DMSO que en otros 

porcentajes. Lo que reafirma la elección de este medio para poder medir la contribución de la 

catálisis básica general.  
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Tabla 12. Constantes de la catálisis básica general de cada catalizador en las mezclas utilizadas. 

 Metf Mor TBGu 

%DMSO 50 60 70 80 80 80 

kB×104, s-1 M-1 194 430 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 gráfica para ver si existe una correlación entre la 

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

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

corresponde a los datos obtenidos por Corona y colaboradores (2010) para la catálisis básica 

general de piperidina y metilamina, sólo por comparación con sistemas de ácidos catiónicos. 

Como podemos observar existe una correlación, la ecuación de la recta es log kB = 0.41pKa – 

8.82.  
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Figura 33. Relación entre las constantes cinéticas y los valores de pKa de los 

catalizadores utilizados. 

 

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

las biguanidas, la catálisis básica general es poco selectiva con relación a las bases utilizadas, 

ya que un cambio de pKa en dos unidades apenas genera un cambio de un orden de magnitud 



61 
 

en la constante cinética. Esto es de suma importancia, ya que habla de la capacidad del grupo 

biguanidio sin importar el sustituyente en la hidrólisis 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 vía de señalización inicial en la que participa 

la metformina involucra una desfosforilación, ampliar la variedad de usos que pueda darse a la 

metformina en otros padecimientos, si estos involucran la misma vía de señalización inicial. El 

segundo significado, tiene relación con el estado de transición ya que este valor de pendiente 

implica que la ruptura de los enlaces y formación de los nuevos no es tan representativa en el 

mismo, por lo que el estado de transición se parece más 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 catalítica en la ruptura del diéster 

de fosfato que se utilizó. En el caso de metformina, es un fármaco ampliamente utilizado en el 

tratamiento de la Diabetes Mellitus y recientemente se ha encontrado que puede utilizar para 

tratar el cáncer de mama y el lupus. El presente trabajo puede abrir una ventana en donde a partir 

de la búsqueda de la vía de señalización inicial que activa la participación de este fármaco se 

pueden encontrar otros padecimientos donde pueda ser utilizado. Así mismo, se utilizó 

moroxidina que es el componente activo de antivirales de uso veterinario. El hecho de que el 

compuesto presente actividad diesterolítica puede ser una evidencia que el mecanismo de acción 

del fármaco (que no se conoce claramente), ocurra mediante la ruptura del ARN de los virus. 

Además, se conocen otras biguanidas como la clorhexidina y la clorguanida, usadas una como 

antiséptico en hospitales y en consultorios odontológicos y la otra como tratamiento contra la 

malaria. En el caso de la primera podría actuar de manera similar a la moroxidina inactivando 

microorganismos evitando su replicación. En el caso de la segunda se sabe que inhibe la 

folatodeshidrogenasa, la cual utiliza NADPH, el cual es un diéster y este podría romperse evitando 

así la reacción de reducción de la molécula de folato, inhibiendo así la reproducción del parásito. 
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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 línea recta en función de la fracción molar 

del disolvente pKw = 11.42 (0.17) XDMSO+13.05 (0.06) (4, r2 = 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 catálisis básica específica de la ruptura del HpNPP de 10 

a 80% de DMSO-agua. La constante de rapidez en cada medio varió de 0.09 a 0.6 M-1 s-1. 

Además, se encontró una correlación entre el logaritmo de la constante básica específica y el 

pKw del medio con la siguiente ecuación: logkOH = 0.18(0.01) pKw–3.54(0.10) (8, 0.991). 

En el perfil del efecto de DMSO-agua sobre la catálisis con metformina en la ruptura del 

HpNPP, se encontró que disminuía 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 encontró la existencia de la catálisis básica general 

por parte de metformina, moroxidina y 1-(o-tolil)biguanida, a partir de los experimentos del perfil 

de concentración. 

Para todas las bases utilizadas, en las diferentes mezclas estudiadas, se encontró la 

siguiente ley de rapidez: kobs = kB[B] + kOH[OH-] + k0. En 80% de DMSO los valores de kB fueron 

4.75×10-4, 4.02×10-4 y 3.70×10-5 M-1s-1, para metformina, moroxidina y TBGu, respectivamente. 

Además, se encontró una correlación con fuerza de los catalizadores con la siguiente ecuación: 

log kB = 0.41(0.04) pKa–8.82(0.43), (5, 0.968). Esta correlación indica la baja selectividad o 

dependencia con la fuerza de la base. 

Finalmente, en este trabajo se informa por primera vez la capacidad catalítica del tipo 

ácido-base de biguanidas en la ruptura de ésteres de fosfato. Lo anterior abre posibilidades en el 

estudio de mecanismo de acción de fármacos derivados de biguanidas donde se involucren 

ésteres de fosfato. 
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