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Resumen: La técnica calorimétrica insignia para la obtencion de parametros termodinamicos como
la constante de afinidad (Ka), la entalpia (AH) y la entropia (AS) de un proceso, es la titulacion
isotérmica calorimétrica (TIC). Las principales aplicaciones de la TIC en el estudio de interacciones
proteina ligando y la formacién de complejos equimolares de inclusién y de coordinacién, son la
evaluacion de la estabilidad frente a diferentes condiciones de reaccidn, la seleccion de inhibidores,
estimacion del efecto terapéutico, estimacion de la actividad enzimatica, y estudio de la
espontaneidad de los procesos. Ademas exhibe ventajas como la obtenciéon de los parametros
termodinamicos en un solo experimento, no es totalmente destructiva, no requiere modificacion
(pretratamiento) de las muestras, y es 1til en matrices turbias. De otro lado, las desventajas de la
TIC estan ligadas a una sensibilidad a la presencia de impurezas, tiempos de experimentacion
relativamente largos (>30 min) y a la compleja aplicacion de modelos matematicos para obtener los
resultados termodinamicos. No obstante, se concluye la gran relevancia de la técnica en la farmacia
por lo que se debe incentivar el entendimiento de los fundamentos fisicoquimicos y técnicos de la
TIC para el uso provechoso de esta y otras técnicas analiticas similares.
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1. Introduccion.

Dentro de la formacién conceptual que fundamenta el quehacer del quimico
farmacéutico, se encuentra el estudio de los principios de la termodindmica; rama del
saber con poca acogida o cierto grado de reticencia por su nivel de complejidad [1]. Sin
embargo, esta aversion ocasiona que los estudiantes de pregrado subestimen la
importancia y aplicabilidad de esta area, dejando de lado la posibilidad de entender los
parametros termodindmicos que describen procesos quimicos y fisicos de asociacion, ya
sea de naturaleza inorganica como las entidades de coordinacion, bioquimica como los
complejos de inclusién o los sistemas tipo proteina-ligando equimolares [2].

Los parametros termodinamicos, como el cambio en la energia libre de Gibbs o en la
entalpia, son variables cuantitativas que permiten describir el comportamiento
energético de un sistema y proporcionan informacién esencial sobre la espontaneidad; o
la liberacién o absorcion de calor durante el proceso [3]. Ademas, esta informacion es ttil
para entender la naturaleza de los procesos quimicos y fisicos de asociacién, mediados
por interacciones intermoleculares, o la formacion - ruptura de enlaces, lo que permite
optimizar las condiciones experimentales para favorecer un resultado deseado, o incluso
comparar la estabilidad de los sistemas [4].
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La medicidn de tales parametros termodindmicos se hace a través de la estimacion del
calor intercambiado durante un proceso, a través de dispositivos sensibles y eficientes
para cuantificar estas variaciones: los calorimetros [5]. Estos dispositivos miden sefiales
analiticas, como la temperatura o la potencia, que son valores cuantificables obtenidos
como respuesta a un estimulo aplicado [5]. Las técnicas analiticas enfocadas en
cuantificar el calor asociado a un proceso dependiendo de las condiciones de operacion,
magnitud de medida, y metodologia a seguir se les conoce como calorimetrias a presion
o volumen constante, de inmersidn, diferencial de barrido, etc. La calorimetria estandar
para la obtencién de todos los parametros termodinamicos en un solo experimento, a
presion constante, es la titulacion isotérmica calorimétrica (TIC) [6].

La TIC es una técnica que permite medir directamente, en un solo experimento, los
intercambios de calor generados por interacciones moleculares, sin la necesidad de
modificaciones en las moléculas de estudio, y con esto, permite la obtencién directa de
parametros termodindmicos como la constante de asociacion (Ka), la relacion
estequiométrica de la reaccion (n), los cambios en la entalpia (AH), la entropia (AS) y la
energia libre de Gibbs (AG) [7].

El estudio de la formacién de sistemas proteina-ligando y entidades de coordinaciéon
son fundamentales en farmacia, ya que estos procesos determinan la eficacia,
selectividad y estabilidad de farmacos [8]. Muchos medicamentos acttian al modular la
actividad proteica por medio de interacciones intermoleculares, lo que influye en su
biodisponibilidad y mecanismo de acciéon. Un ejemplo relevante es la unién de
inhibidores (reversibles) de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), utilizada en
el tratamiento de la hipertensién, donde la estabilidad del complejo proteina-farmaco es
necesaria para evaluar la efectividad [9]. Asimismo, los complejos metalicos, como el
cisplatino, dependen de los enlaces de coordinaciéon con biomoléculas para ejercer su
actividad antitumoral [10].

La mayor parte de la literatura enfocada en el estudio de interacciones proteina-
ligando y la formacion de compuestos equimolares, evidencia el uso de la TIC para la
determinacion de los parametros termodinamicos de los procesos de asociacion, lo que
la convierte en una técnica valiosa para el campo de la farmacia. La interpretacion de
estos valores se ha utilizado en la caracterizacion y reconocimiento molecular, desarrollo
de sistemas de liberacion y la optimizacion de algunas propiedades biofarmacéuticas
[11]. Como en el caso de la clorpropamida, un antidiabético, que al formar complejos de
inclusion con ciclodextrinas mejora ampliamente su solubilidad [12].

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente trabajo busca exponer los fundamentos de
la TIC, su uso en el estudio de la formacion de complejos equimolares (de inclusiéon y
coordinacidn) e interacciones proteina-ligando equimolares permitiendo el acercamiento
de estudiantes de pregrado en ciencias y otros lectores hacia los fundamentos tedricos y
la utilidad del analisis termodinamico resultante del empleo de esta técnica.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

e Exponer los fundamentos tedricos relacionados con la titulacién isotérmica
calorimétrica permitiendo establecer las aplicaciones potenciales en el campo
de la farmacia, a través del estudio termodinamico de la formacién de
complejos e interacciones proteina-ligando equimolares, todo esto mediante la



3 0f25

busqueda, lectura, organizacion y analisis de la informacién obtenida de
distintas fuentes bibliograficas de elevado rigor cientifico.

1.1.2 Objetivo especificos

e Explicar los fundamentos tedricos, matematicos y termodinamicos de la
titulacion isotérmica calorimétrica mediante la consulta de diferentes fuentes
bibliograficas.

e Establecer las aplicaciones mas relevantes de la titulaciéon isotérmica
calorimétrica en el campo de la farmacia a través del estudio termodindmico
de la formacién de complejos e interacciones proteina-ligando equimolares.

o Identificar las ventajas y desventajas de la titulacion isotérmica calorimétrica
como método directo frente a otras técnicas indirectas empleadas para la
determinacién del perfil termodindmico de interacciones intermoleculares en
la formacién de complejos y sistemas proteina-ligando equimolares.

2. Materiales y métodos

Para cumplir con los objetivos propuestos se realizé una busqueda sistematica para la
recopilacion de articulos con la siguiente ecuacidon de buisqueda ("Isothermal titration
calorimetric') AND (Protein OR Ligand OR Complex) AND (Drug) AND
(thermodynamic) AND (Enthalpy OR Entropy) AND (Heat). Se emplearon bases de
datos como Science Direct, ResearchGate, Springer Nature Link, American Chemical
Society y PubMed NIH con las cuales se obtuvieron alrededor de 272 articulos.

Sobre los articulos recuperados se aplicaron los siguientes criterios de inclusion y
exclusion:

e Idiomas restringidos a espafiol e inglés

e Fecha de publicaciéon no anterior a 2003

e Un numero minimo de cinco citaciones previas por parte de otras fuentes
académicas.

e Tipo de documento limitado a: Articulos cientificos, capitulos de libro,
protocolos o material académico equivalente y relevante.

Para el proceso de revision y cribado de los articulos, se utiliz6 la herramienta Rayyan
[13], lo cual permitio realizar una evaluacion sistematica de los titulos y restimenes, asi
como identificar y eliminar duplicados de manera eficiente. Posteriormente se
seleccionaron 55 documentos que sirvieron como base bibliografica y se clasificaron en
cinco grupos de informacion:

e Fundamentos teoricos (33)
¢ Funcionamiento (15)

e Instrumentacion (4)

e Aplicaciones (30)

e Ventajas y desventajas (10)

3. Resultados
3.1 Fundamentos de la termodindmica

La termodindmica es una ciencia, proveniente de una rama de la fisica, encargada del
estudio de la energia, y como esta se manifiesta y transfiere en forma de calor y trabajo.
[14]. Los sistemas en termodinamica se definen como una porcion especifica en el universo
que es el objeto de estudio. Existen tres tipos de sistemas termodindmicos: abierto, cerrado
y aislado. Un sistema abierto permite tanto el intercambio de energia como de materia con
el entorno. Un sistema cerrado concede el intercambio de energia, pero no de materia y,
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por ultimo, un sistema aislado no permite el intercambio ni de energia ni de materia con
los alrededores. La existencia de estos tres tipos de sistemas esta ligado al concepto de
pared/limite o frontera, el cual hace referencia a la “envoltura” o borde que delimita al
sistema de su entorno; si ésta permite el intercambio de energia se denomina pared
diatérmica, pero si no lo hace, se conoce como adiabatica. [6,14,15].

Un ejemplo para entender estos conceptos es el sistema tipo pistén adiabatico, que
consiste en una gran camara cilindrica cerrada, similar a una jeringa, separada por una
pared movil que divide dos gases. Si uno de los gases ejerce una mayor presién, debido
al trabajo de expansion, podra mover la pared, pero no habra transferencia de energia en
forma de calor al otro gas. En cambio, si la pared es diatérmica, permitira la transferencia
de calor entre ambos gases [16].

La termodinamica centra su atencién en el flujo de energia, pero ;qué es la energia?
Desde la fisica mecanica es la capacidad que tiene un sistema para efectuar un trabajo
(w=F*x=xcosf), donde la fuerza (F) aplicada sobre el objeto debe generar un
desplazamiento (x) en la misma direcciéon que la fuerza [17]. La definicién anterior es muy
limitada, por lo que se hace necesario concebir al trabajo como energia transferida de
manera ordenada y coordinada en un sistema que ocasiona un movimiento direccionado
de las particulas constituyentes [18]. Un ejemplo de trabajo es la expansién de un gas
dentro de un pistén movil que sostiene un cuerpo, ya que el aumento de volumen del gas
puede trasladar un émbolo de una posicidn inicial a una final, generando un movimiento
de dicha masa. Otro ejemplo es una reaccion quimica que produce una corriente eléctrica
y se transporta a través de una resistencia, el trabajo generado por la reacciéon genera un
movimiento ordenado de electrones a través de una fuerza que se le opone [15].

Adicionalmente al trabajo, el calor (q) es otra manera de transferir energia, pero
involucrando un movimiento cadtico/desordenado de las particulas y aunque éste
obedece a la existencia de un gradiente de temperatura, cumple con la direccionalidad de
flujo que va desde el punto de mayor hacia el de menor temperatura hasta alcanzar el
equilibrio térmico [19]. Sin embargo, se debe tener en cuenta que no todos los procesos
que implican intercambio de calor son consecuencia de cambios en la temperatura del
sistema. Por ejemplo, los cambios de estado son de caracter isotérmico, es decir, ocurren
a temperatura constante [20]. Esto se debe a que la temperatura no representa la cantidad
de energia, sino un indicador del estado térmico del sistema [20].

Hacer mencién del equilibrio térmico implica definir equilibrio, el cual es un estado en
el cual todos los intercambios, flujos o fuerzas entre dos sistemas se contrarrestan entre si,
anulando o compensandose mutuamente, resultando en una ausencia de cambios netos
en los sistemas, por lo tanto, el equilibrio térmico hace referencia a la condicién en donde
todos los cuerpos que constituyen un sistema se encuentran a la misma temperatura [21];
este también se conoce como principio cero de la termodinamica [22].

La primera ley de la termodindmica establece el concepto de energia como una
magnitud conservativa ya que esta no se crea ni se destruye, solo se transforma [23]. Se
define matematicamente como AU = q + w donde AU representa el cambio en la energia
interna del sistema y se considera como la suma de todos los tipos de energia. [24]. A
diferencia del calor y el trabajo, la energia interna AU (asi como la entalpia AH, y la energia
libre de Gibbs, AG), si es una funciéon de estado por lo que su valor solo depende del
estado inicial y final del sistema, y no del camino que se siga para llegar de un estado a
otro [25].
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El cambio de entalpia (AH) representa una medida cuantitativa de la cantidad de
energia en forma de calor intercambiada en un sistema a presién constante, por lo tanto,
AH = q, [1]. En una reaccién quimica efectuada isobaricamente, el cambio de energia
involucrado en la formacién de un mol de compuesto a partir de sus elementos se conoce
como entalpia de formacion (AHs). Asi mismo existen otros tipos de entalpia como la de
disolucion (AHadis), neutralizacidon, combustion, etc [25]. El signo del cambio de entalpia
permite evaluar si un proceso es de caracter endotérmico o exotérmico, a presion
constante [14,25], sin embargo, este valor no es suficiente, por si mismo, para explicar por
qué algunas reacciones se llevan a cabo espontdneamente a una temperatura especifica,
por lo cual se hace necesario involucrar el concepto de la entropia, abordado desde la
segunda ley de la termodindmica.

La entropia se puede entender como una medida del desorden, aleatoriedad o
dispersion de la energia de un sistema. Esta asociada al nimero de microestados posibles
en los que se puede organizar un sistema y depende de la cantidad de energia en forma
de calor que se cede o se obtiene, en relacion con la temperatura absoluta.
Matematicamente, se expresa como S = q/ 7 en los sistemas mds simples. Un ejemplo para
entender el concepto de entropia es la fusién del hielo en un vaso de agua caliente;
inicialmente, las moléculas de agua en el hielo estan ordenadas en una red cristalina (baja
entropia) pero al darse el cambio de estado, las moléculas se dispersan, aumentando el
desorden y el nimero de microestados accesibles, generando un cambio positivo en la
entropia del sistema (AS>0) [26].

La segunda ley de la termodinamica establece que la entropia en un proceso aislado
siempre tiende a aumentar con el tiempo, por lo tanto, los procesos que ocurren
espontaneamente, es decir, que ocurren sin la intervencion de alguna magnitud externa,
tenderan a migrar hacia un estado de mayor desorden [25]. Sin embargo, para comprender
completamente este concepto es necesario considerar su valor en condiciones de orden
molecular extremo. El cero absoluto es un punto teérico donde hay una ausencia casi total
de energia cinética, por lo cual el movimiento molecular es casi nulo, alli la entropia de
una sustancia cristalina perfecta, es decir, una estructura con el maximo orden y libertad
minima de movimientos a nivel atéomico es cero, como dicta la tercera ley de la
termodinamica [14]. En este orden de ideas, el valor numérico del cambio en la entropia
permite predecir de alguna manera si un proceso sera espontaneo bajo ciertas condiciones
al considerar que su valor sea positivo, es decir que incremente con el tiempo [26].

Otra funcion de estado termodinamica que da cuenta de la espontaneidad de un
proceso es la energia libre de Gibbs (AG), que esta relacionada con la cantidad de energia
disponible en un sistema para realizar un trabajo, a una presién constante y a una
temperatura determinada. En el contexto de la quimica, esta funcién describe la cantidad
de energia util por mol de sustancia y depende de la temperatura junto con el cambio de
la entropia y la entalpia, como lo indica la siguiente ecuacién AG = AH — TAS [27]. Si AG>0
el proceso no es espontaneo a esas condiciones de presién y temperatura; si AG<0 el
proceso es espontaneo, y si AG=0 el sistema se encuentra en equilibrio [28]. Un ejemplo
para entender el concepto de energia libre de Gibbs es un sistema donde se disuelve NaCl
en un vaso de agua, la disolucién se da de manera espontdnea porque la entropia del
sistema aumenta considerablemente debido a la disociacién de los iones de sodio y cloruro
en el agua, sin embargo, en este proceso la entalpia no cambia significativamente por lo
cual el proceso es espontaneo porque esta impulsado entrépicamente [28].

La descripcion del comportamiento térmico de un sistema es importante para
comprender su espontaneidad, estabilidad y naturaleza de la interaccién [3]. Sin embargo,
los parametros termodindmicos no pueden medirse directamente, pero se pueden inferir
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a partir de cambios del calor calculado a través de la medicién de la potencia. En este
sentido es esencial el uso de técnicas experimentales que permitan cuantificar el calor
intercambiado, y asi obtener los valores de la entalpia, entropia, energia libre de Gibbs y
demas parametros termodinamicos de un proceso [29]. Entre estas técnicas, la TIC es
considerada el método por eleccion para la determinacion de los parametros
termodindmicos en procesos quimicos y fisicos de naturaleza bioquimica e inorganica
como la formacién de complejos de inclusion o entidades de coordinacion [30].

3.2 Definicion de la titulacion isotérmica calorimétrica

La titulacion isotérmica calorimétrica (TIC) es una de las técnicas calorimétricas a
presion constante que se basa en la deteccion de fluctuaciones extremadamente pequenas
de sefiales eléctricas, como corriente, voltaje o potencia (vatios), que estan correlacionadas
directamente con la cantidad de calor intercambiado durante un proceso. Gracias a su alta
sensibilidad, la TIC permite determinar parametros termodindmicos fundamentales,
como la constante de afinidad (Ka), los cambios en la energia libre de Gibbs (AG), entalpia
(AH) y entropia (AS), junto a la relacion estequiométrica (n). Lo que la convierte en una
herramienta valiosa en el estudio de sistemas proteina-ligando y la investigacion en la
formacion de complejos (Inclusion y coordinacion) [5,30,31].

El término “isotérmica” se debe a que el experimento se lleva a cabo a temperatura
constante, esto significa que cualquier cambio en la sefial calorimétrica se debe
exclusivamente a los procesos quimicos o fisicos que ocurren en la solucién, y no a
fluctuaciones de temperatura externa. Para garantizar esta isotermicidad, el calorimetro
TIC esta disefiado con un sistema de control térmico altamente preciso que mantiene al
minimo la diferencia de temperaturas entre una celda de referencia y la celda de estudio
[5]. Para garantizar el equilibrio térmico, el instrumento proporciona o retira energia en
forma de potencia térmica mediante una resistencia calefactora controlada por corriente
eléctrica [17].

La palabra titulacion se debe a que la metodologia para llevar a cabo el experimento se
asemeja a una titulacion clasica, donde la interaccién dentro del calorimetro se controla a
través de pequefias adiciones de agente titulante a un volumen conocido de analito, y
cuando esto sucede ocurre un intercambio de energia en forma de calor, que genera una
sefal proporcional (cambio en la corriente) similar a la respuesta del cambio de color de
un indicador o una sefial detectada por un instrumento de medida como un
potenciémetro [32].

3.3 Instrumentacion del equipo TIC

Existen diferentes tipos de dispositivos TIC sin embargo la estructura basica del equipo
se compone de las siguientes partes:

e Celda de muestra (o estudio): Contiene la solucién del analito (por ejemplo,
una proteina) y es donde se lleva a cabo directamente la titulacién [29].

e Celda de referencia: Llena con un solvente inerte, se utiliza para equilibrar las
variaciones térmicas y garantizar una medicion precisa [29].

e Sistema de inyeccion: También conocido como microinyector, contiene la
sustancia que funciona como ligando y adiciona los voliimenes exactos a la
celda de muestra que estan en el rango de los microlitros (uL) [33].

e DParedes adiabaticas: Impiden el intercambio de energia con el entorno,
evitando la pérdida de energia al exterior, ademas aseguran que las reacciones
ocurran a presidn constante. Las paredes estan en su mayoria construidas con
materiales aislantes como ceramicas o polimeros [33].
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Figura 1. Estructura basica de un dispositivo TIC [7].

Ademas, estas celdas cuentan con diferentes tipos de sensores que permiten detectar
minimas diferencias de temperatura entre las dos celdas; por otro lado, el equipo dispone
de sistemas de control térmico que permiten mantener la diferencia de temperaturas entre
la celda de estudio y de referencia lo mas cercana posible a cero [34].

Sensores de temperatura: Existen tres tipos de sensores utilizados generalmente en los
dispositivos TIC y son capaces de medir temperaturas en el rango de micro kelvin.

e Los termopares: Los cuales funcionan gracias al efecto Seebeck, fenémeno
termoeléctrico que genera una diferencia de voltaje cuando hay una diferencia
de temperatura entre dos uniones de materiales conductores o
semiconductores diferentes y donde precisamente ese voltaje es proporcional
a la diferencia de temperatura [34]

e Los detectores de temperatura por resistencia (RTD): Funcionan a partir de
una propiedad de metales como el platino, en la que la resistencia eléctrica
aumenta proporcionalmente con el incremento de la temperatura [34].

¢ Los termistores: Elaborados de materiales semiconductores (componentes con
conductividad eléctrica intermedia) cuya resistencia eléctrica varia con la
temperatura de manera especifica [34].

Sistemas de control térmico: Son los mecanismos que aseguran que las mediciones de
calor sean precisas minimizando las fluctuaciones no deseadas de temperatura. Su
funcién principal es mantener la celda de referencia y la celda de muestra en equilibrio
térmico, compensando cualquier cambio inducido por la reaccién quimica en la celda de
muestra. Existen dos sistemas que son:

e Sistemas con efecto Peltier: Relacionado al efecto Seebeck, genera un
enfriamiento de uno de los metales al aplicar una corriente eléctrica, [34].

e Lasresistencias Funcionan incrementando su temperatura en funcién del flujo
de corriente eléctrica que las atraviesa. Este calentamiento ocurre porque los
electrones chocan con los atomos del material, transfiriendo parte de su
energia cinética. [17].

Los sistemas de control térmico en la TIC aseguran que cualquier cambio de
temperatura detectado sea exclusivamente consecuencia de la interaccion proteina-
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ligando o de la formacion de complejos, permitiendo mediciones termodinamicas
confiables que seran procesadas por la unidad de analisis de datos

e Unidad de analisis de datos: Convierte las sefiales térmicas en curvas de calor
liberado o absorbido, permitiendo calcular parametros termodindmicos como,
la afinidad de unién (Ka), la estequiometria (n) de la reaccién, y los cambios
en la entalpia la entalpia (AH), la entropia (AS) y la energia libre de Gibbs (AG)
[33].

3.4 Funcionamiento del equipo TIC

Para el funcionamiento de la TIC generalmente se debe seguir el siguiente proceso
[31].

1. Planeacion del experimento: Se define la concentracién exacta a emplear del
analito (Proteina o compuesto de interés), ya que los calculos termodinamicos
dependen directamente de la relacion estequiométrica entre los componentes en
solucion. Una concentracion incorrecta puede afectar la determinacion precisa de
parametros como Ka, AH y AG [31]. Ademads, concentraciones inadecuadas
pueden llevar a sefiales térmicas demasiado débiles para ser detectadas o, por el
contrario, a una saturacion temprana del sistema, impidiendo la correcta
interpretacion del proceso [35].

2. Planeacion de la titulacion: Se determina la concentracion del agente titulante que
actuara como “ligando”, ademas de definir los intervalos de tiempo entre
inyecciones y volimenes a adicionar que suelen estar entre 2 - 100 pL [3].

3. Llenado de contenedores: Se llena la celda de muestra con el analito de interés
(por ejemplo, una proteina), la celda de referencia con el mismo solvente de la celda
de interés (sin la proteina), y la jeringa con el agente titulante (el ligando),
posteriormente se inicia con la titulacion [3].

4. Medicion de la variacion térmica: Se inicia la titulacidn, el equipo aplica un trabajo
constante (Voltaje) para mantener al minimo la diferencia de temperaturas entre
las dos celdas; con el tiempo la temperatura empieza a variar debido a los
intercambios de energia dentro de la celda de estudio, por lo que el dispositivo
ajusta la cantidad de corriente eléctrica para compensar estas fluctuaciones [17].

5. Generacion de la curva de calorimetria: Los picos se van registrando en una curva
calorimétrica, que relaciona las fluctuaciones de la potencia (uJ/s o pcal/s) en
funcion del tiempo como se observa en la figura 2. En la curva se evidencian tres
etapas principales.
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Figura 2. Tlustracion general de una curva calorimétrica obtenida de un experimento TIC. [36]

e Etapa 1: Se mantiene una linea base estable que corresponde al trabajo
constante que mantiene el equipo, como las dos celdas se encuentran en
equilibrio térmico, no hay transferencias de energia y por ende no hay
diferencias de temperatura [29].

e Etapa 2: Posteriormente se registran los primeros picos de calor, intensos
debido a la gran disponibilidad de sitios de unién del analito, ademas, a
medida que se registran mas picos, se observa una tendencia a disminuir,
debido a la saturacién del analito [29].

e Etapa 3: Por ultimo, cuando se saturan por completo los sitios de unién del
analito, las inyecciones subsecuentes de titulante no generan sefales
significativas, por lo cual la curva vuelve a la linea base [29,30].

Ya que el equipo no discrimina entre las diferentes fuentes de variacion de calor que
puedan alterar la temperatura de la celda de estudio, se debe asegurar que los
intercambios de energia dentro del experimento sean producto de la interaccion del
agente titulante con el analito, siendo necesario determinar las diferentes fuentes externas
de calor y reducirlas. Una de estas fuentes es el calor de dilucién, presente cuando los
solutos entran en contacto con el solvente al iniciar la titulacién; para minimizar este valor
es necesario asegurar que ambas moléculas compartan el mismo solvente, evitando al
maximo las impurezas; ademads estimar dichos calores de dilucién (tanto para el analito,
el agente titulante y el solvente) por medio de experimentos separados, permitiendo
obtener el calor del blanco. Una vez obtenidos, el equipo corrige los calores
intercambiados por medio de una simple ecuacion Gerregidzo = Geatcutado — 9pis—tigando —

Apis—pProteina — 4Blanco [5/35]'

Con lo anterior, los picos de potencia obtenidos actuaran como indicador de la
ejecucion de la interaccidn o reaccion de interés.

3.5 Tratamiento de datos obtenidos por la TIC

En la Figura 2 se ilustran los picos de potencia térmica obtenidos con cada inyeccién
de ligando al analito. El concepto de potencia (P) se refiere a la tasa a la cual se libera o
absorbe calor en una interaccién entre moléculas. Para determinar el calor neto
involucrado en cada uno de los picos de potencia, se usa la siguiente ecuacion q = [ P * dt,
es decir se integra la potencia respecto al tiempo, lo que permite calcular el calor del
proceso [5]. En términos précticos, esto significa que el area bajo la curva de un pico en
una grafica de potencia vs tiempo representa el calor total involucrado en dicha
interaccion.
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Al conocer el volumen de agente titulante afiadido, es posible determinar su cantidad
en moles, estos se pueden relacionar con el calor por inyeccién (q/mol). Es importante
aclarar que este valor no es el cambio en la entalpia del sistema (AH) porque no todo el
ligando inyectado se une a la proteina, este valor solo refleja el calor por mol inyectado
del agente titulante. La entalpia de union, es decir el calor producido por las moles de
complejo ligando-proteina, se calcula posteriormente a través del grafico [7].

Luego los calores netos obtenidos son graficados en una nueva curva calorimétrica en
funcién de la relacién molar entre agente titulante y analito como se ve en la parte inferior
(B) de la figura 3 [29].

Tiempo (min)
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Figura 3. Ilustracion general de curvas calorimétricas combinadas obtenidas en un experimento TIC.
[7]-

Para interpretar los datos obtenidos a partir del experimento y obtener los
parametros de AH y K, es necesario usar un modelo matematico de union, que permite
ajustar los datos a la curva obtenida a través de una regresion no lineal [29]. Todos los
modelos parten de la ecuacién quimica general [Proteina] + [Ligando] < [Complejo], a
partir de esta ecuacion se hace referencia a la expresion matematica de constante de
equilibrio [comptejo] _ _ [PLL "pyisten diferentes modelos de unién que pueden ser

[Proteinal[Ligando] [P][L]
utilizados por el sistema TIC, algunos de estos son:

e Uniodn secuencial: Utilizados cuando el agente titulante (Ligando) puede
unirse a multiples sitios en la molécula de analito (Proteina) y la unién de
una molécula de agente titulante altera la afinidad de los siguientes sitios de
union. Este modelo de interacciéon genera constantes de equilibrio (o

disociacion) diferentes en cada etapa de la union en el analito K; = [[:]L[]Ll] K =
PL] .

ﬁ donde “j” corresponde al siguiente sitio de union [5,37].
j-1

e Uniodn independiente: Utilizados cuando el ligando puede unirse de manera
independiente a multiples sitios en la proteina, por lo cual cada sitio cuenta
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con su propia constante de afinidad, y por ende con su propia fraccién de
sitios de unidn a proteina ocupada por el ligando “6” [5,37].

e Un solo sitio de unidn (o sitios idénticos): Utilizado cuando una tnica
molécula de agente titulante (Ligando) interactia con una de analito
(Proteina), modelo ideal para las interacciones proteina ligando equimolares
[31].

Cabe resaltar que los dispositivos TIC cuentan con softwares especializados, como el
MicroCal PEAQ-ITC, que pueden utilizar diferentes modelos que permitan ajustar los
parametros termodinamicos a los valores reales [31].

Para un modelo 1:1 con un solo sitio de unidn entre ligando y proteina se parte de la
siguiente ecuacién Lt = [L] + Mt(nf) (1) que permite calcular la concentracién total de
ligando en la celda de estudio “Lt” al sumar la concentracion de ligando libre en la celda
“[L]” y la concentracién de ligando unida a la proteina. Para determinar este valor
mencionado se relaciona la concentracion total de proteina “Mt” (independientemente de
que esté libre o unida al ligando); con el nimero de sitios de unién disponibles en la
molécula “n” (Gnico sitio de unién = 1); y con la fraccién de proteina ocupada por el
ligando “6” [5].

Para determinar la fraccién de proteina ocupada por el ligando en la i-ésima

inyeccién, que es la proporcion de proteina unida al ligando en relacién con la proteina
[PL]

total, se utiliza la ecuacion 6 = que al reemplazar [PL] = K[P][L], da como

(PI+[PL] :

resultado 8 = —PI_ 15 cyal se reajusta para obtener la ecuacién 6; = [L]Lk, (2). Esta
[P1+K[P][L] 1+[L]ik

ecuacion se reemplaza en la (1), obteniendo Lt = [L] + Mt(n) (1%[];;]() donde su variacion

[L]ik
1+[L];k
volumen de inyeccién “V;” por la concentracién inicial de ligando en el inyector “[Lo]”
obteniendo las moles inyectadas de ligando en la celda, luego estas moles se dividen por
el volumen inicial de la celda “V,”. Para las siguientes inyecciones se deben sumar las
moles previamente inyectadas en la celda, calculadas a través de la multiplicacion de
concentracion previa total de ligando en la celda de estudio “Lt;_;” y el volumen
corregido a través de V, — V;. Esta correccion se hace con la finalidad de compensar el
aumento de volumen que supone la adicién de ligando. Toda la operacién para da como

_ [Lo]*Vi+Ltj_1*(Vo—

resultado la siguiente ecuacion Lt; = ” 4 (4) [37].

para cada inyeccién es Lt; = [L]; + Mt(n) ( ) (3). Para calcular “Lt” se multiplica el

El calor obtenido por cada inyeccion de ligando “qi” depende de las moles de ligando
que se unen a la proteina en esa inyecciéon. A su vez, estas moles dependen de la
concentracion de proteina que se unid al ligando en esa inyeccién, obtenida al multiplicar
la “Mt” por “8;” y por “n”. Una vez calculada esta concentracion se multiplica por el “V,”
para calcular el nimero de moles. Por ultimo, estas moles se multiplican por “AH” para
obtener “qi”. Toda esta operacion se resume en la siguiente ecuacion qi = AH * Vo * Mt *
0; * n (5). Por tltimo, los calores netos por cada inyeccién se obtienen a través de Ag; =
q; — qi—1 (6). En este punto se hace el ajuste de la curva (regresién no lineal) ya que las
ecuaciones 2, 3 y 5 tienen dos incdgnitas, para resolverlas se asumen valores de Ky AH,
luego el modelo calcula valores de [L] por medio de la ecuacién 3, después se calcula 6;
por medio de la ecuacion 2, posteriormente se calcula qi a través de la ecuacion 5, y por
los calores netos se obtienen por medio de la ecuacién 6. Los valores de gi netos calculados
se comparan con los experimentales, ajustando K y AH y repitiendo nuevamente el
proceso hasta que la curva generada se ajuste a la curva experimental [37].
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El valor K obtenido es la constante de equilibrio, que describe la relacion entre las
concentraciones de productos y reactivos en un proceso en equilibrio. En términos

generales, es un valor numérico que indica la tendencia de las sustancias a permanecer
[PL]
[P][L]
asociacion en equilibrio. Dependiendo si se considera la formacion o la separacion del

complejo puede interpretarse como la constante de asociacion (Ka) o disociaciéon (Kd),

juntas (Union) o separarse (Disociacién) (K = ) en un proceso quimico o fisico de

siempre que se tenga en cuenta que ambas estan inversamente relacionadas (Ka = 1/ Kd)
[21].

Para determinar la relacién cuantitativa entre la proteina, el ligando y el producto
(estequiometria de la reaccion), se utiliza la curva calorimétrica inferior de la Figura 3 (B)
[3]. El cual, por su forma, se asemeja a una curva de titulaciéon potenciométrica. Con el
método de la primera y segunda derivada se puede calcular el punto de equivalencia,
punto en que la gran mayoria de sitios de accién de la proteina (analito) en solucion han
interactuado con el ligando (agente titulante) formando el producto (complejo proteina-
ligando) [38]. Graficamente este punto es donde se observa que se da el mayor cambio de
calor frente a la relacion molar del agente titulante (Ligando) y el analito (Proteina) [39].
En interacciones equimolares este punto debe estar en 1 o ser cercano a este valor.

La constante de equilibrio permite calcular la energia libre de Gibbs por medio de la
ecuacién AG = AG° + RTLn%
ideales en unidades de J/mol*x. Teniendo en cuenta que el valor del cambio en la energia
libre de Gibbs es 0 en procesos en equilibrio, se despeja la ecuacién obteniendo que AG® =
—RTInK. Para el cdlculo de AG se deben calcular las concentraciones de reactivos y
producto teniendo en cuenta que AG describe el estado actual de un proceso quimico o

fisico en comparacion con el equilibrio, esto se puede hacer a través de la ecuaciéon
[Productos]

(7) donde R es la constante universal de los gases

. = (8) [28] algunos autores utilizan AG° para el calculo de los demas
[Reactivos] Kd

paradmetros termodindmicos como se vera en el estudio de caso.

Una vez obtenido AG junto con AH (determinado en la regresion no lineal para ajustar
los valores de calor de cada inyeccidn a los reales) es posible calcular el cambio en la
entropia del proceso (AS), a través de un despeje de la ecuacién AG = AH — TAS dando
AH-AG

[26].

T

como resultado AS =

3.6 Estudio de caso: Termodindmica del complejo 18-crown-6 y Ba** a través de un
experimento TIC

La TIC ayuda a comprender la forma en que ciertos macrociclos pueden interactuar
con iones metalicos esenciales o toxicos en el organismo. El disefio de farmacos quelantes
como el cido etilendiaminotetraacético dependen de su capacidad para unirse a iones
metalicos en caso de intoxicacion de metales pesados [40]. Existen estudios en los que los
macrociclos, como los éteres de corona, se utilizan como sistemas de liberacién controlada
de iones metdlicos en tejidos especificos. Ademas, también se pueden utilizar como
detectores de iones, necesarios en las terapias basadas en la regulaciéon como la
regeneracion dsea. En ese sentido, los éteres corona, como el 18-crown-6, tienen la
capacidad de formar complejos altamente selectivos con cationes metalicos como el Ba?*
por lo cual su utilidad principal es como sistema de estudio en el ambito investigativo
para moléculas transportadoras, detectoras o para estudio en la simulaciéon de procesos
de quelaciéon de metales [41]. La presente monografia empleara ese sistema, debido a su
relevancia en el campo de la investigacion, para explicar el funcionamiento de la TIC [41].
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Potencia (mW)

La siguiente tabla corresponde a las condiciones de ejecucién del experimento TIC en el
articulo de Wadso.

Tabla 1. Variables y condiciones reportadas del experimento del sistema Ba?* y 18-crown-6. [41].

Sistema Ba?" y 18-crown-6
Medio Agua
Calorimetro Calorimetro de conduccion térmica manual
[BaCl,] “[Lo]” 1,000 M (En inyector)
[18-crown-6] “ [Mt]” 2,000 x 102 M (En celda)
Tiempo entre inyecciones 15 minutos (No automaticas)
Temperatura “T” 295,15 K
Volumen inicial celda “Vo” 10 mL
# Inyecciones 6
Volumen de inyeccién “Vi” 65,5 uL.

La Figura 4 (a) y (b) presenta a las curvas calorimétricas obtenidas en el estudio del
complejo Ba?* y 18-crown-6. Los valores en la curva 4.(b) estan tabulados en la Tabla 2.

40 T T

20 & ® ® Medido 1
(O Calculado

Calor (J)

e, o
0 A A_

LA A A A 0.0- ; : ® @
0

T
20 40 60 80 100 1 2 3 4 5 6

Tiempo (Min) Numero de inyeccidn

() (b)

Figura 4. Curvas calorimétricas obtenidas en experimento del sistema Ba?* y 18-crown-6. [41]. (a)
Los picos observados corresponden a los valores de potencia con respecto al tiempo, los picos de
sefal inferior corresponden a los picos de potencia generados por la dilucién, mientras que la
superior corresponde a los obtenidos de la formacién del complejo sin corregir. (b) Los valores de
calor corresponden a los obtenidos por la integraciéon de la potencia donde los puntos e
corresponden al valor medido por el equipo TIC, mientras que los puntos O corresponden a los
valores calculados a través de un modelo matematico aplicado en el estudio.

Tabla 2. Valores de calor reportados en el experimento TIC del sistema Ba?" y 18-crown-6 [41].

Inyeccion Calor de titulacion Calor de Calor experimental corregido**
experimental” (J) dilucion (J) ()
1 2,135 0,087 2,048
2 2,073 0,061 2,012
3 1,661 0,056 1,605
4 0,434 0,052 0,382
5 0,118 0,054 0,064
6 0,080 0,054 0,026

* Liberacion de energia. ** Este valor corresponde a la resta del calor experimental con el calor de
dilucion.
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p . [Lol*V;+Lt;_1*(Vo—V;
El valor de “Lt” se calcula a través de la ecuacion Lt; = L ;1 o l),
o

[L1k ) en términos de “[L]” donde se obtiene la
1+[L]k

siguiente ecuacion [L]*K + [L](MtK + 1 — LtK) — Lt = 0 en este proceso se obtiene una
ecuacion cuadratica de la forma a[L]? + b[L]+c =0 donde: a=k;, b= (MtK +1—

—b+/b2-
LtK);y ¢ = —Lt. Dado lo anterior se resuelve la ecuacion cuadratica [L] = % para

obtener el resultado de la concentracion de ligando libre en la celda en cada inyeccion [31].

[Lik .
1+[L]ik'qlZAH*VO*Mt*ei*n;yAQi:qi_

g;—1 para obtener los valores de calor por inyeccion.

posteriormente se despeja Lt = [L] + Mt (

Posteriormente se usa las ecuaciones 9; =

Tabla 3. Resultados de las variables obtenidas con el modelo de estudio aplicado en TIC del presente

estudio de caso [41].

Inyecciéon Concentracion total de Concentracion de Fraccion de Calor liberado Aq; Calor Calor
ligando en la celda Lt ligando libre [L] proteina acumulado qi  simulado (J)  experimental
M) M) ligada 6 (J) corregido (J)

1 6,55x103 6,78x10° 0,324 2,003 2,003 2,048

2 1,31x102 2,52x10+4 0,640 3,957 1,954 2,012

3 1,95x10-2 1,38x10- 0,907 5,606 1,649 1,605

4 2,59x102 6,38x1073 0,978 6,046 0,440 0,382

5 3,23x102 1,25x102 0,989 6,111 0,065 0,064

6 3,87x102 1,88x10-2 0,993 6,134 0,023 0,026

Como se puede observar en las dos dltimas columnas de la Tabla 3, los calores
obtenidos por ambas estrategias (Simulada y experimental) son similares ya que
mantienen la forma sigmoidal de la curva (como la de la Figura 3 (B)), lo cual sugiere que
la interaccién de estudio reportada en el articulo corresponde a una de union 1:1 con un
solo sitio de union.

Debido a que el articulo no incluye la grafica que relaciona los valores de calor
experimentales por mol inyectadas de agente titulante en funcién de la relaciéon molar
entre agente titulante y analito, se calcularon las moles de ligando acumulados en cada
inyeccion (teniendo en cuenta que las moles inyectadas en cada inyeccidon fueron de
6,55x10 mol) y los moles iniciales de proteina (2,00 x10-# mol) la construccion de las Figura
5 (a) y (b) de autoria propia junto a la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados calculados para la curva calorimétrica utilizada para la obtencion del punto de
equivalencia [41].

Inyeccion Calor de Moles de ligando Calor por mol de ligando Relacién molar (Ligando
titulacion (J) acumuladas (mol) inyectado (No acumulado) acumulado/Iniciales de proteina)
(kJ/mol)
1 2,048 6,55x10° 31,27 0,327
2 2,012 1,31x10+# 30,72 0,655
3 1,605 1,96x10 24,50 0,982
4 0,382 2,62x10+ 5,83 1,310
5 0,064 3,27x10+ 0,98 1,638
6 0,026 3,93x10+ 0,40 1,965
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Figura 5. (a) Curva calorimétrica obtenida a través de los resultados experimentales del sistema Ba?*
y 18-crown-6. (b) Graficas de primera y segunda derivada obtenidas a partir de la curva
calorimétrica con el punto de equivalencia “n” [41].
Los parametros termodinamicos obtenidos se encuentran calculados en la Tabla 5 que
describen el comportamiento energético del sistema.
Tabla 5. Resultados de los parametros termodinamicos de la formacion del complejo Ba** y 18-
crown-6 [41].
Parar}le,tr(). Resultado Calculo
termodinamico
n 1,14 Método de la primera y segunda derivada
Obtenida por la regresion no lineal de los puntos de calores tedricos ajustados a los
experimentales, confirmacion:
K 7070 o _ Lk ; p 0,324 Y — 7060
= — ) = - = b =
P71+ [L]ik (1—6,) *[L]i (1—0,324) * 6,78x10-5M
Obtenida por la regresion no lineal de los puntos de calores tedricos ajustados a los
experimentales, confirmacién:
. qi
AH° -30,9 k 1 = AH° ; o= —
J/mo qi = AH°* Vo« Mt *6; *n — AH VoMt b n
AH® 2003 AH° = 30910 1 ~309k l
= Ed = ~
0,01 L » 0,020M = 0,324 * 1 J/mol ~ 30.9k] /mo
o o ]
AGP 22,0 kJ/mol AG®° = —RTInK — AG°® = — (8,3145 " K) (295,15 K) In7070
AG® = —21752 ] /mol~ 22,0k] /mol
k] k]
° _ AG° =309 —5—(-22,0——
AS® -0,030 kJ/mol-K o _ AH°—AG . *” mol ( ' mol) . k]
’ AS°C = ——— > AS° = AS° = -0,030
T~ 29515 K - 0307 /mol -k

La relaciéon estequiométrica del proceso de asociacién (1,14) confirma que el sistema
18-crown-6 y Ba?* presenta una relacién equimolar, ademads refleja las desviaciones
experimentales tipicas en cualquier experimento analitico como imprecisiones en la
concentracion, preparacion de soluciones o ajuste de datos [41]. El valor elevado de K
indica que, en el equilibrio, la formacién de complejo 18-crown-6 y Ba?* esta favorecido,
evidenciando una unién fuerte y especifica mediada por enlaces de coordinacién. Esto
sugiere que derivados de 18-crown-6, capaces de mantener una afinidad similar a metales
pesados, y que generen procesos de asociacion espontaneos; podrian considerarse como
candidatos prometedores en el disefio de farmacos [42].



16 of 25

Los parametros termodinamicos calculados son indicativos de reacciones de formacion
de complejos de coordinacion, dado que el valor de AH® indica que el proceso es muy
exotérmico, a diferencia de las interacciones intermoleculares, que, aunque sean de
caracter exotérmico, son mucho menos intensas. Valores negativos de AS° indican un
aumento en el orden del sistema asociado a la formacién del enlaces, reflejando una ligera
pérdida de libertad, mientras que, en las interacciones intermoleculares AS° puede ser
tanto positivo como negativo [43]. Corroborar la formacion de enlaces es esencial en el
desarrollo de matrices de transporte de farmacos, ya que son mas estables frente a los
cambios de ambientes fisioldgicos. Ademas, que la asociacion sea espontanea es ideal para
farmacos quelantes, ya que indica que estos pueden unirse al metal de interés sin la
necesidad de aportes externos de energia, en las condiciones adecuadas [40].

3.7 Aplicaciones de la TIC en el estudio de interacciones Proteina-Ligando equimolares

Las interacciones proteina-ligando comprenden diferentes sistemas, como los
farmacos con su diana terapéutica, las hormonas con su receptor, e incluso sistemas
proteina — proteina. Los parametros termodinamicos permiten inferir informacién clave
sobre el comportamiento de los sistemas proteina —ligando, dependiendo del contexto del
experimento. Se debe tener en consideracion si la asociaciéon se da por interacciones
intermoleculares (como puentes de hidrégeno o fuerzas de fuerzas de van der Waals), o
se da por la formacion y ruptura de enlaces [4]. Por ejemplo, la formacién de enlaces
covalentes es tipico de procesos de union irreversible, mientras que la asociacién por
interacciones intermoleculares es caracteristica de uniones reversibles [40]. La tabla 6
corresponde a un resumen de diferentes articulos, donde se muestran la utilidad de los
parametros termodinamicos obtenidos por TIC en diferentes sistemas proteina-ligando.

Tabla 6. Aplicaciones de los parametros termodindmicos obtenidos por TIC en el estudio de
interacciones proteina-ligando equimolares.

. . Para -
Nombre del estudio Sistemas ararflefro‘ Utilidad Ref.
Termodinamico
Label-free determination Sulfanilamida (Sul) Las evaluacion de fuerza de unién a través
. 1 Kd =146 . _ . .
of protein-ligand binding —hCAI de la Kd permite definir las dosis y potencia
constants using mass del farmaco al calcular la concentracion
spectrometry and necesaria para que este se una a la mitad de (8]
validation using surface Etoxzolamida (Eto) - hCALI Kd maés pequefias, como el de “Eto”,
Kd =0,0073 . . p

plasmon resonance and hCAI indican menos cantidad de farmaco para
isothermal titration para lograr el efecto, es decir, una mayor
calorimetry potencia.

Transferrina - o Los compuestos con un valor mas negativo

Estradiol AG? =443 kJ/mol de AG suelen formar interacciones mas

Gibbs Free Energy and
Enthalpy-Entropy

Anhidrasa carbodnica
II - Acetazolamida

AG° =-43,3 kJ/mol

estables, caracteristica importante para el
estudio de transportes alternativos de

Compensation in hormonas como Transferrina-Estradiol, en [44]
Protein-Ligand o-Cristalina HS - este contexto es un sistema ligeramente
Interactions Histonas AG° =-43,0 kJ/mol mas estable lo cual lo haria la mejor opciéon
para determinar sistemas de entrega de
hormonas.
VIH-1 (WT) - AG°=-15,0 kcal/mol En el disefio racional de farmacos la
Darunavir AH° =-12,1 kcal/mol comparacion de diferentes parametros
Extreme entropy- -TAS® = -3,1 kcal/mol termoc?linémicos perrlnlite eve.lluar cdmo las
enthalpy compensation  VIH-1 (Act) ) AG® =-13,4 kcal/mol mutaciones f:n el s.1t(10 activo de YIH-l
in a drug-resistant Darunavir AH° =-10,0 kcal/mol afectan la interaccion con un mismo [45]
. -TAS® =-3,7 kcal/mol inhibidor. La variante (Flap+), al igual que
variant of HIV-1 protease o . . ° .
VIH-  (Flap) - AG° =-14,0 kcal/mol las demas, es .espontanea (AG®°<0) sin
. AH?® = 2,0 kcal/mol embargo es mediada mayormente por -TAS
Darunavir

-TAS° =-16,2 kcal/mol

(Termino entalpico de la entropia), dado lo
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anterior darunavir es un farmaco que
puede aprovechar cambios entrépicos para
ejercer su efecto inhibitorio.

Tripsina pancreatica

Ka=1,5x10¢

Los valores altos de Ka permiten identificar

Isothermal Titration porcina (TPP) - o la actividad enzimatica de un mismo
. . AHP° =-8,4 kcal/mol ] s .
Calorimetry Inhibidor de soya n=126 sistema con un inhibidor a diferentes
Characterization of ITS (pH 4,5) ’ condiciones, como los cambios de pH.
Protein-Protein Tripsi " Valores demasiado grandes, como el [30]
Interactions by eri?;na paz?;r;;l 1caz obtenido a pH 8, indican un fallo en la
Isothermal Titration Poroa Ka ~ 101 inhibicién, es decir sobre actividad
. Inhibidor de soya . . .
Calorimetry enzimatica, la cual incluso no permite el
ITS (pH 8,0) . . .
calculo de los demas parametros.
Los diferentes parametros termodinamicos
permiten evaluar la estabilidad del sistema
AG=-22,96 a -19,75 en diferentes condiciones de fuerza ionica.
Application of isothermal  Epigallocatequina kJ/mol A mayor fuerza idnica, la estabilidad se
titration calorimetry as a galato (EGCG) - 3- AH=-30,78a-13,58 mantiene relativamente constante segun 7]
tool to study natural Amiloide (Ap42) kJ/mol AG espontaneo, gracias a la contribucion
product interactions (NaCl 0 a 200 mM) -TAS=8,68 a-6,17 entrépica. Por lo cual EGCG seria un
kJ/mol candidato adecuado ya que es robusto
frente a los diferentes cambios de fuerza
ionica del entorno fisioldgico.
ARNt-Guanina El céalculo de todos los parametros
Lo n=0,88 s .
transglicolizada _ termodindmicos permite detectar la
. AG =-42,2 kJ/mol . . ...
(TGT) - Inhibidor presencia de impurezas y contaminacion en
uro (lin- AH =-78,3 k]/mol farmacos, ya que a pesar de que los valores
Impact of protein and p . -TAS = 36,1 kJ/mol »yaqueap q 1
. . . benzoguaninas) de AG son similares, el valor “n” en
ligand impurities on ITC- . . .

. . . sistemas equimolares siempre debe ser [46]
derived protein-ligand ARNt-Guanina . .
thermodvnamics transelicolizad n=223 cercano a 1; ademas variaciones muy

¥ TaG;g «© Irzmihfb d AG =-42,4 kJ/mol grandes de AH y -TAS en las mismas
.( ) - ! 11.or AH =-27,3 kJ/mol condiciones indican diferentes mecanismos
mpuro (lin -TAS =-15,1 kJ/mol de asociacion y por ende la presencia de
benzoguaninas) s
otros compuestos en el inhibidor.
Inhibidor 17-AAG - Ka=10% El estudio de como el plegamiento de
Hsp90a (chaperona) n~1,0 proteinas afecta su actividad es clave en la
(Plegamiento A) AH =-54,0 kJ/mol efectividad de los farmacos, a pesar de que
Isothermal titration amk?as proteinas exhiben comp01‘.tam1entos
. equimolares (n ~ 1,0) el plegamiento A el
calorimetry for valor de Ka se incrementa debido a una [32]
characterization of Inhibidor 17-AAG - Ka=10¢ mavor fuerza de unién una mavor
recombinant proteins Hsp90a (chaperona) n~1,0 Y y Y

(Plegamiento B)

AH =-36,5 kJ/mol

3.8 Aplicaciones de la TIC en el estudio de la formacién de complejos equimolares

liberacion de energia (AH) producto de la
formaciéon de enlaces. Por lo cual el
inhibidor 117-AAG sera mas efectivo con el
plegamiento A que con el B.

En los complejos equimolares se contempla la presencia de diferentes tipos, como
aquellos formados por interacciones intermoleculares como los complejos de inclusién, y
aquellos que involucran la formacién de enlaces de coordinacién, como las entidades de
coordinacién [36,42]. Esta diferenciacion es importante ya que algunos medicamentos
antitumorales dependen de la formacién de enlaces de coordinaciéon para generar su
efecto terapéutico [10]. Mientras que la inclusiéon de medicamentos con ciclodextrinas
puede mejorar sus propiedades biofarmacéuticas como la solubilidad [12]. En este
contexto, los pardmetros termodinamicos pueden brindar informacién en los dos tipos de
procesos quimicos y fisicos de asociacién. La tabla 7 corresponde a un resumen de
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diferentes articulos, donde se muestran la utilidad de los parametros termodinamicos
obtenidos por TIC en la formacién de diferentes complejos.

Tabla 7. Aplicaciones de los parametros termodindmicos obtenidos por TIC en el estudio de
formacion de complejos de inclusién y entidades de coordinacién equimolares.

. . Paramet -
Nombre del estudio Complejos araine o Utilidad Ref.
termodindmico
Benzohidroxamato Ka=83 Desarrollo de farmacos inhibidores
(BzH) - Mg?* AH = 1,24 kcal/mol selectivos de metaloenzimas, ya que la Ka,
& AS =0,6 cal/mol -K varia en funcién del ion, por lo cual es
. posible determinar inhibidores con valores
Measuring . . .
altos de Ka que serdn mas selectivos por
benzohydroxamate . o s - e
. . ejemplo al Ni? idon metdlico utilizado por
complexation with Mg2+, . . .
. metaloenzimas de microorganismos  [42]
Mn2+, Co2+, and Ni2+ Ka=515 , , .

. o Benzoylfosfonato patdgenos. Ademas de observar que dichos

using isothermal titration X AH =7,3 kcal/mol . , . .
) (BzP) - Ni* complejos son de caracter endotérmico, sin
calorimetry AS =377 cal/mol ‘K
embargo, el gran aumento en AS puede
contribuir a la formacién de la asociacién a
pesar del aumento positivo AH que es
desfavorable para la asociacion.
p-Ciclodextrina (B- Ka=1,44x10° Los valores relativamente altos de Ka
CD) - AH=-3,70 kcal/mol pueden ser aprovechados para generar
Bromfeniramina -TAS =-0,61 kcal/mol sistemas de liberacién controlada con
ciclodextrinas. Ademas, la caracteristica
N exotérmica (AH<0) es indicativo de una
Isothermal titration . iy
. fuerte interaccion que puede ser clave en
calorimetry (ITC) study )
. que el farmaco pueda soportar las
of natural cyclodextrins .. PR [36]
. . . . . Ka=2,04x 103 variaciones del medio fisiolégico. A su vez
inclusion complexes with ~ 3-Ciclodextrina  (3- . 1
drues CD) - Cidl tolat AH = -6,56 kcal/mol valores de -TAS negativos indican la
8 ) - Ciclopentolato -TAS = 2,05 kcal/mol tendencia al desorden del sistema, por lo
cual los cambios en las condiciones pueden
aprovecharse para aumentar el desorden y
estimular la liberaciéon del complejo de
Bromfeniramina.
Isothermal titration Ka=6521 Los parametros termodinamicos pueden
calorimetry method for Naproxeno (pH 2 a AG°=-5205 cal/mol ser utilizados para evaluar la estabilidad de
determination of 25°C)-HPBCD AH° =-3185 cal/mol complejos segiin si su forma neutra o
cyclodextrin AS° = 6,76 cal/mol-K ionizada donde el Ka mas alto es un indicio
complexation de dicha estabilidad, por lo cual el complejo
. , [ [47]
thermodynamics Ka=1033 mas estable es el naproxeno. Ademas de
between artemisinin and Naproxenoato (pH AG®=-4110 cal/mol que es el complejo mas exotérmico, mas
naproxen under varying 10a25°C)-HPBCD AH°=-1498 cal/mol espontaneo, aunque tiende menos al
environmental AS° = 8,76 cal/mol-K desorden por la  formacién de
conditions interacciones.
Ni?* nitrilotriacetato n=0,91 Los valores de n cercanos a 1, AH muy
(NTA) - N- AG=-23,66 kJ/mol negativos y AS negativos son caracteristicos
. . . acetilhexahistidina AH =-28,53 kJ/mol de enlaces especificos dirigidos en
Calorimetric studies of . g . o
(Hise) AS=-16,3 J/mol -K formacion de complejos de coordinacién.
ternary complexes of . -

. Estas caracteristicas son utiles para el
Ni(II) and Cu(Il) s . . . . [48]
nitrilotriacetic acid and Cu?* nitrilotriacetato n=0,92 estudio de bioensamblajes mediado por
N-acetvlolicohistidines (NTA) - N- AG=-2591 kJ/mol metales para el disefio de sistemas de

yiols acetilhexahistidina AH =-47,23 kJ/mol diagnostico y terapia (Terandsticos) ya que
(Hiss) AS =-71,5 J/mol-K se basan en la formacion de complejos de
coordinacién.
Perfil termodinamico del logKa = 3,52 En el proceso de mejora de la actividad
sistema metformina- Metformina (Mtf) - AG®=-4,81 kcal/mol biolégica de farmacos a través de la [49]

vanadilo por calorimetria
de titulacién isotérmica

Ion vanadilo (VO*)

AH? =-0,20 kcal/mol
-TAS° =-4,61 kcal/mol

complejaciéon con iones de metales, es
importante determinar los parametros
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termodindmicos  para entender la
naturaleza de formacién del complejo, que
en este caso es espontanea (AG°<0), y mas
favorecida entrépicamente que
entalpicamente (-TAS® <0), que muestra las
intensidad en Ka tipica un enlace de
coordinacion.

Andlisis de la espontaneidad (AG<0) en
formacién de complejos de inclusion para

Estudio de la inclusién de Diflunisal aniénico la mejora de propiedades biofarmacéuticas.
diflunisal on 5 (Dif") - 2-  AG®=-5,24 kcal/mol Favorecida tanto entropica (AH®<0) como
. . . hidroxipropil-f3- AH° =-3,14 kcal/mol entalpicamente (-TAS°<0) lo cual es idealen  [50]
hidroxipropil-{3- . . o -
. . ciclodextrina (2HP- -TAS°=-2,20 kcal/mol  procesos de produccién ya que el proceso
ciclodextrina P o
BCD) sera mas robusto frente a la variacion en las
condiciones, facilitando que sea escalable y
reproducible.
Ka=6,2x108 Estudio de la efectividad terapéutica entre
Thermodynamic s-ECA — Enalapril AG =-49,2 kJ/mol farmacos, en este caso enalapril seria mas
determination of the (293,8K) AH = 32,9 kJ/mol efectivo ya que su unién con s-ECA es mas
binding constants of AS =279,4 J/mol-K espontanea (AG) y cuenta con una mayor
Ani o . _ ; o . [9]
giotensin-converting Ka=7,5x10 afinidad (Ka), un mayor impulso para
enzyme inhibitors by a s-ECA - Captopril AG =-44,0 kJ/mol unirse debido al desorden (AS) teniendo en
displacement method (293,8 K) AH = 31,7 kJ/mol cuenta que ambos sistemas son
AS =258,4 J/mol-K endotérmicos (AH).
ARN - ADN de 12 Otra manera de evaluar la efectividad,
ares de bases sin Ka =696 107 especialmente en medicamentos
Cisplatin._ Destabilizes Eisplatino Kd =144 anI’Zitumorales es comparar como los pares
RNA PNA Hy‘.br.1d de bases de ADN se unen al ARN en
Structures and Inhibits [10]

RNA Function in a
CRISPR Model System

ARN - ADN de 12
pares de bases con
cisplatino

presencia del farmaco, al aumentar la Kd,
aumenta ligeramente la tendencia del
complejo a disociarse, efecto deseable con
el cisplatino.

Ka=2,30 x 107
Kd =435

3.9 Comparacion de la TIC frente a técnicas calorimétricas

Una de las principales técnicas con las que suele compararse la TIC en el analisis de
interacciones moleculares y formacién de compuestos es la calorimetria diferencial de
barrido (CDB). Esta ultima técnica permite detectar transiciones térmicas como la fusién,
cristalizacion, etc; A través de estas transiciones se puede obtener datos como la entalpia
y temperatura de transicion, o la pureza y estabilidad de sustancias [6]. Funciona al
calentar compuestos a una tasa de temperatura controlada, permitiendo asociar el calor
intercambiado con la transicion térmica de, por ejemplo, una proteina. Aligual que la TIC,
la CDB emplea dos celdas para comparar la muestra con una referencia; sin embargo, su
principal diferencia radica en que requiere calentar ambas celdas de manera uniforme,
detectando asi las variaciones de calor provocadas por cambios de estado [51].

Aunque ambas técnicas suministran energia para equilibrar las diferencias de
temperatura entre las celdas, la TIC no necesita aplicar un calentamiento continuo, lo que
le permite operar con una instrumentaciéon mas sencilla y precisa, capaz de detectar y
corregir pequefias variaciones térmicas durante el experimento [52]. Ademas de las
diferencias instrumentales entre la TIC y la CDB, se tiene que los parametros que se
pueden obtener de cada una son distintos. Por ejemplo, la CDB permite determinar la
temperatura y entalpia de desnaturalizacién de una molécula, informacion valiosa en
estudios de estabilidad térmica. Por su parte, la TIC no brinda estos parametros, pero si
tiene la ventaja de determinar directamente la constante de afinidad y AH, en un solo
experimento; ademas de calcular con bastante exactitud el valor de la AS, lo que permite
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estudiar interacciones moleculares especificas y diferenciar tipos de enlace o interaccion,
lo cual no puede lograrse directamente mediante la CDB [35]. No obstante, uno de los
inconvenientes de la TIC es el uso de modelos matematicos mas complejos para
interpretar los datos, a diferencia de la CDB, que se basa en el analisis de picos de calor en
funcién del aumento de temperatura, lo cual simplifica su tratamiento de los datos [51].

Otra técnica 1util de comparacién con la TIC, que puede ser considerada como su
“predecesora”, es la microcalorimetria en solucion (MCS). Esta técnica mide el calor
asociado a una reaccién o mezcla en solucioén, pero sin realizar una titulacién como tal que
controle la interaccion [53].Dado lo anterior, la TIC cuenta con varias ventajas respecto a
la MCS. Una de las principales es la determinaciéon de todos los parametros
termodinamicos en un solo experimento. Por su parte la MSC no cuenta con una
metodologia para el calculo de la relacion estequiométrica de la interaccién, ademas la
MSC requiere multiples experimentos a distintas concentraciones para estimar la
constante de afinidad, y ademas debe asumir modelos de unién simples (como 1:1) para
calcular AG y AS, lo que puede limitar su precision. Por el contrario, la TIC permite
determinar estos modelos de manera directa [52]. En contraparte se debe mencionar que
la MCS cuenta con una instrumentacion ain mas sencilla que la TIC ya que solo requiere
una camara adiabatica y sensores térmicos para detectar el calor liberado o absorbido
durante la interaccion. Esta simplicidad ha permitido el desarrollo de calorimetros con
sensores altamente sensibles, capaces de detectar cambios minimos de energia. Ademas,
su disefio experimental es mas facil de implementar en comparacién con los protocolos
que exige la TIC [53].

3.10 Comparacion de la TIC frente a técnicas no calorimétricas

La TIC es una técnica de medicion directa de los parametros termodindmicos, lo que le
da la ventaja de obtener resultados mas relevantes, debido al minimo uso de formalismos
y a su enfoque de intercambio de calor. Por ejemplo, técnicas como la resonancia
magnética nuclear (RMN), pueden estimar la relacién estequiométrica de la asociacion
observando el punto de saturacion de los desplazamientos quimicos (Shift) [52]. Dichos
desplazamientos reflejan el entorno quimico del nucleo (*H o 3C), por lo que al anadir
ligando se altera el ambiente electrénico de los nticleos cercanos, esto se registra en ppm;
al continuar con la adicién de ligando eventualmente se llega a un punto de saturacién
donde las sefales en ppm se mantienen constantes, por lo cual, si se conocen las moles
adicionadas de ligando y las iniciales de proteina, se puede hacer una relacién molar para
determinar el valor de n. Sin embargo, este valor no llega a alcanzar el nivel de precision
y exactitud que ofrece la TIC [7].

La TIC es una técnica con alta sensibilidad, incluso en procesos con constantes de
afinidad bajas, ya que es capaz de detectar los minimos cambios de temperatura
involucrados y cuantificar asi los parametros termodinamicos de la interacciéon [54]. Esto
es especialmente util dado que los intercambios de calor generados en muchas
interacciones de interés bioquimico son minimos y los intervalos de temperatura que se
pueden explorar también son reducidos [52]. En tales casos, los métodos espectroscdpicos
como la fluorescencia pueden no ser adecuados ya que, para determinar constantes de
equilibrio o entalpias, se requieren experimentos a distintas temperaturas, ademas aplicar
modelos matematicos adicionales como la ecuacion de van’t Hoff [52].

Ademas, la TIC ofrece una ventaja significativa al permitir el analisis de matrices
turbias, como matrices celulares, donde métodos Opticos como la espectroscopia de
fluorescencia (EF) fallan debido a la interferencia [55]. En contraste, la flexibilidad de la
TIC permite estudiar interacciones moleculares en condiciones que representan
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adecuadamente a las fisiologicas, logrando resultados mas representativos [55]. Otra
ventaja importante de la TIC es que no requiere una modificacidon previa de las moléculas
a analizar a diferencia de otras técnicas como la RMN, que exige el marcado isotopico con
13C, o la microscopia de fuerza atomica (MFA), que requiere inmovilizar las proteinas
sobre superficies sélidas como placas de metales. Estas modificaciones alteran las
propiedades moleculares y pueden afectar las interacciones reales y derivar en resultados
poco fiables [7]. No obstante, es importante sefialar que la TIC no busca sustituir a los
ensayos bioldgicos tradicionales. Algunos procesos moleculares, como la glicosilacion,
pueden no generar un cambio detectable en el calor de interaccidn, aunque si alteren otras
propiedades clave como la estabilidad, inmunogenicidad o biodisponibilidad del
compuesto, aspectos relevantes en el desarrollo de medicamentos [32]. Por lo tanto, el
valor de la TIC radica en ser una técnica complementaria a los ensayos bioldgicos y
técnicas analiticas mas complejas como RMN, especialmente 1itil en etapas preclinicas
para la caracterizacién termodinamica de compuestos que han sido modificados para
mejorar sus propiedades [7].

3.11 Limitaciones de la TIC

Una de las limitaciones mas notorias de la TIC es que se debe tener precaucion con la
presencia de interferentes que puedan generar variaciones indeseables en el calor medido,
como la entalpia de mezcla o de disociaciéon. Aun asi, es posible estimar y corregir estas
contribuciones durante el analisis mediante los ajustes adecuados dentro del software del
equipo [5,35].Por otro lado los largos tiempos de agitacion a ciertas temperaturas pueden
generar inestabilidad en compuestos sensibles, como las proteinas, alterando los
resultados. Por ello, no se recomienda el uso de TIC en sistemas que contienen proteinas
facilmente degradables, ademas, se deben evitar reacciones indeseadas como las de
oxidacion-reducciéon que puedan producirse en el medio, que alteren los datos obtenidos
[32].

Los costos de mantenimiento y adquisicién de un instrumento TIC son un poco mas
altos en comparacion con técnicas como la MCS o la EF debido al grado de sensibilidad
que deben alcanzar los sensores y la complejidad del sistema de andlisis de datos [33]. Sin
embargo, representa un menor costo frente a equipos mas complejos como la RMN.
Finalmente, ya que la TIC y la CBD cuentan con una instrumentacion parecida, los costos
tienden a ser similares [40]. Frente a la dificultad general de manejo, la TIC es una de las
técnicas mas complejas debido a los conocimientos previos que se deben tener para la
interpretacion de los resultados, asi como su manejo adecuado ya que la tinica técnica que
llega a igualar su complejidad es la RMN, mientras que técnicas como la CDB, EF o MCS
son mas sencillas en cuanto a su manejo, obtencion e interpretacion de datos [40,53].
Tabla 8. Resumen general de la comparacion de TIC frente a otras técnicas calorimétricas y no
calorimétricas.

Nombre de la técnica

Titulacion . , Espectroscopia de
e a . Calorimetria . . , . ,
, isotérmica . . Microcalorimetria en resonancia Espectroscopia de
Parametro e . diferencial de ., L. K
calorimétrica barrido (CDB) solucion (MCS) magnética nuclear fluorescencia (EF)
(TIC) (RMN)
Inmt:n;ﬁ?iizllla Intensidad de
~ . Diferencia de flujos  Flujo de calor entrela . & L fluorescencia a una
Seirial Potencia térmica inducida en funciéon .
de calor muestra y el entorno . longitud de onda de
del desplazamiento ..
S . emision
quimico (d).
Ka/Kd Directa Indirecta Indirecta Indirecta Indirecta

(Multiexperimento) (Multiexperimento) (Multiexperimento) (Multiexperimento)
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Rangos de
valores de
afinidad

AH, AS, AG

Estequiometria

(n)

Aplicacion
principal

Unidad de
analisis de datos

Tiempo de
experimento
Complejidad de
interpretacion
Modificacion de
la muestra
Efectividad en
analisis de
matrices turbias
Posibilidad de
recuperacion de
la muestra
Costos de
adquisicion
(Cop)*
Costos de
mantenimiento
mensual (COP)*

1nM -100 pM

Directa (AH, AS,
AG)

Directa

Perfil
termodinamico
de la interaccion

Software
especializado
para la obtencién
de los parametros
termodinamicos

30 — 60 min
Compleja

No requerido

Adecuado

Si

$331.939.200 -
$622.386.000

$20.746.200 —
$41.492.400

No aplica

Directa (AH)

No medida

Estabilidad térmica
de moléculas

Software que
interpreta
transiciones térmicas

30 — 90 min
Simple

No requerido

Adecuado

No

$248.954.400 —
$497.908.800

$12.447.720 -
$29.044.680

1uM-1mM

Directa (AH) de
transicion

No medida

Andlisis superficial
de interaccion

Software limitado o
interpretacion
manual

10 - 30 min
Simple

No requerido

Adecuado

Si

$165.969.600 —
$373.431.600

$4.149.240 -
$12.447.720

1uM-10mM
Indirecta (AH, AS,

AG)
(Multiexperimento)

Indirecta

Analisis estructural
de moléculas

Software avanzado
para la asignacién de
sefales y picos.

<15 min
Compleja

Requerido

No adecuado

>$2.074.620.000

$62.238.600 —
$124.477.200

nM - uM

Indirecta (AH, AS,
AG)
(Multiexperimento)

No medida
Cribado de moléculas
y cambios
conformacionales
software de
adquisicién y analisis
espectral.
<10 min

Simple

Requerido

No adecuado

No

$82.984.800 —
$248.954.400

$2.074.620 —
$8.298.480

* La informacion de los costos fue obtenida de los articulos revisados manuales y paginas de adquisicion de equipos como Malvern
Panalytical (MicroCal) [56], Oxford Instruments NMR [57], Thermo Fisher Fluorescence Instruments [58].

3.12Aplicaciones innovadoras de la TIC en farmacia

La TIC se utiliza para la evaluacion de similitud de biosimilares, en un estudio para
evaluar el Trastuzumab, un medicamento biosimilar, con su producto de referencia a
través de los pardmetros termodinamicos. Esto es de suma importancia ya que la actividad
bioldgica de este anticuerpo depende de su capacidad de reconocer y unirse a ciertos
receptores Fcy [32]. El proceso de elaboracion de este tipo de biologicos es exhaustivo,
debido a la complejidad de las proteinas, por lo que es dificil asegurar la repetibilidad en
su produccion [44].

En el campo de la nanotecnologia farmacéutica la TIC ha desempefiado un papel
importante en el estudio de la afinidad entre farmacos y nanoparticulas, para mejorar el
reconocimiento por receptores presentes en membranas celulares [11]. En un experimento
se evalud la interacciéon entre dextrano y doxorrubicina en el tratamiento del cancer,
mientras que en otro se estudio la interaccidon de liposomas con xantano y galactomanano
para la liberacion sostenida de factor de crecimiento epidérmico. Los valores de entalpia
obtenidos permiten concluir que las moléculas de xantano son atraidas con mayor fuerza
a los liposomas, debido a la diferencia de cargas entre ambas superficies [59].
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La investigacion de nuevos sistemas inteligentes de liberacién involucra a la TIC. En
un estudio donde se desarrolld un complejo supramolecular, la TIC permitié examinar la
formacién y disociacién reversible del complejo bajo diferentes condiciones de pH [48].
Gracias a estos datos, es posible disefiar farmacos con capacidad de activarse o inactivarse
segun el entorno quimico, lo que reduce su toxicidad y mejora su selectividad. [60]. Por
otro lado, las ciclodextrinas estan siendo utilizadas como complejos de inclusién para el
acido fertlico, aditivo alimentario antioxidante — antimicrobiano e ingrediente de
alimentos funcionales. Se hizo la descripcion del comportamiento termodinamico de este
complejo a pesar de tener una constante de unién baja que limitaba la aplicacién de otras
técnicas [54].

4. Conclusiones

La titulacién isotérmica calorimétrica (TIC) se consolida como una técnica versatil y
relativamente sencilla de aplicar en el estudio de interacciones moleculares,
particularmente en el analisis de sistemas proteina-ligando y en la formacién de complejos
(de coordinacion o inclusién) equimolares. Sin embargo, se requiere una comprension
muy detallada de cada uno de los temas establecidos en los fundamentos, ya que términos
como calor o temperatura pueden llegar a confundirse con facilidad; ademas, conceptos
como la entropia pueden llegar a ser dificiles de comprender sin el uso de ejemplos
practicos, generando posibles errores al momento de interpretar los pardmetros
termodindmicos. Por otro lado, a través del estudio de caso se evidencid el funcionamiento
de la TIC, la relevancia de los modelos matematicos y la importancia de los softwares
asociados para la obtencion de los datos. Aunque todos los modelos derivan de estudios
matematicos rigurosos, comprender su funcionamiento representa una de las principales
barreras por las cuales los estudiantes pueden generar conflictos que no les permitan
entender la técnica. La termodindmica, si bien es una herramienta clave en la quimica
farmacéutica, se recomienda proponer enfoques practicos que faciliten su ensefianza y
eviten la aversiéon comun hacia estos conceptos, al tiempo que estimule la curiosidad
cientifica del lector.

Uno de los aportes mas importantes de este trabajo es la demostracion del potencial
de la TIC como herramienta complementaria y de apoyo en diversas areas de la quimica
farmacéutica, ya que, si bien valores como la Ka pueden ser utilizados para evaluar la
afinidad de una molécula por su diana terapéutica, los resultados deben complementarse
con otros estudios en areas del conocimiento como la farmacocinética o la farmacodinamia
para definir con certeza dosis adecuadas de medicamento. En el estudio de la estabilidad
de los complejos formados, los parametros termodinamicos son necesarios para evaluar
la estabilidad inicial del compuesto, pero estos deben ser complemento de los ensayos a
largo plazo, imprescindibles para demostrar la eficacia y la seguridad de farmacos. La
caracterizacion de la naturaleza de las asociaciones de diferentes sistemas es el punto mas
fuerte de la TIC, y para que sea relevante en el campo de la quimica farmacéutica se
recomienda enfocar los diferentes experimentos a coémo estos procesos de asociacién
afectan, por ejemplo, la efectividad del medicamento. Por lo tanto, TIC representa una
técnica con alto valor cientifico, cuyo uso extendido en el campo de la quimica
farmacéutica genera avances significativos en el entendimiento y control de las
interacciones moleculares, por lo cual se deben seguir explorando otras areas, como la
nanotecnologia en farmacia, que puedan sacar ventaja de la utilidad de la TIC.

La versatilidad y sensibilidad de la TIC para detectar variaciones térmicas minimas
les brinda ventajas importantes frente a métodos como la calorimetria diferencial de
barrido (CDB) o la resonancia magnética nuclear (RMN), a pesar de los retos técnicos y la
complejidad en la interpretacion de sus resultados. No obstante, es importante sefialar
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que la TIC no pretende sustituir a otras técnicas analiticas, sino complementarlas. Su
verdadera fortaleza radica en su capacidad para integrarse con otras metodologias,
enriqueciendo el andlisis de sistemas proteina-ligando y formaciéon de complejos,
proporcionando informacién relevante, gracias a los valores precisos derivados de
mediciones calorimétricas, sobre los mecanismos moleculares involucrados en la
asociacion de moléculas. Debido a lo anterior, se recomienda fomentar avances
tecnoldgicos que permitan mejorar la accesibilidad y los costos relacionados a este tipo de
técnicas, lo cual impulse su implementacién en otros estudios que sean relevantes para la
quimica farmacéutica.
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