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INTERACCION DEL PRODUCTO DE OXIDACION DE LA METFORMINA CON
EL ADN UTILIZANDO VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL DE PULSO.

Arambula Armeida Joaquin Emmanuel

Licenciatura en Quimica Farmacéutica Bioldgica, Universidad Auténoma Metropolitana, Ciudad de México,

México, 2193071995@alumnos.xoc.uam.mx.

Se estudio el comportamiento entre la Metformina (MET) y el ADN, centrdndose especialmente en las bases
puricas, utilizando la técnica de voltamperometria diferencial de pulso (VDP), en una solucién amortiguadora
a un pH de 4.5 con NaCl 0.1M. La evaluacién de la interaccion entre el farmaco y las bases puricas se realizo
mediante la observacion de cambios en la sefial analitica, tanto en potencial como en corriente. Se observo que
las respuestas de las bases puricas variaban segln la concentracion de MET afiadida, lo que sugiere la existencia
de una posible interaccion electrostatica entre MET-GUA, MET-ADE y MET-ADE-GUA. Es relevante
destacar que se observo un mayor impacto en la Adenina (ADE) en comparacién con la Guanina (GUA). El
método propuesto es adecuado para el estudio de la interaccion de la MET con el ADN, siendo sencillo y de

bajo costo.

Introduccion

En la actualidad, a escala global nos enfrentamos a una diversidad de desafios y
problematicas que afectan la salud de las personas. Entre estos desafios, las enfermedades
cronicas degenerativas destacan como una preocupacion significativa, dado que su incidencia
es cada vez mayor en la sociedad contemporanea. La diabetes, por ejemplo, se posiciona
como una de las enfermedades con mayor frecuencia de aparicion, representando un riesgo

considerable para la salud publica.

Segun la pagina web oficial de la International Federation of Diabetes (IFD), en 2021 se
registraron 537 millones de casos de diabetes en personas de entre 20 y 79 afios a nivel
mundial, lo que representa aproximadamente 1 de cada 10 personas. En el continente
americano, se confirmaron un total de 83 millones de casos. La IFD sefiala que mas del 75%
de los adultos con diabetes residen en paises de bajos y medianos ingresos. Ademas, la
diabetes fue responsable de 6.7 millones de muertes en el mismo afo, lo que equivale a una
persona fallecida cada 5 segundos. Esta condicion también generé al menos 966 mil millones
de USD en gastos de salud, lo que representa un aumento del 316% en los Gltimos 15 afios.
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“La diabetes mellitus (o0 simplemente, diabetes) es una afeccion grave y de largo plazo (o
“crénica”) que ocurre cuando los niveles de glucosa en la sangre de una persona son altos
porque su cuerpo no puede producir insulina o la cantidad suficiente de esta hormona” (FID,
2019). Si bien se sabe, “la insulina es una hormona indispensable que se produce en el
pancreas que permite que la glucosa del torrente circulatorio ingrese en las células del cuerpo,

donde se convierte en energia” (FID, 2019)

Esta enfermedad no cuenta con una cura definitiva, pero si con un tratamiento farmacolégico
eficaz que contribuye al control de la misma. En este sentido, la metformina, como un
farmaco metabdlico, “se continua considerando como el tratamiento farmacoldgico de

primera linea” (Kojdamanian, 2022)
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Figural. Estructura molecular de la Metformina (MET).

“La metformina (N,N-dimetilbiguanida, MET, Figura 1), es un farmaco
antihiperglucemiante administrado por via oral para controlar la diabetes” (Machini et al.,
2019). Al ser una biguanida contiene grupos funcionales que pueden participar en reacciones
redox experimentando asi cambios en su estado de oxidacion los cuales le permiten
interactuar con otras moléculas, como tal es el caso de las bases puricas del ADN. “La
oxidacion electroquimica de un intermediario entre el grupo imino-hidroxi, formado después
de una hidrolisis rapida del grupo guanidino, a un grupo imino-carbonilo” (Machini etal.,

2019) obteniendo como producto final una oxoguanidina.

Guanina

Figura 2. Estructura molecular de la Guanina (GUA).




La guanina (2-amino-6-hidroxipurina, GUA, Figura 2) es una de las dos bases pdricas
esenciales en la estructura del ADN, las cuales “participan en la transduccion y sefializacién
de energia mediada por reacciones de oxidacion enzimatica” (Oliveira-Brett, 2002). La GUA
oxidada es irreversible. Esta oxidacion “conduce a la formacion de diferentes productos
oxidados, siendo las formas predominantes la 8-oxoguanina” (Chiorcea & Oliveira, 2021).
Ademas, la “guanina presenta el potencial de oxidacion mas bajo en electrodos de carbono,

a Ep+0.80 V” (Chiorcea & Oliveira, 2021).
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Figura 3. Estructura molecular de la Adenina (ADE).

Por otro lado, la adenina (6-aminopurina, ADE, Figura 3) es la otra base purica esencial en
la estructura del ADN. Cabe destacar, que los procesos de oxidacion para ADE también son
irreversibles por lo que al ser oxidada deja residuos. Esta oxidacion “conduce a la formacion
de diferentes productos de oxidacion, siendo el mas importante la 2,8-dioxoadenina”
(Chiorcea & Oliveira, 2021). Ademas, el pico caracteristico que corresponde a la oxidacion
de adenina es a Ep+1,05 VV” (Chiorcea & Oliveira, 2021).

Las especies oxidadas, tanto de bases puricas como de metformina, en un sistema biol6gico
pueden producir un alto riesgo para la salud en general puesto que “los productos oxidados
de G y A pueden alterar al ADN durante la replicacién o reparacion” (Chiorcea & Oliveira,
2021). En particular, “las lesiones del ADN mas frecuentes son causados por el estrés
oxidativo de la 8-oxoguanina que es considerada como biomarcador del dafio oxidativo del
ADN.” (Chiorcea-Paquim, 2022). Por otra parte, “la 2,8-0xoadenina también es reconocida
como biomarcador de dafio oxidativo del ADN vy estrés oxidativo” (Chiorcea & Oliveira,

2021), haciéndolas altamente mutagénicas y por ende carcinogénicas.

La caracterizacion de la interaccion ADN-farmaco generalmente requiere una combinacion

de técnicas quimicas y bioldgicas, en este sentido las técnicas electroquimicas son usadas




con el fin de evaluar la interaccion ADN-farmaco puesto que “los procesos electroquimicos
implicados en la oxidacion de bases puricas de ADN son similares a las involucradas en
reacciones de oxidacion enzimatica”(Oliveira-Brett et al., 2002), por lo que en este trabajo
se estudia la interaccion que tienen la metformina con el ADN (bases puricas: guanina, GUA
y adenina, ADE) mediante la técnica de voltamperometria diferencial de pulso optimizando

los parametros electroquimicos y la concentracion de metformina usada.

Il. Metodologia

2.1. Reactivos.

Se utilizarén acetato de sodio, cloruro de sodio, acido acético glacial, GUA (>98%), ADE
(>99%) y MET grado analitico, todos de la marca Sigma Aldrich. Se trabaja a base de
solucién amortiguadora de acetatos, la cual tiene una preparacion que sera realizada mediante
el uso de acetato de sodio trihidratado (C.H3zNaO.*3H.O) y de &cido acético glacial
(CH3COQH), con una concentracion de 0.15 M, ademas de que la disolucion esta preparada
con agua desionizada (MIiO 18MQ)

2.2. Mediciones electroquimicas.

Todas las mediciones electroquimicas se realizaron con un potenciostato-galvanostado
(AUTOLAB), para el estudio se us6 una celda electroquimica tipica de 3 electrodos: un
electrodo de referencia (Ag/AgCl/Plata-Cloruro de Plata), un electrodo auxiliar o contra
electrodo (Pt/platino) y un electrodo de trabajo (C/carbono). La caracterizacion de MET y
la realizacion de la interaccion MET-GUA/MET-ADE se realiza por voltamperometria
diferencial de pulso (VDP) en la ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial
de 0.06V, un tiempo de pulso de 75ms y velocidad 32mV/s. Para todas las mediciones se

verific que la superficie de electrodo no estuviera contaminada utilizando un sistema blanco.

El analisis cuantitativo de cada base purica se realiza a partir de las curvas de calibracion de
los estandares. Los productos de oxidacion de MET se obtuvieron de forma electroquimica

aplicando un voltaje de 0.55 V, durante un tiempo establecido.

2.3. Interaccion Farmaco-base purica




Se disefiaron y prepararon sistemas experimentales mediante la combinacion de MET-ADE,
MET-GUA y MET-GUA-ADE, con la manipulacion de las concentraciones de MET como
variable. Se determind la concentracion 6ptima de MET para la interaccion deseada. Para
cada ensayo, se establecié un sistema control, donde se evaluaron las soluciones de MET,
GUA y ADE de manera individual.

2.4. Evaluacion de la interaccion.

Posteriormente se monitoreo la respuesta de potencial y de corriente de pico anddica. Se
caracterizo la interaccion entre MET-GUA, MET-ADE y MET-GUA-ADE, a través de los
desplazamientos de potencial y/o cambios en la sefial analitica (corriente). Se considerara
una posible interaccion entre las especies cuando se tiene un cambio en la concentracion
mayor o igual 10% o cuando el potencial de las sefiales de oxidacion se desplaza mas de 50
mV.

I11. Resultados y discusion.

Para fines del estudio, se prepararon todas las muestras de los sistemas de manera individual,
incluyendo el blanco, las muestras con solo base purica y aquellas con MET a diferentes
concentraciones ya que el objetivo era observar la interaccion entre la metforminay las bases
paricas del ADN, es por ello a tener en cuenta que, tras la primera lectura del
voltamperograma, es probable que se hayan formado especies oxidadas en el medio, lo que

podria contribuir a una variabilidad.

También en cada cambio de las muestras de los sistemas se realiz6 la limpieza adecuada de
la celda electroquimica y del electrodo de trabajo (carbono), esto se realizé con agua
desionizada tanto para la celda como para cada electrodo, ademas para este ultimo y como
forma de optimizar su limpieza se realizé un pulido con una tela especial y de esta forma
garantizar que el electrodo no tuviera residuos sobre la superficie electroactiva y que esto no

fuera un factor de variabilidad en los resultados.

Por otro lado, el parametro para considerar que se esta en presencia de una interaccion debera

ser un desplazamiento, ya sea de potencial o de corriente eléctrica, igual o mayor al 10% con




base a la referencia (base purica en sistema aislado), o la aparicion de una nueva sefial

electroquimica, esta para mayor confiabilidad y validez del estudio.
3.1. Metformina

La oxidacién de MET es un proceso quimico que conlleva transformaciones estructurales en
la molécula con la intencion de hacerla interactiva con otras especies quimicas. En la Figura
4, se muestra una propuesta del mecanismo de oxidacion llevado a cabo en el estudio, dando

como producto final la N,N-dimetil-2-oxoguanida (Trautwein & Kimmerer, 2011).
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Figura 4. Esquema del mecanismo de oxidacion de MET en un sistema acuoso con NaCl 0.1M y aforado con solucion
amortiguadora de acetatos 0.1 M pH 4.5.

El mecanismo (Figura 4) proporciona una comprension visual de la transformacion de la
molécula de MET, proporcionandole grupos funcionales tales que interactdan con las otras

especies quimicas presentes en un sistema.
3.1.1.Caracterizacion de la Metformina

Se realizo el estudio de manera directa de la MET en solucién (Figura 5) en la cual en las
condiciones de este analisis no se observo ningun pico de oxidacién correspondiente al
farmaco, por lo que se opt6 en un andlisis de manera indirecta. La figura 5 muestra la
respuesta de la MET en concentracion de 1 mg/mL, es importante recalcar que se analizaron

diferentes concentraciones y no fue posible detectar ninguna sefial de oxidacion.
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Figura 5. VDP de MET 1 mg/mL en un medio con NaCl 0.1 M y aforado con solucién amortiguadora de acetatos a pH
4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0
a 1.5V, en un pulso de potencial de 0.06 V, con un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s.

3.2. Guanina

La oxidacion de la GUA es un proceso quimico que implica la transferencia de electrones,
se lleva a cabo mediante el siguiente mecanismo, Figura 6, resultando como producto final

la 8-oxoguanina. (Papavasileiou et. Al, 2022).
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Figura 6. Esquema del mecanismo de oxidacion de la GUA en un sistema acuoso con NaCl 0.1M y aforado con solucién
amortiguadora de acetatos 0.1 M pH 4.5.

En este caso en especifico, la GUA es oxidada por lo que da lugar a la formacion de un
producto de oxidacion de la base sobre la superficie del electrodo, favoreciendo la electro-
atractividad para interactuar con otras especies. A partir de la oxidacion de la molécula en el
sistema es posible elucidar como interactuara con las demas especies, llamese ADE o MET,

a traveés de sus grupos funcionales.

3.2.1.Caracterizacion de la Guanina




Para caracterizar el proceso de oxidacion via electroquimica, se realizo la lectura de GUA de
forma individual en el sistema (Figura 7) esto con el fin de obtener el pico caracteristico en
las condiciones especificadas en la metodologia, cabe aclarar que para mejor anélisis en la
cuantificacion del pico anodico se sustrajo la linea base la curva original, lo que permitio

llevarla a 0, y asi obtener el valor de la corriente GUA a la concentracion de estudio.
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Figura 7. VDP de GUA 10.1 pg/mL, en un medio con NaCl 0.1 M y aforadas con solucién amortiguadora de acetatos a
pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial
de 0a 1.5V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32
mV/s.

La sefial de GUA obtenida se usé como referencia para visualizar las interacciones que se
presentan con relacion al aumento de concentracion de MET. El pico méaximo de GUA se
observa en 0.896 V y a 33.441 YA aproximadamente, esto cuando la concentracion es de
10.1pg/mL.

3.2.2.Curva de calibracion de guanina

Para construir la curva de calibracién se obtuvieron las corrientes de pico anddico

caracteristico asociadas a cada concentracion de GUA.

La Figura 8 exhibe la curva de calibracién para GUA, abarcando concentraciones entre 6.06
y 14.14 pg/mL, con cada medicién realizada en triplicado y presentada como promedio. El
coeficiente de correlacion evidencia la linealidad del método, siendo de 0.99 en todos los
casos, con una sensibilidad de 3.0503 pA/(ug/mL) para GUA.
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Figura 8. Curva de calibracién de GUA en soluciones con concentraciones de 6.06, 8.08, 10.1, 12.12 y 14.14 pg/mL de
GUA, preparadas en un medio conteniendo NaCl 0.1 My aforadas con solucion amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con
una concentracion de 0.1 M, llevadas a cabo en una celda electroquimica convencional de 3 electrodos, con un rango de
potencial de 0 a 1.5 V, aplicando un pulso de potencial de 0.06 V, con un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de

barrido de 32 mV/s.

3.2.3. Andlisis guanina-metformina

Ahora bien, la Figura 9 muestra el sistema de trabajo para GUA en la cual se observan
desplazamientos de las curvas con respecto a la concentracion de MET. Como se puede

percibir a mayores concentraciones de MET, hay una mayor interaccion.
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Figura 9. VDP de los efectos de GUA a 10.1 pg/mL en interaccion con MET a 0.8, 8, 40 y 80 pg/mL, preparadas en un
medio conteniendo NaCl 0.1 M y aforadas con solucidn amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1
M, llevado a cabo en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, aplicando

un pulso de potencial de 0.06 V, con un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s.
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A medida que aumenta la concentracion de MET, se produce un desplazamiento positivo en
el potencial. Como se percibe, mientras que la GUA sola se registra a 0.896 V, la GUA que
interactla con una concentracion de 0.8 pg/mL de MET aparece a 0.906 V, teniendo un
desplazamiento de 0.010 V representando el 1.12% de variacion. Por otro lado, la
concentracion de 80 pg/mL de MET se sitGa en 0.947 V, lo que representa alrededor de 0.050
V de desplazamiento simbolizando el 5.62% de variacion. Este desplazamiento observado es
importante para el analisis, ya que indica una influencia clara de la concentracion de MET
en el potencial observado. Por otra parte, también va disminuyendo gradualmente la altura
del pico anodico (MA). Estos comportamiento se asocian con una posible interaccion entre
GUA y MET a través de la formacion de puentes de hidrogeno entre el grupo NH2 (MET) y
C=0 (GUA).
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Figura 10. VDP de los efectos de GUA a 10.1 pg/mL en interaccion con MET a 0.8 y 80 pg/mL. preparados en medios
conteniendo NaCl 0.1 M y aforadas con una solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1
M, llevadas a cabo en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5V,
aplicando un pulso de potencial de 0.06 V, con un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s.

En la Figura 10, se observa el desplazamiento que tienen los picos representativos de cada
muestra GUA (curva azul), GUA-MET (naranja) en donde la relacion molar es 1:1 y

GUA:MET (curva gris) con una relacion molar de 1:4.

Con base a los resultados electroquimicos se determind el efecto de la concentracion de MET
sobre la concentracion total de GUA, considerando el 100% cuando no hay interaccion (en
ausencia de MET). La cuantificacion de las concentraciones de GUA se realizo usando la
curva de calibracion de GUA.
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En la Figura 11, las barras azules muestran el pico anddico maximo de cada curva presente
en la Figura 9, el tratamiento de los datos arrojo una disminucién en la concentracion de
GUA donde el méximo de GUA corresponde a 33.441 pA y conforme se hay presencia de
MET comienza a disminuir esa altura de pico anodico dando valores como 30.886 HA para
la concentracion de MET mas baja (0.8 pg/mL=6.2 uM) y 23.565 pA para la concentracion
de MET mas alta (80 pg/mL= 62 uM).
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Figura 11. Altura de pico anddica y porcentaje de GUA sin interaccionar, preparadas en medios conteniendo NaCl 0.1 M
y aforadas con solucion amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, llevadas a cabo en una celda
electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, aplicando un pulso de potencial de 0.06
V, con un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s.

Conforme a la linea naranja, representa en porcentaje la cantidad de GUA inalterada. Para la
primera concentracion de MET (0.8 pug/mL) se observa que disminuye al 92.36%, valor muy
cercano al parametro establecido como interaccion. Por otra parte, el valor mas alto de
concentracion de MET (80 pg/mL) casi llega a una disminucién del 70.00% sobre la sefial
de GUA.

Ademas, es importante destacar el impacto que tiene la MET en la GUA. En la Figura 12, las
barras azules reflejan el efecto que presento la MET en la corriente (disminucion de pico
anodico), ademéas muestra los porcentajes del efecto de la MET sobre la GUA en la linea

naranja.
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Figura 12. Cantidad de disminucién de pico anédico de GUA a 10.1 ug/mL y porcentaje de interaccion de MET a 0.8, 8,

40y 80 pg/mL, preparadas en medios conteniendo NaCl 0.1 M y aforadas con solucion amortiguadora de acetatos a pH

4.5, con una concentracion de 0.1 M, llevadas a cabo en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana

de potencial de 0 a 1.5 V, aplicando un pulso de potencial de 0.06 V, con un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad
de barrido de 32 mV/s.

A diferencia de la Figura 11, la Figura 12 muestra el valor que disminuyo conforme a la
corriente (WA) segun su interaccion con la MET. Para solamente GUA, tenemos 0.000 pA
puesto que aqui la MET no ha tenido algun efecto ya que no se encuentra en sistema y por
ende ninguna disminucion. Para la segunda concentracion de MET (8 ug/mL), hay un 3.688
1A de disminucion de curva respecto a la de GUA representando asi 11.03% de interaccion,
ademas de como se evidencié en el desplazamiento de la corriente eléctrica en la Figura 9y
se confirm6 numéricamente en la Figura 11, este porcentaje cumple con la especificacion del
parametro, siendo mayor al 10%. En cuanto a las deméas concentraciones, el efecto de la MET
sobre GUA es alun mas significativo. Es relevante sefialar que, en la concentracion mas alta
de MET (80 ug/mL) casi alcanza el 30% de efecto sobre GUA, disminuyendo asi 9.876 pA.

3.3.Adenina

La oxidacion de la Adenina es un proceso quimico que implica cambios en la estructura
molecular, debido a la transferencia de electrones, se lleva a cabo mediante el siguiente
mecanismo propuesto en la Figura 13, resultado como producto de la oxidacion la 2,8-

dioxoadenina. (Papavasileiou et. Al, 2022).
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Figura 13. Esquema del mecanismo de oxidacion de ADE en un sistema acuoso con NaCl 0.1M y aforado con solucion
amortiguadora de acetatos 0.1 M pH 4.5.

En esta situacion especifica, el producto de esta oxidacion, que se forma en la superficie del
electrodo, da lugar a especie mas electro-atractivas, lo que le permite interactuar de manera

mas efectiva con otras moléculas presentes en el sistema.
3.3.1.Caracterizacion de la Adenina

Al igual que para MET y GUA, se corrié el VDP de la ADE sola en el sistema (Figura 14)
esto con el fin de conocer cudl es su pico caracteristico bajo las condiciones experimentales

antes mencionadas.
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Figura 14. VDP de ADE a 13. 5 pg/mL, en un medio con NaCl 0.1 M y aforadas con solucién amortiguadora de acetatos a
pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, llevado a cabo en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una
ventana de potencial de 0 a 1.5 V, en un pulso de potencial de 0.06 V, a un tiempo de pulso de 75 ms y una velocidad de
barrido de 32 mV/s.

A partir del VDP, se encontr6 que el pico maximo de ADE se observa en 1.239 V con 49.996
MA aproximadamente cuando la concentracion es de 13.5 pg/mL . Asi mismo, es util como

referencia para captar las interacciones con relacion a MET.
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3.3.2.Curva de calibracion de adenina

En la Figura 15, se muestra la curva de calibracion para ADE, la cual se realizo por triplicado,
tomado solo los promedios, donde se encontr6 que el método es lineal. En todos los casos el
R? fue de 0.99, con una sensibilidad de 5.6978 puA/(ug/mL) para ADE.
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100 y = 5.6978x - 19.597
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Figura 15. Curva de calibracion de ADE, elaborada en soluciones con concentraciones de 8.1, 10.8, 13.5, 16.2 y 18.9
pg/mL de ADE, preparadas en un medio conteniendo NaCl 0.1 My aforadas con solucién amortiguadora de acetatos a pH
4.5, con una concentracion de 0.1 M, llevado a cabo en una celda electroquimica convencional de 3 electrodos, con un
rango de potencial de 0 a 1.5 V, aplicando un pulso de potencial de 0.06 V, con un tiempo de pulso de 75 ms 'y a una
velocidad de barrido de 32 mV/s.

3.3.3. Analisis adenina-metformina

Los sistemas de la interaccion para ADE y MET se observan en la Figura 16, en la cual se

visualizan los desplazamientos de las curvas en funcion de las concentraciones de MET.
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Figura 16. VDP de los efectos de ADE a 13.7 pg/mL con MET a 0.8, 8, 40 y 80 pg/mL, en medios con NaCl 0.1 My
aforados con solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica
tipica de 3 electrodos, en una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, a tiempo de pulso de
75 ms'y con velocidad de barrido de 32 mV/s.

La figura anterior, sigue un comportamiento similar a la Figura. 9 de GUA, ya que a mayor
concentracion de MET hay un mayor desplazamiento del pico. Lo que la diferencia de la
interaccion con GUA es el potencial en el que se presenta el pico anddico, el tipo de
desplazamiento que hubo (negativo) y el tipo de interaccion del que se trata, ya que aqui se
observa como es desplazado a la izquierda del potencial, asimismo tiende a aumentar su pico
de oxidacion gradualmente. Este comportamiento que presenta el complejo ADE-MET se

relaciona con una posible interaccion electrostatica entre los grupos NH2 de MET y ADE.

Lo antes mencionado se muestra con mayor claridad en la Figura 17.
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Figura 17. VDP de los efectos de ADE a 13.7 pg/mL con MET a 0.8 y 80 pg/mL, en medios con NaCl 0.1 M y aforados
con solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3
electrodos, en una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, a tiempo de pulso de 75 ms 'y
con velocidad de barrido de 32 mV/s.

Es evidente observar que a una mayor concentracion de MET hay una mayor interaccion con
la ADE (curva gris), ya que muestra una mayor altura de pico anddico y un desplazamiento
respecto a la de menor concentracion de MET (curva naranja) que de igual manera esta
muestra una menor interaccion. A una concentracion de 0.8 pg/mL de MET se observa que
el potencial se desplaza negativamente 0.020 V, lo que representa una variacion del 8.70%
con base a la curva de referencia (curva azul/ADE). Para la concentraciéon de 80 ug/mL de
MET se muestra un potencial méas desplazado, puesto que se desplaza 0.071 V de la

referencia, simbolizando asi un 30.44% de la variacion.

Con base a estos resultados se evaluo tanto la ADE inalterada como la interaccionada, a
través del cambio, expresado en porcentaje para la concentracion, que produce efecto MET
a ADE.

En la Figura 18, las barras azules, muestran el pico anédico maximo de cada curva presente
en la Figura 16, reflejando el incremento en la sefial electroquimica de ADE. Se observa que
el pico andédico méaximo de ADE, sin alteraciones (correspondiente al 100%), aumenta a
medida que aumenta la presencia de MET. Para la primera concentracion de MET (0.8
pg/mL) aumenta a 50.312 pA de corriente, mientras que para la concentracién mas alta de
MET (80 pg/mL) aumenta a 69.405 pA de corriente. A partir de los resultados, se observa
que la interaccion de MET con ADE alcanza su maximo cuando la relacion molar es 5:1
MET:ADE.
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Figura 18. Altura de pico anddica y porcentaje de ADE a 13.5 pg/mL sin interaccionar, en medios con NaCl 0.1 My
aforados con solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica
tipica de 3 electrodos, en una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, a tiempo de pulso de
75 ms'y con velocidad de barrido de 32 mV/s.

Respecto a la linea naranja, indica el porcentaje de ADE que se encuentra sin el efecto de
MET en el sistema, tomado como el 100% al valor méximo de pico anddico ya que se
encuentra sola en el sistema y por ende no existe algo con lo que interaccionar. Ahora bien,
al ir aumentando la concentracion de MET va disminuyendo este porcentaje, puesto que la
MET interacciona con la ADE. Para la primera concentraciéon de MET (0.8 pg/mL), se
observa una disminucion significativa al 99.31%. Por otra parte, la segunda concentracion de
MET (8 pug/mL), indica que el 84.70% del sistema esta compuesto por ADE sin el efecto de
MET, este desplazamiento observado es importante para el analisis, ya que indica una
influencia clara de la concentracion de MET en la corriente observada. Para el valor més alto
de concentracion de MET (80 pg/mL) desciende a cerca del 60% de ADE sin efecto, siendo

asi este el que tiene un mayor efecto de interaccion.

Mientras tanto, el efecto que produce la MET a ADE también es preciso de analizar. En la
Figura 19, las barras azules indican el valor que disminuyo el pico anédico maximo de cada
curva presente en la Figura 16, ademas en la linea naranja se muestran los porcentajes del
efecto de la MET ejercido sobre ADE.
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Figura 19. Altura de pico anddica maximo y porcentaje de ADE a 13.5 pg/mL sin interaccionar y porcentaje de interaccion
de MET a 0.8, 8, 40 y 80 pg/mL, en medios con NaCl 0.1 M y aforados con solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5,
con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, en una ventana de potencial de 0 a 1.5
V, con un pulso de potencial de 0.06 V, a tiempo de pulso de 75 msy con velocidad de barrido de 32 mV/s.

Se observa que para ADE sola en el sistema no muestra un valor especifico puesto que no
hay alguna interaccién que mostrar ya que se en cuenta sola en el sistema. Para la primera
concentracion de MET interacciona un 0.69%, siendo este un valor razonable con lo
observado anteriormente y este simplemente nos indica que si hay una posible interaccién
gracias al desplazamiento significativo que tuvo en la Figura 16. Secuencialmente, la segunda
concentracion de MET (8 pg/mL) muestra un porcentaje de efecto de MET sobre ADE de
18.85% siendo este el valor que confirma todo lo anterior con base a la interaccion entre la
MET y ADE, ya que, por lo observado, se visualiza un desplazamiento de corriente eléctrica
en la Figura 16, ademas numéricamente en la Figura 18 muestra este cambio y por Gltimo
porcentualmente cumple con la especificacion del pardmetro siendo este mayor al 10%.
Conforme a las demas concentraciones se tiene un mayor porcentaje de efecto de MET sobre
ADE, aunque es preciso denotar que la concentracion de 80 pug/mL de MET esta cerca de
alcanzar un 40% de interaccion, por lo que estarian mayormente interaccionadas las

moléculas de ADE a concentraciones mas altas.

3.4.Bases puricas-Metformina
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En esta parte del estudio, para obtener un mejor analisis de la interaccion entre MET-GUA-
ADE se decidid realizar dos metodologias experimentales con una variable de cambio la cual

consta solamente en el orden de adicién de GUA o ADE.

Ademas, en esta misma parte del estudio se optd por realizar todos los sistemas juntos (se
afiadieron secuencialmente las soluciones en un mismo sistema electroquimico), esto con el
fin de analizar los cambios que existen. Cabe aclarar que las metodologias si se hicieron por
separado. Para recalcar, al afladir mas solucién en un sistema previamente aforado aumentara

el volumen por lo que también fue considerado en el estudio para los calculos pertinentes.

Por otro lado, se continud haciendo el protocolo de limpieza solamente del electrodo. Dicha
limpieza fue absolutamente la misma que en la parte anterior del estudio, y con la misma

finalidad, de mantener el mismo sistema a analizar.

Conforme al parametro de interaccion, se considerard que se estd en presencia de una
interaccion cuando el desplazamiento, ya sea de potencial o de corriente eléctrica, sea igual
o mayor al 10% con base a la referencia (base purica en un sistema inicial), o la aparicion de
una nueva sefial electroquimica, esta para mayor confiabilidad y validez del estudio.

3.1.Guanina-Adenina-Metformina

Para la metodologia 1 (adicion inicial de GUA) y de la misma manera que para las partes
anteriores de este estudio, se realiz6 la caracterizacién de GUA sola en el sistema (Figura 20)
esto con el mismo fin de mostrar cuél es su pico anddico especifico en las mismas condiciones

del estudio.
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Figura 20. VDP de GUA 10.1 pg/mL, en un medio con NaCl 0.1 M y aforadas con solucién amortiguadora de acetatos a
pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial
de 0 a 1.5V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32

mV/s. Metodologia 1.

Al igual que los demaés, nos sirvio de referencia para observar las interacciones que se tuvo
con relacion al aumento de las concentraciones de las soluciones de MET. El pico maximo

de GUA se muestra en 0.856 V y a 36.059 JA aproximadamente.

Para esta parte del estudio no solo se haria lectura de la GUA sino tambien de la ADE, en la
cual se realizo la lectura de GUA y ADE juntas en el mismo sistema (Figura 21) esto con la
finalidad de demostrar cudles son sus picos caracteristicos antes de interaccionar con
cualquier producto oxidado de la MET. Es preciso recordar que al adicionar mas soluciones
previstas en el estudio aumentaria el volumen del sistema, ya que se estuvo trabajando en el
mismo medio por lo que se realiz6 un ajuste de volumen a la hora de realizar todos los

calculos pertinentes con base en la relacion estequiométrica.

La GUA y ADE en un solo sistema tienden a oxidarse de distintas formas por lo que el orden

de adicion llega a ser crucial para el estudio.

En presencia de solo GUA-ADE en el sistema (Figura 21), se observa que el pico anddico de
GUA fue desplazado significativamente a la izquierda en el potencial, pero aumentado en la
altura del pico anadico.
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Figura 21. VDP de los efectos de GUA a 10.1 ug/mL y de ADE a13.5 pug/mL, en un medio con NaCl 0.1 My aforadas

con solucion amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3
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electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en un tiempo de pulso de 75

ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s. Metodologia 1.

Para este caso en particular, GUA aparece en 0.826 V de potencial y a 39.532 pA de corriente,
observando asi en que la ADE también ejerce una conexion sobre la GUA. Este
comportamiento se asocia con una posible interaccion entre GUA y ADE a través de la
formacion de puentes de hidrogeno entre los grupos funcionales NH (GUA) y N=C (ADE),
y C=0 (GUA) y NH: (ADE). Por otra parte, ADE aparece a 1.148 V de potencial y a 72.778
1A de corriente, resultando diferente a comparacion de la Figural4, puesto que la GUA en

este sistema esta involucrada en dichas interacciones.

Por otro lado, en la Figura 22 se observan todos los desplazamientos de las curvas con

respecto a las concentraciones de MET.
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Figura 22. VDP de los efectos de GUA a 10.1 pg/mL; de ADE a 13.5 pg/mL y de MET a 0.8, 8, 40 y 80 pg/mL, en un
medio con NaCl 0.1 M y aforadas con solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en
una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de

0.06 V, en un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s. Metodologia 1.

En presencia de MET en el sistema, se observa que el pico anddico de GUA y ADE es
desplazado tanto en el potencial como en la altura de pico anddico. Respecto a la GUA,
conforme hay mayor concentracion de MET surge un desplazamiento significativamente
positivo del potencial y una disminucién en la altura de pico anddica. Con base a la
concentracion mas baja de MET (0.8 ug/mL) en este sistema ternario, la curva indicativa de
GUA aparece en 29.327 pA de corriente y en 0.846 V de potencial, mientras que para la

concentracion mas alta de MET (80 ug/mL) en este sistema ternario surge en 23.587 pA de
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corriente y a 0.866 V de potencial. Con base a estos datos, se observa que en comparativa a
la GUA-ADE con la GUA-ADE-MET a gran concentracion de 80 ug/mL se desplaza

0.040V, representando un 14.22% de variacion en el potencial.

En cuanto a ADE, conforme hay mayor concentracion de MET surge un desplazamiento
significativamente negativo del potencial y una disminucién en la altura de pico anddica. En
base a la concentracion mas baja de MET (0.8 pug/mL) en este sistema ternario, la curva
indicativa de ADE aparece en 63.965 pA de corriente y en 1.148 V de potencial, mientras
que para la concentracion mas alta de MET (80 ug/mL) en este sistema ternario surge en
54.309 pA de corriente y a 1.158 V de potencial. Con base a estos datos, se observa que en
comparativa a ADE-GUA con la GUA-ADE-MET a gran concentracion de 80 pg/mL se

desplaza 0.010V, representando un 0.88% de variacion en el potencial.

Este comportamiento se asocia con una posible interaccion y formacion de un complejo entre
GUA-ADE-MET a través de la formacion de puentes de hidrogeno entre los grupos
funcionales NH (GUA) y N=C (ADE), y C=0 (GUA) y NH2 (ADE), ademas de que también

Ilega existir mayor unién gracias a las especies oxidadas que se encuentra ya en el sistema.

Puesto que en esta parte del estudio se tienen ambas bases puricas en sistema se decidié

analizarlas por separado.

Anteriormente, se observé visualmente el efecto que presenta MET a las bases puricas en un
sistema ternario (sistema en el que se encuentras las 2 bases pdricas y la MET en un mismo
sistema) y con base a estos resultados se obtuvieron sus porcentajes tanto de GUA sin

interaccionar como del porcentaje del efecto que produce MET a GUA.

Dicho lo anterior, las barras azules en la Figura 23 muestran el pico anddico maximo de cada
curva presente en la Figura 22, esto indica de la misma forma una disminucion, pero ahora
de este modo numeérico (HA). Se muestra que el pico maximo de GUA aparece a 36.059 pA
y conforme se hay presencia de MET comienza a disminuir esa altura de pico anodico dando
valores como 29.327 pA para la concentracién de MET mas baja (0.8 pug/mL) y 23.587 A
para la concentracion de MET maés alta (80 pug/mL). Cabe mencionar que hay una excepcion

en el sistema, ya que al adicionar ADE este no tiende a disminuir y, por el contrario, aumenta
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su corriente eléctricaa 39.532 pA. Esto sucede gracias a que hay un posible enmascaramiento
de la ADE sobre la GUA lo que tiende a aumentar su corriente eléctrica, pero sin perjudicar

al sistema puesto que continua con una tendencia similar al del punto 3.2 de este estudio.
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Figura 23. Altura de pico anddica y porcentaje de GUA sin interaccionar en un sistema ternario, con un medio con NaCl
0.1 My aforadas con solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda
electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en
un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s. Metodologia 1.

Respecto a la linea naranja, representa el porcentaje de GUA que se encuentra sin el efecto
de MET en el sistema, teniendo como el 100% a la GUA ya que al no tener nada mas que
GUA en el sistema, no existe algo con lo que interaccionar. Ahora bien, el aumento que se
tuvo gracias a ADE se muestra como un porcentaje mayor al 100%, pero esto no fue

considerado como una variabilidad ya que la ADE juega un papel crucial.

Por otra parte, al ir aumentando la concentracion de MET va disminuyendo el porcentaje.
Para la primera concentracion de MET (0.8 pg/mL) se observa que disminuye al 81.33%,
valor gue es de suma utilidad para el analisis del estudio. Por otra parte, el valor més alto de
concentracion de MET (80 pg/mL) llega al 65.41% de GUA sin efecto de MET viendo asi
que tiene un mayor efecto de interaccion a grandes concentraciones de MET, como en

similitud a las partes anteriores del estudio.

En esta parte, la ADE juega un papel muy importante ya que al encontrarse otra especie
quimica mas en el sistema se convierte mas competitiva la interaccion y eso lo podemos
observar en comparativa con los resultados del sistema binario de GUA con el sistema

ternario de GUA, ya que para la concentracion mas alta de MET casi llega al 70% de GUA
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sin efecto de MET en el sistema binario, en cambio en el sistema Ternario alcanzo a llegar al
65.41%.

Por otro lado, el efecto que produce la MET a la GUA también es considerado. En la Figura
24, las barras azules indican el valor de disminucion del pico anddico méaximo de cada curva
presente en la Figura 22, ademas los porcentajes de la linea naranja son del efecto ejercido
por la MET.
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Figura 24.Valor de disminucion de las alturas de pico y porcentaje de los efectos de GUA a 10.1 pg/mL y MET a 0.8, 8,

40y 80 pg/mL en un sistema ternario, en un medio con NaCl 0.1 M y aforadas con soluciéon amortiguadora de acetatos a

pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial
de 0 a 1.5V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en un tiempo de pulso de 75 ms 'y a una velocidad de barrido de 32

mV/s. Metodologia 1.

Puesto que no hay MET en los primeros dos sistemas, no hay farmaco con el cual
interaccionar por lo tanto se muestra en 0 esas dos columnas. Para la primera concentracion
de MET (0.8 ng/mL) se tiene el 18.67% del efecto, siendo este el valor que confirma todo lo
anterior con base a la interaccién entre la MET y GUA, puesto que como se Vio, se observa
un desplazamiento de corriente eléctrica en la Figura 22, ademas numéricamente en la Figura
24 muestra este cambio y por altimo porcentualmente cumple con la especificacion del
parametro siendo este mayor al 10%. Conforme a las demas concentraciones se tiene un
mayor porcentaje de efecto de MET sobre GUA, solo es claro mencionar que la

concentracion mas grande de MET casi alcanza el 35% del efecto ejercido sobre la GUA.

Como se menciond, ADE forjo una competencia de interaccion contra GUA, puesto que los

resultados en comparativa del sistema binario con el ternario son muy distintos. En el sistema
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binario para la concentracion mayor de MET casi se alcanza el 30% del efecto mientras que
en este sistema ternario alcanzo el 34.59%, siendo mejor gracias a la presencia de la ADE en
el sistema.

Por otra parte, para la ADE las barras azules en la Figura 25 siguen mostrando el pico anodico
maximo de cada curva presente en la Figura 22, pero ahora de forma numérico (HA).
Observamos que el pico anddico maximo de ADE aparece a 72.778 pA y conforme se hay
presencia de MET comienza a disminuir esa altura de pico anodico dando valores como
63.965 A para la concentracion de MET mas baja (0.8 pg/mL) y 54.309 pA para la
concentracion de MET maés alta (80 pg/mL). Es preciso mencionar que sigue existiendo una
competitividad entre la ADE y GUA por lo que los valores son menores que en un sistema
binario.
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Figura 25. Altura de pico anddica y porcentaje de ADE a 13.5 pg/mL sin interaccionar en un sistema ternario, en un
medio con NaCl 0.1 M y aforadas con solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en
una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de

0.06 V, en un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s. Metodologia 1.

Con base a la linea naranja, representa el porcentaje de ADE que se encuentra sin el efecto
de MET en el sistema, teniendo como base el 100% a ADE inicial. Al ir aumentando la
concentracion de MET va disminuyendo este porcentaje. Para la primera concentracion de
MET (0.8 pg/mL) se observa que disminuye al 87.89%, valor el cual es de gran utilidad para
el estudio. Por otra parte, el valor mas alto de concentracion de MET (80 pg/mL) casi llega
al 70% de ADE sin efecto de MET siendo asi que tiene un mayor efecto de interaccion a

grandes concentraciones de MET, como en similitud a las partes anteriores.
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Para esta parte, la ADE sigue jugando un papel muy importante puesto que la interaccion
esta competida y eso se observa en comparacion con los resultados del sistema binario de
ADE con el sistema ternario de ADE, ya que para la concentracion mas alta de MET casi
llega al 60% de ADE sin efecto de MET para el sistema binario, en cambio en el sistema

Ternario simplemente alcanzo a llegar al 74.62%.

Por otra parte, el efecto que produce la MET a la ADE también es analizado. En la Figura
26, las barras azules indican los valores de disminuciones que tuvieron las alturas maximas
de picos anodicos de la Figura 22, ademas de que también se muestran los porcentajes del

efecto de MET en la linea naranja.
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Figura 26. Valor de disminucién de pico anddica maximo y porcentaje del efecto de MET a 0.8, 8, 40 y 80 pg/mL en un
sistema ternario, con un medio con NaCl 0.1 M y aforadas con solucion amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una
concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con

un pulso de potencial de 0.06 V, en un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s. Metodologia 1.

En la parte de GUA+ADE, no muestra algun valor ya que al no entrar MET al sistema, no
hay forma en que este interaccione con algo puesto que todavia no hay. Para la primera
concentracion de MET (0.8 pug/mL) se tiene el 12.11% del efecto, siendo este el valor que
confirmatorio de lo anterior respecto a la interaccién entre la MET y ADE, ya que como se
vio, se muestra un desplazamiento de corriente eléctrica en la Figura 22, ademas
numéricamente en la Figura 25 muestra este cambio y por ultimo porcentualmente cumple
con la especificacion del parametro siendo este mayor al 10%. Conforme a las demas

concentraciones se tiene un mayor porcentaje de efecto de MET sobre ADE, solo es preciso
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mencionar que la concentracion mas grande de MET sobrepasa el 25% del efecto ejercido
por MET sobre la ADE.

ADE al formar una competencia de interaccion contra GUA, muestra que los resultados en
comparativa del sistema binario con el ternario son muy distintos. En el sistema binario para
la concentracion mayor de MET casi se alcanza el 40% del efecto mientras que este sistema
ternario solamente se alcanzo el 25.38%, aun asi, siendo apto para el estudio mediante sus

especificaciones de interaccion.
3.2.Adenina-Guanina-Metformina

Para la segunda metodologia 2 (adicion inicial de ADE, Figura 27) también se realizé una
caracterizacion, pero ahora de ADE. Ademas, se muestran los desplazamientos de las curvas

con respecto a la concentracion de MET.
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Figura 27. VDP de ADE a 13.5 pg/mL, en un medio con NaCl 0.1 M y aforada con solucién amortiguadora de acetatos a
pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial
de 0 a 1.5V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en un tiempo de pulso de 75 ms 'y a una velocidad de barrido de 32

mV/s. Metodologia 2.

De la misma manera que en las partes anteriores, la Figura 27 ayudd de referencia para
observar las interacciones que se tuvo con relacién al aumento de las concentraciones de las
soluciones de MET. El pico maximo de ADE se muestra en 1.239 V y a 49.957 pA
aproximadamente.
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De igual manera que para la metodologia anterior se haria lectura de ADE y GUA juntas en
el mismo sistema, con la finalidad de mostrar cuéles son sus picos caracteristicos antes de
interaccionar con cualquier producto oxidado de la MET. También, cabe recalcar, en este

punto se realiz6 un ajuste de volumen por las mismas cuestiones que para el analisis de GUA.

Se observa que la ADE por si sola aparece en un potencial especifico a una corriente anddica
caracteristica, pero conforme hay mas especies quimicas en el sistema, como la GUA, hay

cambios en el sistema con respecto al inicial (Figura 28).
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Figura 28. VDP de los efectos de ADE a 13.5 pg/mL y GUA a 10.1 pg/mL en un sistema ternario, con un medio con
NaCl 0.1 M y aforada con solucidn amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda
electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en

un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s. Metodologia 2.

En presencia de solo ADE-GUA en el sistema, se observa que el pico anédico maximo de
ADE fue desplazado a la derecha en el potencial (positivo), asi como disminuyo en la altura
del pico anddico. Este comportamiento se asocia con una posible interaccion entre GUA y
ADE a través de la formacion de puentes de hidrogeno entre los grupos funcionales NH
(GUA) y N=C (ADE), y C=0 (GUA) y NH: (ADE), ademés de que es asociado con el
momento de oxidacion inicial de ADE, por lo que la interaccion no fue igual que la
metodologia anterior. Por otra parte, también se tiene residuos de ADE oxidados que también

contribuyen en las interacciones.
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La tendencia de a mayor concentracion de MET hay una mayor interaccion se sigue
observando en esta parte del estudio (Figura 29) solamente que con algunas caracteristicas

adicionales.

En presencia de MET en el sistema, se observa que el pico anddico de ADE y GUA es
desplazado tanto en el potencial como en la corriente de pico anddico.

En cuanto a ADE, conforme hay mayor concentracion de MET surge un desplazamiento
negativo en el potencial y una disminucion en la corriente de pico anddica, la caracteristica
importante en esta parte del estudio fue que se encontr6 otra posible especie la cual fue
asociada con ADE ya que es evidente la formacion de un nuevo pico en el sistema (0.8 pA
aprox.). Con base a las bibliografias, se podria estar hablando del posible avistamiento de la

2,8-oxoadenina ya que cumpliria con las caracteristicas de potencial.
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Figura 29. VDP de los efectos de ADE a 13.7 pg/mL; GUA a 10.1 pg/mLy MET a 0.8, 8, 40 y 80 pg/mL en un medio con
NaCl 0.1 M y aforadas con solucién amortiguadora de de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda
electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en

un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s. Metodologia 2.

Respecto a la GUA, conforme hay mayor concentracion de MET surge un desplazamiento
positivo del potencial y una disminucion en la corriente de pico anddica, con excepcion de la
lectura de la muestra ADE-GUA-MET 0.8ug/mL, lo que se asocia con la posible interaccion
entre MET-GUA. Ademas, también se observo la aparicion de una nueva especie quimica
relacionada con la GUA y ADE puesto que, evidentemente, se observa un nuevo pico anddico
junto al pico anddico de la GUA (1.15 pA aprox.). Estos comportamientos se asocian con
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una posible interaccion y formacién de complejos entre ADE-GUA-MET a través de la
formacion de puentes de hidrogeno entre los grupos funcionales NH (GUA) y N=C (ADE),
y C=0 (GUA) y NH2 (ADE). Ademaés de que también la ADE esta fungiendo como la especie

mas oxidada del sistema por lo que su desaparicion en el VDP es coherente.

Con base a los potenciales (V) de GUA, cuando esta interaccionada con ADE en el mismo
sistema aparece en 0.916 V, pero en presencia de 0.8 ug/mL de MET esta se desplaza a 0.947
V en el potencial resultando un cambio de 0.031 V, representando un 3.30% de variacion,
que en cambio cuando hay una concentracion mayor (80 ug/mL) esta tiende a desplazarse
méas por el potencial dando un valor de 0.956 V obteniendo un cambio de 0.040 V,
simbolizando el 4.40% de la variacién. Estos valores son de gran utilidad ya que aportan
datos para la evaluacion del cambio en funcién de interactividad.

Respecto a ADE cuando se esta sola en el sistema esta surge en 1.239 V mientras que cuando
esta interaccionando con GUA aparece en un potencial de 1.279 V por lo que tiene un
desplazamiento de 0.040 V, representando un 3.25% de la variacion que se tiene. Para cuando
hay concentraciones de MET no hay curvas caracteristicas de ADE por lo que se sugiere que
esta se encuentra interaccionada en su totalidad. Estos datos de gran importancia ya que nos
evaluan el cambio que ha presentado la ADE en presencia de otras moléculas con actividad

interactiva.

Conforme a estos resultados se obtuvieron sus porcentajes tanto de GUA sin interaccionar
como del porcentaje del efecto que produce MET a GUA, respecto a sus corrientes. Ademas
de que también se obtuvieron los resultados numéricos de ADE y sus porcentajes.

En la Figura 30, las barras azules muestran el pico andédico maximo de cada curva presente
en la Figura 29, esto indica de la misma forma una disminucion, pero ahora de este modo

numérico (LA 0 %).
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Figura 30. Altura de pico anddica y porcentaje de GUA sin interaccionar en un sistema ternario en un medio con NaCl 0.1
M vy aforadas con solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda
electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en
un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s. Metodologia 2.

Observamos que en la adicion inicial de GUA aparece a 22.805 pA y conforme se hay
presencia de MET comienza a disminuir esa altura de pico anodico dando valores como
22.778 WA para la primera concentracién de MET (0.8 pg/mL), 20.930 YA para la segunda
concentracion de MET (8 pg/mL), 20.065 YA para la tercera concentracion de MET (40
pg/mL) y 18.593 pA para la ultima concentracion de MET (80 pg/mL).

Conforme a la linea naranja, representa el porcentaje de GUA que se encuentra sin el efecto
de MET en el sistema, teniendo como el 100% a la GUA ya que esta fue la primera adicion

que se tuvo para el sistema.

Ahora bien, al ir aumentando la concentracién de MET va disminuyendo este porcentaje.
Para la primera concentracion de MET (0.8 pg/mL) se observa que disminuyo a 99.88%,
para la siguiente concentracion de MET (8 ug/mL) llega al 91.77 % de GUA sin interaccionar
viendo asi que no tiene un gran efecto de interaccion de MET. Esto debido a que al oxidar en
primera instancia a ADE se vuelve mas electro-atractiva y competitiva con la GUA siendo
mas interactiva que esta y por ende menos activa.
No fue sino hasta la tercera concentracion de MET (40 ug/mL) que llego al 89.98%, valor el
cual es referente para el estudio. Con esto se observo como la ADE tiene un mayor efecto de
oxidacion que la GUA, ya que necesita de concentraciones mas elevadas de MET para

obtener un cambia significativo.
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Por otro lado, el efecto que produce la MET a la GUA también es representativo. En la Figura
31, las barras azules indican el valor de disminucion del pico anddico méximo de la Figura
29, ademas los porcentajes de la linea naranja que se observan en esta ocasion son del efecto
ejercido de la MET sobre la GUA.
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Figura 31. Valor de disminucion de pico anddico maximo y porcentaje de los efectos de GUA a 10.1 pg/mL y MET a 0.8,
8, 40 y 80 pg/mL en un medio con NaCl 0.1 My aforadas con solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una
concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con
un pulso de potencial de 0.06 V, en un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s. Metodologia 2.

Como era visto al no estar en presencia de MET en el sistema este no puede interaccionar y
con ello no se evalla algun efecto, es por esto por lo que la primera barra se encuentra en
valor 0. Posterior, se visualiza que en la primera concentracion de MET se tiene el 0.12% del
efecto, siendo este un valor pequefio pero importante para la interaccion entre la MET y
GUA, puesto que, la ADE ejerce mayor efecto electro atractivo siendo oxidada primero. No
fue sino hasta la concentracion de 40 ug/mL que se tuvo un porcentaje mas significativo ha
tomado como una posible interaccion, obteniendo un valor de 12.02% de interaccion, siendo
este el valor que confirma lo anterior respecto a la interaccion entre la MET y GUA, ya que
como se vio, se muestra un desplazamiento de corriente eléctrica en la Figura 29, ademas
numéricamente en la Figura 30 muestra este cambio y por ultimo porcentualmente cumple
con la especificacion del pardmetro siendo este mayor al 10%. Conforme a la otra
concentracion se tiene un mayor porcentaje de efecto de MET sobre GUA, solo es preciso
mencionar que la concentracién mas grande de MET sobrepasa el 15% del efecto ejercido
por MET sobre GUA.
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Los resultados en comparativa entre ambas metodologias para GUA son muy distintos. En la
metodologia 1 para la concentracion mayor de MET se obtuvo un 25.38% del efecto mientras
que en la metodologia 2 se alcanzo el 18.47%, aun asi, siendo apto para el estudio mediante

sus especificaciones de interaccion.

En la Figura 32, las barras azules, muestran el pico anddico maximo de cada curva presente
en la Figura 29, pero ahora de forma numérica (LA). Observamos que el pico anddico
méaximo de ADE aparece a 49.957 HA y conforme se hay presencia de MET comienza a

disminuir esa altura de pico anddico dando valores como 43.936 PA para la adicion de GUA.

Lo que es importante resaltar en esta parte es la fuerza electro-atractiva que muestra la ADE
con mayor orden de oxidacion, puesto que al interaccionar con MET esta desaparece su curva

por completo dejando en 0 esa parte.
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Figura 32. Altura de pico anddica y porcentaje de ADE a 13.5 pg/mL sin interaccionar en un sistema ternario en un medio
con NaCl 0.1 My aforada con solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda
electroquimica tipica de 3 electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en

un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s. Metodologia 2.

Respecto a la linea naranja, indica el porcentaje de ADE que se encuentra sin el efecto de
MET en el sistema, tomado como el 100% al valor de pico anddico de ADE sola en el sistema.
Al agregar GUA al sistema, la ADE interactia con GUA transformando su pico anddico y
cumpliendo con el parametro del 10%. Pero, ahora bien, al agregar MET toda curva
relacionada con ADE desaparece del sistema dejando nuevas curvas en el sistema que tienen

cierta relacion con la base purica (ADE). Este fenOmeno se asocid con la posible fuerza de
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oxidacion e interaccion que tiene la ADE conforme a las deméas moléculas quimicas que hay

en el sistema y también por su orden de oxidacién en el sistema.

Por otra parte, el efecto de la MET fue del 100% sobre ADE ya que, al interaccionar con esta
molécula, provoca un cambio en el sistema de gran escala. Estos resultados en relacion con
los resultados que se tuvieron para GUA indican que en realidad la ADE tiene un efecto
electro atractivo mas fuerte que la GUA y que la Metodologia de inicio si importan gracias a

la alta propiedad atractiva que tiene la ADE oxidada.
3.5. Relacién Estequiométrica

Para un mejor analisis, se cuantifico cual es la relacion estequimetrica que se presenta entre

la MET vs GUA y entre la MET vs ADE.

Para GUA se muestra que tiene una relacion 4:1 (Figura 33) con la MET, por lo que

interaccionan 4 moleculas de MET con 1 molecula de GUA.
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Figura 33. Relacidn estequiométrica de GUA-MET en un medio con NaCl 0.1 M y aforadas con una solucion
amortiguadora de de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3
electrodos, con una ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en un tiempo de pulso de 75

ms y a una velocidad de barrido de 32 mV/s.

Estas posibles interacciones se dan entre los grupos Amino de la MET y los grupos Carboxilo

de la GUA oxidada.

Por otra parte, la ADE muestra que tine una relacion 3:1 (Figura 34) con la MET por lo que

interaccionan 3 moleculas de MET con 1 molecula de ADE.
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Figura 34. Relacion estequiométrica de la ADE en un medio con NaCl 0.1 M y aforadas con una solucién amortiguadora
de de acetatos a pH 4.5, con una concentracion de 0.1 M, en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos, con una
ventana de potencial de 0 a 1.5 V, con un pulso de potencial de 0.06 V, en un tiempo de pulso de 75 ms y a una velocidad
de barrido de 32 mV/s.

Estas posibles interacciones se dan entre los grupos Amino de la MET y los grupos Carboxilo

de la ADE oxidada.
IVV. Conclusién

Se ha logrado el objetivo de estudiar la interaccion entre los productos de oxidacion de la
metformina con el ADN utilizando voltamperometria diferencial de pulso. Los resultados
obtenidos proporcionan evidencia sélida de la influencia de los productos de oxidacién de la
metformina en la respuesta electroquimica de las bases pdricas del ADN. Estos hallazgos
tienen implicaciones significativas en el &mbito de la farmacologia, y sugieren la necesidad
de futuras investigaciones para comprender la naturaleza y el alcance de esta interaccion, lo

que podria tener implicaciones importantes para la terapéutica de la diabetes y la
farmacologia en general.
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