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INTRODUCCION

1. LA DEPRESION: DEFINICIONES Y MARCO CONCEPTUAL

La depresion psiquica puede ser definida como un cuadro clinico caracterizado por
una serie de manifestaciones ideativas, de conducta y afectivas, con disminucion de la
autoestima, presencia de angustia y tristeza como sintomas predominantes, inhibicion
psicomotora y algunas manifestaciones somaticas tipicas.

En forma més o menos frecuente, o insidiosamente otras veces, el paciente comienza
a padecer abatimiento, tristeza, desgano, pérdida de interés por todo lo que lo rodea, e
incapacidad para experimentar placer. La tristeza es habitualmente de intensidad
progresiva, hasta llegar a veces a un estado de “tristeza infinita" como manifiestan
algunos pacientes con depresion mayor. El pensamiento se vuelve lento, la ideacion
monotematica, con expresiones de dolor, culpa y vivencias de ruina inminente. Al
mismo tiempo se comienza a descuidar las obligaciones laborales y familiares, con
desalifio, falta de aseo, y manifestaciones similares, creandose un agudo problema
social. También es factible observar diversos trastornos fisicos y organicos como
anorexia, pérdida de peso, trastornos funcionales digestivos y respiratorios, insommio,
falta de energia, embotamiento intelectual y franca disminucion de la libido. El cuadro
clinico se completa finalmente con ideas de autodestruccion, pensamientos relacionados
con la muerte y el suicidio.

La depresion psiquica es una de las enfermedades psiquidtricas mas frecuentes,
afectando al 5-10% de la poblacion en algun periodo de la vida. Se estima que es mas
frecuente en las mujeres'. Por supuesto, la enfermedad depresiva debe ser diferenciada
claramente del estado de decepcion, tristeza o desmoralizacion que también
frecuentemente afectan al ser humano por diferentes motivos, propios del normal

transcurrir de la vida y que no constituyen una enfermedad psiquidtrica.

1.1. CLASIFICACION DE LOS ESTADOS DEPRESIVOS
FORMAS CLINICAS

La depresion abarca varios trastornos relacionados con el estado de 4nimo, y segin
el Manual de Diagnostico y Estadistica de Des6rdenes Mentales en su cuarta edicion
revisada® publicada por la Asociacion Americana de Psiquiatria, se clasifica en los

siguientes tipos:
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¢ Desorden de depresion mayor

e Desorden bipolar (I y IT)

¢ Desorden distimico

¢ Desorden ciclotimico

e Desordenes del estado de animo debido a
condiciones médicas y/o abuso de sustancias

La depresion se diferencia de los cambios normales del estado de 4nimo por su
sintomatologia, duracion y severidad.

De acuerdo con las definiciones del DSM-IV-TR, las manifestaciones del trastorno
de depresion mayor, o depresion unipolar o depresion clinica, incluyen ya sea el animo
deprimido o la pérdida de placer por lo menos durante dos semanas seguidas, y ocurren
en conjuncidon con cambios del apetito o de peso, cambios en los habitos de suefio,
agitacion psicomotora, fatiga, sentimientos de inutilidad o culpa excesiva, dificultad

para concentrarse y/o pensamientos suicidas.

1.2. TRATAMIENTOS TERAPEUTICOS
1.2.1. Los antidepresivos (ADs)

La accion comun de los farmacos ADs es favorecer la neurotransmision
monoaminérgica, sin embargo sus mecanismos de accion varian de unas moléculas a
otras. En base a estas formas diferentes de actuar, se puede realizar una clasificacion

funcional de los antidepresivos categorizandolos en tres grupos® (Tabla 1):

1) AD que inhiben las enzimas que metabolizan a neurotransmisores
2) AD que bloquean la recaptacion de uno o mas neurotransmisores

3) AD que bloquean los receptores presindpticos inhibidores

El primer grupo, cuya accion es la inhibicion de las enzimas que metabolizan a
neurotransmisores, estd representado por los inhibidores de la monoaminoxidasa
(IMAOs). Su mecanismo de acciéon es el de interferir en el metabolismo de la
noradrenalina, la serotonina y la dopamina, incrementando su disponibilidad.® Los
IMAOs clasicos son no selectivos e irreversibles. Los nuevos son selectivos y
reversibles para la MAO A o la MAO B, siendo la moclobemida el farmaco

representativo de los inhibidores selectivos de la MAO A.’
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El segundo grupo, los antidepresivos que bloquean uno o mas transportadores de
recaptacion de neurotransmisores, esta representado por: los antidepresivos triciclicos
(ADT), los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), los agentes
duales, los inhibidores de la recaptacion de noradrenalina (IRNA) y los inhibidores de la
recaptacion de noradrenalina (NA) y dopamina (DA).°

Los ISRS son los farmacos mas utilizados actualmente. Inhiben selectivamente la
recaptacion de serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT). Este efecto produce en primer
lugar, un incremento de 5-HT en la region somatodendritica, seguido de una
desensibilizaciéon de los autoreceptores de serotonina 5-HT;s, un incremento de la
liberacion de 5-HT del terminal nervioso, y finalmente la desensibilizacion de
receptores postsinapticos serotoninérgicos.” Los agentes duales son firmacos que se
caracterizan por su accidon mixta a nivel noradrenérgico y serotoninérgico. Estan
representados por la venlafaxina y la duloxetina. Ambos inhiben la recaptacion de 5-
HT, de NA y en menor medida de la DA, aunque con diferente intensidad. Asi la
duloxetina a bajas dosis ya ejerce accién dual®, mientras que la venlafaxina necesita
dosis mas altas para realizar esta accion mixta.

Los IRNA estan representados por la reboxetina. Este antidepresivo ejerce un
bloqueo selectivo de la recaptacion de NA y presenta un buen perfil de seguridad y
buena tolerancia.’

Los inhibidores de la recaptacion de NA y DA tienen como molécula de referencia
al bupropion. Su mecanismo de accidn se caracteriza por incrementar el recambio de
NA, y bloquear la recaptacion de DA. No interacciona con receptores histaminicos, ni
colinérgicos, ni alfa-adrenérgicos'’. Esta molécula no se usa como un antidepresivo de
amplio espectro'', en cambio se utiliza para la deshabituacién al tabaquismo.'?

El tercer grupo es el que ejerce el bloqueo de los receptores presinapticos
inhibidores. Estos ADs producen una accién antagonista a nivel de los adrenoreceptores
alfa 2 presinapticos, consiguiendo un incremento de la liberaciéon de NA y 5-HT. El
antidepresivo que representa a este grupo en la actualidad es la mirtazapina,
denominado en la literatura cientifica como “NaSSA” del ingles “Noradrenergic and

»13 " La mirtazapina bloquea los receptores 5-

specific Serotoninergic antidepressant
HT,s, 5-HTyc, 5-HT; y los alfa 2- adrenoreceptores. Gracias a este efecto
farmacodindmico se minimizan los efectos secundarios de tipo gastrointestinal y de

inquietud psicomotriz, caracteristicos de los ISRS."*
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Tabla 1: Clasificacién funcional de los antidepresivos

Funcion ANTIDEPRESIVO
Inhiben enzimas que metabolizan ISOCARBOXAZIDA
Neurotransmisores FENELZINA
Inhibidor MonoAmino Oxidasa (IMAO) TRANILCIPROMINA
Bloquean la recaptacion de neurotransmisores AMOXAPINA
Bloqueo del transporte de noradrenalina (ISRNA) DESIPRAMINA
Bloqueo del transporte de serotonina (ISRS) NORTRIPTILINA
Bloqueo del transporte de dopamina AMTRIPTILINA

CITALOPRAM
CLOMIPRAMINA
FLUOXETINA
FLUVOXAMINA
IMIPRAMINA
PAROXETINA
SERTRALINA
TRIMIPRAMINA
VENLAFAXINA
Bloquean los receptores 5-HT;, MIRTAZAPINA
NEFAZODONA
TRAZODONA

Clasificacion de los antidepresivos seglin su mecanismo de accion, tomado de

Richelson y colaboradores. "
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Sintesis del Liberaciin del Efeclo
neurciransmisor neurciransmisor  posisinaplico
(A) Anfes del iraiamicnio

Figura: 1 En la figura se describe: 1) la neurona presindptica, en donde se realiza la
sintesis del neurotransmisor (NT), su liberacion y también su metabolizacion enzimatica
por la monoaminooxidasa (MAQO), 2) la neurona postsindptica, sobre la cual se produce
un efecto por la union del NT con su receptor especifico, y 3) el espacio sindptico, el
cual es la distancia que existe entre ambas neuronas y por donde difunde el NT. Se
describe también en la neurona presindptica los autoreceptores o receptores
presinapticos y el transportador del NT (Noradrenalina o NA, serotonina o 5-HT); el
cual permite la captacion o ingreso del NT una vez liberado, hacia el interior de la
neurona presinaptica.

(A) Antes del tratamiento: el paciente con depresion posee una disminucion de la cantidad
de NT en el espacio sinaptico, y consecuentemente, una funcionalidad neuronal
disminuida.

(B) Tratamiento agudo: con el inicio del tratamiento con antidepresivos, se produce un

bloqueo del transportador de NT (NA y 5-HT), lo cual desencadena en un inicial
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aumento de NT en el espacio sindptico y consecuentemente y aumento de la transmision
nerviosa.

(C) Tratamiento cronmico: al continuar el tratamiento con antidepresivos, se estabiliza el
aumento de NT en espacio sinaptico, por bloqueo del transportador de NT por los

antidepresivos, produciéndose un efecto antidepresivo.

1.2.2. El antidepresivo Sertralina

1.2.2.1. Propiedades fisicoquimicas:

NHCH ;o HCI

Cl

Figura 2.

Nombre  sistemdatico (IUPAC): (18S,45)-4-(3,4-Dichlorophenyl)-N-methyl-1,2,3,4-
tetrahydro-1-naphthalenamine hydrochloride (1:1)

Nombre quimico: hidrocloruro de sertralina

Formula Molecular: C17-H;7,CLN

Peso molecular: 342,69

Punto de fusion experimental: 245 °C

Solubilidad Experimental: soluble en DMSO y en agua (3.5mg/L)

Referencia: ChemSpider (Royal Society of Chemistry)

1.2.2.2. Caracteristicas farmacologicas:

La sertralina es un potente y selectivo inhibidor del mecanismo de recaptacion
de serotonina en la terminal presinaptica, con lo que se potencia el efecto de este
neurotransmisor. Su efecto es muy leve sobre la recaptacion neuronal de noradrenalina y

. 16,1
dopamina.'®"”
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Desde el punto de vista farmacocinético, la sertralina se absorbe lentamente después
de su administracion por via oral, con un pico de su concentracion en plasma a las 6-8 h.
Su concentracion en plasma se relaciona linealmente con la dosis, con una vida media
de eliminacién de 24-26 h. Ademas, se une extensamente a las proteinas del plasma y
tiene un elevado volumen de distribucion.'®"”

Ademas, la acumulacion mas rapida de sertralina en los niveles plasmaticos en el
estado estable (aproximadamente una semana de la administracién diaria'’ en
comparacion con fluoxetina, por ejemplo, sugiere un inicio del efecto antidepresivo mas
rapido concordante con la accion terapéutica.*’

En relacion al metabolismo, la sertralina sufre un extenso proceso metabolico en su
primer paso hepatico, cuyo metabolito principal es el N-desmetil-sertralina, el cual tiene
una vida media en plasma aproximadamente de 62 a 104 h."” Este metabolito parece
carecer de propiedades de inhibir la recaptacion de serotonina en estudios in vitro e in
vivo.”!

La sertralina ha demostrado efectos antidepresivos en estudios preclinicos®.
Estudios clinicos han demostrado su eficacia en el tratamiento de la depresion mayor y
desordenes de ansiedad, como la ansiedad social, estrés post-traumatico, panico,
trastorno obsesivo compulsivo y desorden de ansiedad generalizada.”**

En relacion a sus efectos adversos, los mds frecuentes incluyen alteraciones
gastrointestinales, como por ejemplo, nausea, dispepsia, diarrea y otras, como dolor de

. . . 24 ,
cabeza, temblor, sequedad de boca, mareos y somnolencia o insomnio.”” Ademas, se ha

. . .y 25
descripto disfuncion sexual.

1.3. LOS METALES: El rol en la medicina

Desde hace algunos afios los metales han adquirido un interés creciente en la salud
humana por cuatro grandes aspectos:

e Los requerimientos nutricionales

e Las enfermedades relacionadas con los mismos

e Los efectos toxicos

e Eluso para el diagnostico y uso terapéutico

Los iones metalicos son necesarios para muchas funciones bioquimicas criticas en
los seres humanos. La escasez de algunos iones metélicos puede conducir a la
enfermedad. Por ejemplo, la anemia perniciosa resultante de la deficiencia de hierro™, el

retraso del crecimiento derivado de la dieta insuficiente de zinc?’ y enfermedades del
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, . . . 28,29
corazon en los lactantes debido a la deficiencia de cobre.”™

La capacidad de reconocer,
comprender a nivel molecular, y el tratamiento de enfermedades causadas por la funcion
inadecuada de iones metdlicos constituye un aspecto importante de quimica
bioinorganica medicinal.

También los iones metalicos pueden inducir toxicidad en los seres humanos, siendo
como ejemplos clasicos las intoxicaciones de los metales pesados como el mercurio y
el plomo.**?!

Incluso los iones metélicos esenciales pueden ser toxicos cuando estan presentes en
exceso, Por ejemplo, el hierro es un toéxico comin en el hogar como resultado de la
ingestion accidental, por lo general en los nifios del suplemento dietético sulfato
ferroso.”> La comprension de la bioquimica y la biologia molecular de los recursos
naturales de los iones metélicos, sus mecanismos de desintoxicacion, y el disefio y la
aplicacion de un agente quelante de iones especificos para el tratamiento de las
intoxicaciones de metal, son dos componentes de un segundo aspecto importante de la
nueva ciencia que se esta desarrollando en la interfaz de la quimica bioinorganica y la
medicina.

Otro aspecto menos conocido, es el hecho de que los iones metédlicos que se
requieren en las funciones biologicas, pueden ser empleados como producto
farmacéutico, con una funcién farmacoloégica. Dos farmacos a base de metales, sin una
funcion biolégica natural conocida, como el Pt (cisplatino) y Au (auranofina), son
ampliamente utilizados en el tratamiento del cancer genitourinario y de cabeza y cuello,

y artritis reumatoidea, respectivamente.’>""

1.3.1 ZINC
1.3.1.1. Quimica del Zinc

Elemento quimico de simbolo Zn, nimero atémico 30 y peso atomico 65,37. Es un
metal de color gris, ductil y maleable. Se conocen 15 is6topos, cinco de los cuales son
estables y tienen masas atdmicas de 64, 66, 67, 68 y 70. Cerca de la mitad del zinc
comun se encuentra como is6topo de masa atdmica 64.

Es un metal quimicamente activo. Puede encenderse con alguna dificultad
produciendo una flama azul verdosa en el aire y liberando 6xido de zinc en forma de
humo. El zinc metdlico en soluciones acidas reacciona liberando hidrogeno para formar

. . + . ., . .
iones zinc, Zn>*. Se disuelve también en soluciones fuertemente alcalinas para formar
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jones dinegativos de tetrahidroxozincatos, Zn(OH)4>, escrito algunas veces como
Zn0,” en las formulas de los zincatos.

El zinc es siempre divalente en sus compuestos, excepto algunos cuando se une a
otros metales, que se denominan aleaciones de zinc. Forma también muchos compuestos
de coordinacion. En la mayor parte de ellos la unidad estructural fundamental es un ion
central de zinc, rodeado por cuatro grupos coordinados dispuestos espacialmente en las

. 35
esquinas de un tetraedro regular.

1.3.1.2. Funciones fisiologicas del Zinc

El zinc, en su forma de cation divalente es uno de los elementos traza esenciales
mas abundante en el cuerpo humano, con multiples funciones.

A comienzos de la década de 1930 mediante estudios en animales, y posteriormente
en humanos, ya se habian demostrado las consecuencias de la deficiencia por Zn(Il),
demostrando asi su esencialidad.’®"

El Zn(IT) al ser un i6n intracelular se encuentra en su mayoria en el citosol. Su
cantidad en el individuo adulto oscila entre 1 y 2,5 g**, siendo el segundo oligoelemento
en relacion a la cantidad total en el organismo, siendo superado tan sélo por el hierro.*

Se encuentra presente en todos los 6rganos, tejidos, fluidos y secreciones del cuerpo
humano.* Aproximadamente el 83% del Zn(II) en el cuerpo esta en masculo y hueso, y
el 95% se encuentra a nivel intracelular. No existe un lugar anatoémico especifico que
funcione como reserva de Zn(Il) y por ende no hay reservas convencionales en tejidos
que puedan ser liberadas o almacenadas en respuesta a variaciones en la dieta.”'

Para valorar su estatus en el organismo se usan principalmente como biomarcadores
los niveles en suero, plasma y eritrocitos.”®*>***

Las distintas funciones que cumple el Zn(II) (catalitica, estructural y de regulacion)
definen el papel biologico que desempena el mismo. Actualmente se conoce que mas de
100 enzimas necesitan Zn(II) para su funcion catalitica. A diferencia de otros elementos
traza, se pueden encontrar ejemplos de enzimas que requieren Zn(Il) en las seis clases
(oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas).” Por ende,
participa en una gama de procesos bioquimicos relacionados con el metabolismo
humano y no es extrafio que multiples funciones fisioldgicas y metabdlicas se vean
alteradas cuando ocurre su deficiencia.

En su rol estructural el Zn(II) estabiliza la estructura terciaria de enzimas, dandoles

una forma conocida como "dedos de zinc", las cuales se unen al ADN para la
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trascripcion y expresion génica®®. Se ha estimado que el 3 % de los genes codifican
proteinas contienen dedos de Zn.*’

Finalmente, los iones de zinc intracelulares cumplen una funcion reguladora
activando o inhibiendo ciertos factores que son responsables de regular expresion
genética.*®

En el cerebro de los mamiferos, ademas de unirse con proteinas (95%) formando
metaloproteinas en neuronas y células gliales, hay un pool de Zn probablemente en
forma i6nica localizado en las vesiculas sinapticas.*” Las neuronas que contienen iones
Zn en las vesiculas de sus terminaciones presinapticas y que se ubican en la corteza,
amigdala e hipocampo son principalmente neuronas cuyo neurotransmisor es el

glutamato (neuronas glutamatérgicas).”’”'

Estas tres regiones son las que tienen
mayores concentraciones de Zn en el cerebro.”® En la médula espinal hay zonas de
neuronas enriquecidas con Zn, en donde la mayoria contienen como neurotransmisor al
acido gamma-aminobutirico (GABA), algunas glutamato y algunas pocas glicina. Esta
coexistencia del Zn con diferentes aminodcidos neurotransmisores indicaria la
participacion del Zn en procesos sensoriales y motores a nivel de la médula espinal.’>

El Zn llega al cerebro atravesando la barrera hematoencefalica.” En el cerebro, el
proceso de captacion del Zn desde los liquidos extracelulares hacia las neuronas y
células gliales, en parte, es regulado por la familia de transportadores Zip (Zrt Irt-like
Protein), y su salida de las neuronas o captacion de las vesiculas estd regulada por la
familia de transportadores Zn (ZnT).”>”**

En las sinapsis, la liberacion de Zn estd relacionada con la modulacion de la
neurotransmision por glutamato, GABA y glicina.”****" El efecto mejor caracterizado
del Zn en las sinapsis nerviosas, se relaciona con su efecto inhibitorio sobre los

receptores N-metil-D-aspartato (NMDA).**’

1.3.1.3. El Zinc y la depresion

La hipotesis que relacionaba una deficiencia de Zn con la depresion fue inicialmente
sugerida en 1990 cuando McLoughlin y Hodge, Maes y cols, y Nowak®"®'*
encontraron niveles significativamente bajos de Zn en pacientes con depresion en
relacion con las observaciones en pacientes controles. Posteriormente, esta hipotesis fue
confirmada en diferentes tipos de depresiones. Ademas, estos estudios demostraron que
las concentraciones de Zn podrian diferir dependiendo de la comorbilidad, el estado del

. . s 7 63,64,65,66
paciente o la severidad de la depresion.”””"">
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Ademas un estudio clinico publicado por Hansen y colaboradores®’ indicaba la
existencia de niveles bajos de Zn en sangre en pacientes en tratamiento con depresion
resistente. Posteriormente, también se encontraron niveles disminuidos de Zn en
pacientes con depresion y sintomas de depresion preparto y postparto.***%¢

La rdpida y elevada cantidad de evidencias experimentales han determinado
experimentalmente que la deficiencia de Zn induce una conducta similar a la depresion
en un nuevo modelo de depresion animal. Experimentalmente, la deficiencia de Zn se
alcanza por una dieta que contiene 0,5-6 mg Zn/kg por lo menos durante 2 a 4
semanas.’”’! Estos estudios demostraron que la dieta con disminucion de Zn
incrementaba el tiempo de inmovilidad en el Test de Natacion Forzada (forced swim
test) y el test de la suspension de la cola (tail suspension test). Ademads, los estudios con
deficiencia de Zn demostraron anorexia, conducta similar a la ansiedad y reduccion del
consumo de sucrosa en ratas, lo cual indica una aparente anhedonia (uno de los sintomas
comunes observados en la depresion humana).”

Otros estudios indicaron que la deficiencia con Zn podria inducir una disminucion
en el numero de células progenitoras y neuronas inmaduras en el hipocampo animal,
indicando una disminucién de la neurogénesis y sinaptogénesis.”>”’*"

También, se realizaron trabajos para estudiar si el Zn tenia efectos antidepresivos. La
mayoria de los descubrimientos de los efectos antidepresivos del Zn o su relacion en el
mecanismo de accion de fAirmacos antidepresivos provienen de los estudios preclinicos

en ratas y ratones, empleando sulfato de zinc, cloruro de zinc o hidroaspartato de zinc

(Figura 3).
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Figura: 3: Estructura quimica del hidroaspartato de zinc (HZnAsp), conteniendo el ion

zinc (Zn™).
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Un estudio en ratas y ratones demostrd que combinando el Zinc (ZnSO4) (30 mg/kg)
con imipramina (30 mg/kg) y administrados en forma subaguda a las 24, 5, y 1 h antes
de la prueba de natacion forzada mostraron efectos antidepresivos en ambas especies.
Ademads, también este estudio demostré que el tratamiento combinado con dosis
inefectivas de imipramina y Zn (1 y 5 mg/kg, respectivamente) producia efectos
antidepresivos.’® Por otra parte dosis inefectivas de imipramina (15 mg/kg) combinada
con dosis también inefectivas de Zn (hidroaspartato de Zn) (10 mg/kg) administradas
una hora antes del test, tuvieron efectos antidepresivos en ratones en la prueba de
natacion forzada. Este estudio sostiene que la inhibicion del receptor NMDA

participaria en este efecto antidepresivo (Figura 4).”’

Receptor NMDA Receptor Serotonina

Glutamato, NMDA ~ wem = ZN*™*  ufa

"'>/ i / \ Na*'f Ca?*
Bt

OO0
Hopouinn

Mnovi, HOSOOSE0

7 Pepsie |

Figura 4: El Zn inhibe los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) del glutamato y
aumenta la transmision de serotonina, lo que conduce a través de diferentes mecanismos
celulares a un aumento del Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, del inglés
brain-derived neurotrophic factor) y consecuentemente un aumento de la neurogénesis,
sinaptogénesis y aumento de la conectividad sinaptica en hipocampo. Estos efectos

, . . . . 8,79,80
neuronales estan asociados con el efecto antidepresivo de un medicamento.”™”*:
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Resultados similares se obtuvieron con otro modelo de depresion, el de Bulbectomia
olfatoria, en ratas después del tratamiento agudo, subagudo (3 dosis en 24 h) y crénico

(14 dias) con Zinc (hidroaspartato de zinc).*'

1.4. COMPLEJOS DE COORDINACION
Un compuesto de coordinacion es el conjunto formado por un dfomo o ion metalico
central, rodeado por un nimero de iones, atomos o moléculas, que reciben el nombre de

ligandos. (Figura 5).

S
@ . 9
Yo
@

Figura 5. Ejemplo de complejo de coordinacion octaédrico para Zn(II)

[ | Si el &tomo metalico central esta unido a un grupo de moléculas o iones es un
complejo de coordinacion.

[ | Si esta cargado, es un complejo i6nico.

La formacion de un compuesto de coordinacion se puede interpretar como una reaccion
entre un acido de Lewis y una base de Lewis, entre los que se establece un enlace

covalente coordinado o dativo:

Mn+ + yLm- N [MLy](+n-my)

Clasificacion de los ligandos.
a) Segun el nimero de atomos directamente unidos al dtomo central. Pueden ser

monodentados, bidentados, tridentados y en general polidentados.
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Los ligandos polidentados se denominan ligandos quelatos, porque al unirse al atomo
central actiian como una pinza que forma un anillo, llamado anillo “quelato”. Asi ocurre

por ejemplo con la etilendiamina (en): H,N-CH,-CH,-NH,

b) Seglin el tipo de enlace que establecen con el &tomo metalico:

1.- Ligandos que no tienen disponibles electrones p y tampoco orbitales vacantes, de tal
forma que se coordinan s6lo a través del enlace o. Ejemplos son: H', (SO3)*” y RNH,.
2.- Ligandos con dos o tres pares de electrones libres que pueden desdoblarse en un par
de energia menor y formar un enlace o, con una energia mayor. Ejemplos son: N>, 0%,
F,CI,Br I, (OH) yS”.

3.- Ligandos que tienen pares electronicos de enlace s y orbitales p de antienlace vacios
de baja energia, los cuales pueden aceptar electrones de orbitales “d” del metal, que
estan orientados de forma adecuada. Ejemplos son: CO, R3;P, R3As y CN".

4.- Ligandos que carecen de pares de electrones libres, pero que tienen electrones p de
enlace. Ejemplos son los alquenos, alquinos y benceno.

5.- Ligandos que pueden formar dos enlaces o con dos atomos metdlicos separados 'y,

en consecuencia, actian como puentes. Ejemplos son (OH)", (NH,)", O,> y CO.

1.4.1. El Zinc formando parte de complejos de coordinacion

La funcion estructural del Zn, mencionada anteriormente, como constituyente de
proteinas, péptidos y complejos de aminoacidos y su abundante informacion sobre las
propiedades particulares del Zn permitid el disefio de complejos Zn-péptidos,
especialmente complejos Zn-aminoacidos. Asi se elaboraron complejos cuyas
estructuras cristalinas fueron reportadas como el Zn(Gly), (Gly: glicina)gz, Zn(Leu);
(Leu: leucina)®, [Zn(Cys),]* (Cys: cisteina)®, Zn(Met), (Met: metionina)®, Zn(His),
(His: histidina)®, Zn(Ser), (Ser: serina)®’, [Zn(Asp)(H.0),] (Asp: aspartato)®® y
[Zn(Glu)(H,0)] (Glu: glutamato).*

1.5. LIGANDOS
1.5.1. Estrategias para modificar las propiedades fisicoquimicas de ingredientes
farmacéuticos activos

La seleccion de sales es una estrategia que cominmente es empleada para mejorar

. Lot 90
las propiedades de un compuesto farmacéutico.
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Las sales cristalinas pueden conferir modificaciones fttiles para mejorar la
solubilidad acuosa, estabilidad quimica, y mayor biodisponibilidad en relaciéon a su
base o acido libre de un compuesto activo. Las opciones de distribucién de farmacos,
incluida las soluciones parenterales o tecnologias de liberacion controlada,
frecuentemente dependen de la capacidad de modular las propiedades fisicoquimicas.

La quimica supramolecular o quimica entre moléculas, se relaciona con el estudio
de las interacciones no covalentes presentes entre moléculas diferentes o iguales, ya sea
en estado solido (empaquetamiento cristalino) o en solucion. Estas interacciones se
llevan a cabo entre los sitios de reconocimientos de moléculas (grupos funcionales) y
son las responsables de las diferentes modificaciones supramoleculares.”’ Un ejemplo
de la quimica supramolecular al estado sélido son los cocristales.

Un cocristal puede ser definido como un complejo cristalino formado por dos o mas
especies que se encuentran en la misma celda cristalina, el cual es s6lido a temperatura
ambiente, y que se mantienen unidas mediante interacciones no covalentes,
principalmente por enlaces de hidrogeno.”

En los ultimos 20 afios, el nimero de publicaciones relacionadas con los avances en
el disefio de estrategias, técnicas de cultivo y caracterizacion de cocristales han
aumentando significativamente en el campo de la ingenieria de los cristales. Sin
embargo, solo dentro de la ultima década los cocristales han encontrado su lugar en la
industria farmacéutica, principalmente debido a su capacidad para alterar las
propiedades fisicoquimicas sin comprometer la integridad estructural del ingrediente
farmacéutico activo (IFA) y, por lo tanto, posiblemente, mejorar la bioactividad.

La capacidad de liberacion de un farmaco dentro del paciente en forma eficiente,
segura y econémica depende en gran medida de las caracteristicas fisicoquimicas del
IFA.” La mayoria de los IFAs son solidos, por lo que se requiere que se encuentren en
estado cristalino, debido a su facilidad de obtencion ya que el proceso de cristalizacion
ayuda a eliminar las impurezas presentes.

Tradicionalmente, los IFAs en estado cristalino se presentan en forma de sales,

solvatos y polimorfos (Figura 6).
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COCRISTAL

AMORFO

‘ IFA <@ Contraion [> Disolvente A Formador

(molécula cargada) 0 agua (molécula neutra)

Figura 6. Sistemas cristalinos de IFAs (tomado de Saucedo-Balderas y colaboradores).”*

Los polimorfos son estructuras cristalinas del mismo compuesto que pueden
organizarse al menos de dos formas diferentes; cada polimorfo puede presentar
propiedades fisicoquimicas distintas. Los solvatos e hidratos se forman al quedar
atrapadas moléculas de disolvente o de agua dentro de la red cristalina; esto puede
representar un problema si durante el periodo de almacenamiento, las moléculas de
disolvente se liberan de la red cristalina, lo que puede afectar la estabilidad de la forma
farmacéutica. La formacion de sales de los IFAs constituye el principal método para
mejorar la solubilidad de los mismos; esto se logra haciendo reaccionar el IFA con un
acido o una base, lo que da como resultado el IFA en forma ionizada.”

En algunas circunstancias estas sales no tienen las propiedades sélidas adecuadas o
no pueden formarse debido a la ausencia de grupos ionizables en la estructura quimica
del IFA”. Los cocristales farmacéuticos (Figura 6) son materiales cristalinos
constituidos por un IFA y uno o mas agentes formadores de cocristales, los cuales son

solidos a temperatura ambiente.”’

Principales Ventajas de los cocristales

% Es una forma cristalina mas estable comparada con los s6lidos amorfos.

% Pueden aumentar la estabilidad de fArmacos que son poco solubles en agua.
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% Pueden aumentar la biodisponibilidad debido a un aumento de la solubilidad.

1.5.1.1. Polimorfos y cocristales con sertralina

Sertralina HCI (Zoloft ®) es un ejemplo de una forma de sal que es altamente
polimoérfica y posibilita la formacion de solvato. Esto ha generado, una gran cantidad
de patentes de esta droga habiéndose descripto a la fecha 28 formas de HCI de
sertralina.”®

Ademas, se describid la formacion sales monoionicas (con los acidos acético,
benzoico, hidrobrémico, lactico, p-toluensulfonico, etano sulfonico), sales di y tridcidas
(con los acidos citrico, fumarico, maleico, malonico, fosforico, succinico, sulfurénico y
I-tartarico) y una estructura cristalina con la sal de sertralina-HBr. Este trabajo ha
demostrado que las pequefias diferencias aparentemente menores en la formacion de
estas sales de sertralina, pueden tener profundos efectos en el nimero de polimorfos y
solvatos que se pueden encontrar en las sales correspondientes” y en la mejora de la
actividad farmacologica de la sertralina.

Por ejemplo, el bromhidrato de sertralina contiene cuatro moléculas de la sal en la
unidad en el grupo espacial P212121 ortorrombico no centrosimétrico siendo similar a
la que presenta la sal del hidrocloruro de sertralina (SerH, CI") pero en oposicion al ion
cloruro, el ion bromuro produce efectos secundarios como sedaciébn y problemas

;. o foogs 99
dermatoldgicos que limita su uso terapéutico.

1.5.2 Acido Cumarin-3-carboxilico (HCCA)

N oH

Figura 7.

Nombre sistematico (IUPAC): 2-Oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid
Formula Molecular: C0HeO4

Peso molecular: 190,15

Punto de fusion experimental: 189-193 °C

Referencia: ChemSpider (Royal Society of Chemistry)
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La cumarina y sus derivados poseen reconocida y amplia actividad biologica y
farmacologica tales como acciones antiinflamatorias, antioxidantes, antialérgicas,
antivirales y anticarcinogénicas.'*

El 4cido cumarin 3-carboxilico, seleccionado para este estudio, posee la capacidad
de actuar como ligando bidentado y formar complejos neutros.

Desde el punto de vista quimico se han realizado estudios teoricos y experimentales
sobre la capacidad de formar complejos entre el ligando desprotonado del 4cido cumarin
3-carboxilico (CCA™) con La(III).""!

También se ha preparado el complejo del 4cido cumarin 3-carboxilico con Cu(Il) y
se ha caracterizado por diferentes tipos de andlisis (basico elemental, térmico,
espectroscopia IR, Raman, resonancia paramagnética electronica (EPR), reflectancia
difusa UV-vis y espectroscopia RMN de 'H).'**

Ademads, se han realizado estudios de la estructura molecular y espectroscopicos de
los complejos del acido cumarin 3-carboxilico con Ni (II), Co (II), Zn (II) y Mn (II)
basados en la teoria de la densidad funcional.

Desde el punto de vista farmacolégico se han descripto numerosos derivados del
HCCA.

En base a que algunos compuestos alcoxi-hidroxi cumarinicos han mostrado

actividad hipoglucemiante y efecto atenuante de las complicaciones diabéticas, se

103

observo un efecto sinérgico con el vanadio (Figura 8).

Figura 8. Estructura de los complejos de oxovanadio(IV) con ligandos cumarinicos: (1)
R1=H, R2=H; (2) R1=BI', R2=H; (3) R1=BI', R2=OCH3; (4) R1=BI', R2=N02; (5) R1=BI',
R2=OH.
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El complejo cumarin 3-carboxilato con Ag (I) ha demostrado efectos antibacterianos

y antimicéticos (actividad anti-Candidas)'®*

asi como también resultd ser un agente
cito-selectivo ya que su capacidad de inhibir la viabilidad celular de células tumorales es
superior a su accion en células normales y su mecanismo de accidon parece ser por
inhibicién de la sintesis de ADN. '

El derivado aril-éster del 4cido cumarin-3-carboxilico también ha indicado efectos
anticancerigenos.'"’

Los complejos de cumarin 3-carboxilato con Sm(IIl), Gd(IIl), y Dys(IIl) han
demostrado actividad antiproliferativa sobre la linea celular K562 derivada de una
leucemia mieloide cronica humana.'®®

También se han sintetizado derivados del dcido cumarin 3-carboxilico con actividad
inhibitoria sobre los receptores NMDA, como el 6-bromo, 6,8-dibromo y 6,8-diiodo del
cumarin-3-carboxilico, los cuales pueden tener efecto terapéutico en casos de déficit

cognitivos o esquizofrenia.'®”
1.5.3. S-metil-L-cisteina
S-metil-L-cisteina (Figura 9) es un aminoacido que ofrece varios posibles sitios de

coordinacion para los iones metalicos: grupo carboxilico (COOH), grupo amino (NH>) y

azufre (con un poco menos de probabilidad debido al grupo metilo unido al mismo).

H.,C
3
\S OH

NH

Figura 9: Estructura de S-metil-L-cisteina
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Desde el punto de vista de la formacion de complejos de coordinacidon, se conocen
sus derivados con Zn(Il), Cd(II), Hg(Il), Pb(ID)''°, Pt(IN)'"!, Mn(II), Co(Il), Ni(I) y
Cu(ID'"?, Au(IID)'" sin embargo en muchos de los casos se caracterizaron de manera
limitada y no desde el punto de vista de su potencial aplicacion biologica.

Por su parte, el aminoacido S-metil-L-Cisteina no ha sido muy aprovechado
tampoco en relacion a las demostradas propiedades beneficiosas del mismo. Se sabe por
ejemplo que se ha estudiado su efecto antioxidante en la oxidacion de especies
hidroperoxido proveniente de lipidos (LOOH) durante la formacion de la lipoproteina
de baja densidad humana (LDL)''"* y también en ratones tratados con 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) donde se utilizaron para examinar los efectos
neuroprotectores de la N-acetilcisteina (NAC), S-etil cisteina (SEC), s-metil-cisteina
(SMC), vy la cisteina s-propilo (SPC)'"°. En éste tltimo trabajo también se encuentra
estudiado el efecto anti-inflamatorio asi como también fueran analizados los efectos
antioxidantes y anti-inflamatorios en rifion de ratones diabéticos.''®

Otra aspecto no menos relevante, son los ensayos realizados por Morimura y
colaboradores''” que demostraron que S-metil-L-cisteina puede servir como agente
quimiopreventivo para hepatocarcinogénesis, donde se presenta la reduccion de la
proliferacion celular por un mecanismo que aparentemente implica la supresion del
factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1, Insulin like Growth Factor I) y el estrés
oxidativo.

Por tanto, resulta muy interesante el estudio de potenciales y nuevos efectos

beneficiosos tanto para S-metil-L-cisteina, como para sus complejos de coordinacion.

Por todo lo expuesto, en este trabajo de tesis doctoral nos parecio interesante combinar
el acido cumarin 3-carboxilico con sertralina y el complejo de coordinacion del Zn(1l),
tetraclorozincato ([ZnClyJ”) con sertralina de manera de formar sales y analizar sus
estructuras y las ventajas que, sobre el efecto antidepresivo, tendria la terapia
combinada.

Asimismo, se propone evaluar los efectos de S-metil-L-cisteina sola y complejada con
Zn(1l) y del farmaco antidepresivo sertralina modificando su estructura a través de su

. .7 . + -
interaccion con iodo: I-SerH, ' I'.
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Capitulo I: Complejo iodo-sertralina

CAPITULO I. COMPLEJO IODO-SERTRALINA

1.1. INTRODUCCION

Como ya fue mencionado en la introduccion de este trabajo, la sertralina se convirtid
en los ultimos afios en una excelente medicina alternativa para el tratamiento de la
depresion que tiene un gran valor comercial. Con el objetivo de producir otras formas
activas utilizadas como antidepresivo en los seres humanos, diversos cristales como
polimorfos, solvatos, hidratos y fases amorfas se han preparado, caracterizado y
patentado. Diferentes metodologias de alto rendimiento se han utilizado con la finalidad
de preparar formas cristalinas de sales utilizando la formacion de sales con diferentes
aniones. Entre ellos se han preparado sales con acidos como el acético, citrico, maleico,
benzoico, etansulfonico, maldnico, entre otros, buscando siempre mejorar la actividad
ya demostrada por sertralina y evitar los efectos secundarios. Algunos derivados
incluyen la halogenacion de la molécula, asi por ejemplo el bromhidrato de sertralina
contiene cuatro moléculas de la sal en la celda unidad (grupo espacial ortorrombico
P2,212,) siendo similar a la presentada por el hidrocloruro de sertralina (SerH, CI’), pero
en contraste al cloruro, la presencia del ion bromuro produce efectos secundarios como

sedacion y problemas dermatologicos por lo que limitan su uso terapéutico’ (Figura 1).

Figura 1. Vista de la estructura cristalina de SerH, Br. Grupo espacial: P2,2,2;.
Empaquetamiento con la vista de los puentes de H. Tomado de Remenar y

colaboradores.
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También se ha preparado el derivado con iodo denominado hidroioduro de
iodosertralina (I-SerH, T) el cual se ha caracterizado por espectrometria de masa,
analisis térmico y se han realizado célculos semi-empiricos de los OM (Orbitales
Moleculares)” pero no existe informacion detallada en relacion a su espectro infrarrojo
ni a sus potenciales efectos bioldgicos incluyendo la determinacién de su potencial
actividad antidepresiva para su cotejo y comparacion con la de sertralina.

Sobre la base de esta informacion precedente, se proponen para este capitulo los

objetivos enunciados a continuacion.

1.1.1. Objetivos:

Los objetivos de este capitulo fueron:

1) Caracterizar el compuesto iodo sertralina desde el punto de vista de Ia
espectroscopia vibracional: para lo cual se realizaron calculos de la teoria de densidad
funcional con el fin de asignar los modos de las vibraciones caracteristicas,
especialmente aquellas relacionadas con la presencia de iodo en la estructura.

2) Comparar con el espectro experimental FTIR (Espectrometria Infrarroja con
Transformada de Fourier) de hidrocloruro de sertralina, por la razén de que este método
tedrico no se ha utilizado cuando se analizo su espectro vibracional.?

3) Estudiar del potencial efecto antidepresivo de este producto iodado en comparacion

con hidrocloruro de sertralina.

1.2. SINTESIS DE HIDROIODURO DE IODO SERTRALINA: C;;H;;CL,I,N

La preparacion se realiz6 de acuerdo al método reportado por Zayed y
colaboradores® mediante el cual la mezcla de cantidades equimoleculares de clorhidrato
de sertralina y solucion de iodo en etanol-agua dan lugar a la formacién de un
precipitado de color marrdn, que se separa por filtracion y purifica por recristalizacion.
De acuerdo al trabajo mencionado, la estructura propuesta para el derivado iodado se

muestra a continuacion.
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+
H HoCH3 I

Figura 2. Derivado iodado de sertralina

Cl

1.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

1.3.1. Estudio completo comparativo del espectro infrarrojo (espectro experimental vs
simulaciones del espectro teorico) y geometrias moleculares.

Durante la realizacion de los calculos programados, no se encontraron conformeros de
baja energia dentro de los 2 kcal mol” de hidrocloruro de sertralina (SerH, CI) o de
hidroyoduro de sertralina iodo (I-Ser,’T). Por lo tanto, todas las discusiones se
refirieron a las conformaciones de mas baja energia de todas las especies. Los esquemas
moleculares de SerH, CIy de iodo I-Ser, T se muestran en la Figura 3.

En la misma figura se presentan las estructuras optimizadas de mas baja energia,
con sus correspondientes uniones a los 4&tomos mientras que sus pardmetros geométricos

se enumeran en la Tabla 1.
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SerH, CI'
H,
H-N"-CH,
Cl
Cl
I-SerH,'T
H-N"CH,
|
Cl
Cl

Figura 3. Esquemas moleculares de hidrocloruro de sertralina (SerH, CI") y del producto
iodo-sertralina (hidroyoduro de iodosertralina, I-SerH, T) (izquierda) y las geometrias
tedricas en equilibrio con los atomos numerados de (a) (SerH, CI) y (b) I-SerH, T

(derecha).

En la Tabla 1 se observa que las dos distancias de los 4ngulos de enlace no fueron
significativamente modificadas por la adicién de iodo al C6. El angulo de torsion (CS5-

C6-C13-C14), por otra parte, mostré una disminucion significativa de mas de 50 grados.
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Tabla 1: Parametros geométricos calculados para SerH, CI' y I-SerH, T. Las distancias
de enlaces estdn indicadas en A. Los angulos de enlace y torsion seleccionados estan

indicados en °. Los nimeros corresponden a la denominacidn presente en las figuras.

Distancia de enlace (A) SerH, CI' I-SerH,T
C1-N2 1,49 1,49
N2-C3 1,54 1,54
C3-C4 1,54 1,52
C4-C5 1,54 1,52
C5-C6 1,54 1,54
C6-C7 1,51 1,52
C7-C8 1,40 1,40
C8-C9 1,39 1,40
C9-C10 1,39 1,38
C10-C11 1,39 1,39
C11-C12 1,39 1,38
C12-C7 1,39 1,40
C6-C13 1,53 1,52
C13-C14 1,40 1,39
C14-C15 1,39 1,39
C15-C16 1,40 1,39
C16-C17 1,39 1,39
C17-C18 1,39 1,38
C18-C13 1,40 1,39
ce-2z1r. e 2,23
C-Hypromedio 1,09 1,09
N-Hpromedio 1,03 1,02
C-Clyromedio 1,72 1,73
Angulos de enlaces seleccionados (°)

C1-N2-C3 115,63 116,17
C4-C3-C8 114,86 113,09
C8-C9-C10 120,22 120,85
C7-C6-C13 112,07 113,63
C7-C6-121 -——- 104,32
C14-C15-C16 119,96 120,03
C14-C15-C119 118,88 118,71
Angulos de torsion seleccionados (°)

C1-N2-C3-C4 71,47 67,36
C5-C6-C13-C14 149,74 93,48
C12-C7-Cé6-121 -——- 73,71

r . +
Las moléculas examinadas constan solamente de un grupo NH, vy
consecuentemente se puede predecir una vibracion de estiramiento simétrico y

asimétrico N-H. Como era de esperar, el modo de estiramiento asimétrico que se
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extiende por el grupo NH,  se presenta a mayores valores de frecuencia que el
correspondiente al modo de estiramiento simétrico, como es de esperar.* Generalmente,
el rango en el cual los valores de frecuencia relacionadas con esos modos vibracionales
aparecen se presenta entre 3420 a 3500 cm™ (estiramiento asimétrico NH,") y 3340-
3420 cm™ (estiramiento simétrico NH, "), respectivamente.’

Las frecuencias armonicas calculadas para estos modos estan ubicadas a 3477 cm™ y
3361 cm™ en la SerH,'Cl, ya 3485 cm™ y 3436 cm™ en el I-SerH, T (Tabla 2).

Como se indicd anteriormente, estos modos fueron asignados al estiramiento
asimétrico N-H (mayor frecuencia) y estiramiento simétrico N-H (menor frecuencia) del
grupo NH,", de acuerdo con el valor esperado si se considera ausencia de formaciéon de
puentes H en una molécula. En contraste, la formacion de la sal (estado s6lido) produjo
un considerable debilitamiento de la banda normal correspondiente al modo de
estiramiento NH.

Por el contrario, en el s6lido aparece la formaciéon de enlace de hidrogeno que se
origina en el grupo N'H--X  (X=halégeno) y que perturba las frecuencias de
estiramiento NH mediante la remocion de la densidad de clectrones del enlace NH,
provocando un desplazamiento hacia valores de frecuencias mas bajas. Aparentemente,
este efecto puede ser mas marcado en los compuestos aromaticos en los que se han
observado varias bandas en el rango 2800-2000 cm’. Este es un comportamiento
previamente observado de las sales de amina. Varios autores han estudiado la naturaleza
de los enlaces de hidrégeno, dando lugar a controversias en las asignaciones de las
frecuencias de vibracion del estiramiento de NH,". Existen en la bibliografia trabajos
como los Chenon y Sandorfy’, Heacok y Marion’, Balwin, Amourin da Costa y
colaboradores®, y Giffin y colaboradores’, entre otros, en donde se describi6 que las
bandas de estiramiento de los grupos amino protonados pueden ser localizadas entre
2800 cm™ y 2400 cm™', y algunos de estos autores llegaron a la conclusion de que los
enlaces de hidrogeno de los atomos de hidrogeno amino (N'H--X') causan un cambio
regular de dichas frecuencias hacia nimeros de onda inferiores al aumentar el tamafio de
aniones (CI'<Br'<I).

Sobre la base de los datos provenientes del estudio tedrico y teniendo en cuenta la
comparaciéon con los resultados informados anteriormente, las bandas espectrales
experimentales en 2470 cm™ y 2375 ¢cm™ para SerH, CI, y el doblete localizado en
2451 cm™ y 2434 cm™ (hacia el lado de mayor frecuencia vibracional) (Figura 4A) y la

banda ubicada en 2348 cm (del lado de menor frecuencia vibracional) para I-SerH, T,
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(Figura 4B) se asignaron a los modos de estiramiento asimétrico y simétrico del grupo
+ . .. .

NH, . Asimismo se pudo observar el corrimiento de los valores de las frecuencias

cuando el tamafio del anidn aumenta como ocurre cuando se cambia cloruro por ioduro

(Figura 4).
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Figura 4. Espectro experimental FTIR para el hidrocloruro de sertralina (SerH, CI) (A)
y el producto sertralina-yodo I'SerH, T (B). Region amplificada (2500-2300 cm™) para
(A) y (B), respectivamente.
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El dipolo vibracional inducido del grupo NH," genera un dipolo en el anién el cual
es proporcional a la polarizabilidad del anion que aumenta con la densidad electronica
del cloro al yodo. El dipolo vibracional inducido del grupo del iodo luego de acoplarse
con el dipolo de vibracién inducido de la unidad NH,", modifica el modo de
estiramiento y provoca una disminucion del valor de la frecuencia. Debido a que la
magnitud del acoplamiento es proporcional a la polarizabilidad del anion, el
desplazamiento en el valor de la frecuencia es menor para la sal de amina que contiene
iodo que para la sal de cloro.'

El modo vibracional de deformaciéon denominado cominmente modo “tijera”
(scissors) correspondiente al grupo NH," es localizado 1650 cm™ en la region de 1650-
1580 cm™, posiblemente acoplado con los modos de estiramiento del anillo aromatico
v(C=C).""!"! De hecho, las frecuencias arménicas calculadas aparecen a ca. 1636y 1647
cm’, mientras que en el espectro experimental fueron observados a 1640 y 1645 cm’
para SerH, CI, y para I-SerH, 'T", respectivamente (Figura 3). Se puede prestar atencion
al corrimiento de esa banda hacia mayor frecuencia para I-SerH, T .

Este comportamiento estd en concordancia con lo esperado, suponiendo que estos
movimientos son debido al aumento en el caracter p cuando se produce el alargamiento
del enlace XH que hace mas fécil el estiramiento del enlace pero mas dificil el modo de
flexion del mismo.”> Ademas, también es posible observar que en el rango de menores
frecuencias se pueden localizar las bandas correspondientes a los modos vibracionales
de torsion NH (twisting) y de cabeceo (wagging) del grupo NH, " junto a otros modos de
vibracion, manteniendo una buena relacion entre las frecuencias experimentales y las

calculadas (Tabla 2).
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Tabla 2.

. . . . -1
Frecuencias vibracionales experimentales y calculadas (en cm™) de los

espectros de infrarrojo del hidrocloruro de sertralina (SerH, CI) y el hidroyoduro de

iodosertralina (I-SerH, T) en conjunto con las asignaciones tentativas.

Abreviaturas: f, fuerte; m, medio; d, débil; h, hombro; md, muy débil, Ph=fenilo, ip:en

el plano, op:fuera del plano.

SerH, CI SerH, CI Intensidad Asignacién I-SerH,'T"  I-SerH,'T"  Intensidad Asignacién
Frecuencia Frecuencia relativa tentativa Frecuencia  Frecuencia relativa tentativa
observada calculada observada calculada
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
3477,588 1,645988 Vas (NH, ) 3485,630 1,637130 Vas NH (NH, )
3361,036 6,474864 vs (NH,) 3436,370 0,752450 vs NH(NH,")
3240d 3235,060 0,022832 vCH (Ph-CI) 3239,000 0,042490 vCH (PhCl)
3220,853 0,024961 vaCH (PhCl) 3222,680 0,015490 v.sCH (PhCl)
3210,703 0,003422 Vas (CH3) 3201h 3202,240 0,004790 Vas(CH3)
3178 d 3189,295 0,062451 vCH (Ph) 3174 h 3172,980 0,121640 vCH (Ph-Cl)
3154d 3148,56 0,249631 vsCH(CH,),vCH
(ciclo)
3134,931 0,079452 VasCH(CH,) 3126 h 3136,180 0,188960 va.sCH(CH,),
3076 d 3080,120 0,096218 vCH(ciclo) 3113,540 0,147920 (ciclo) vCH
3107,867 0,084723 vs (CHzy) 3108,760 0,008290 vs(CHz)
1680,576 0,170565 v C=C (Ph) 1676 m 1676,840 0,053340 vC=C (Ph)
1659,382 0,038256 v C=C (Ph, PhCl) 1662,100 0,088130 vC=C (Ph, PhCl)
1640 m 1636,625 0,593778 tijera NH, 1645 m 1647,280 0,887930 tijera NH,
1626 m 1619,768 0,245849 v C=C (PhCl) 1650,800 0,072340 vC=C (PhCl),
1583 m 1539,496 0,291458 v C=C (Ph) 1599 m 1522,360 2,438240 vC=C (PhCI)
1515d 1521,819 1,622319 v C=C (PhCl) 1517 m 1517,570 0,311450 vC=C (PhCI)
tijera CH, tijera CH,
flexioén asimétrica flexion asimétrica, CH,
CH;
1488 h 1509,426 0,229882 flexion asimétrica 1489m 1504,830 0,728590 flexion asimétrica CHj
CH;
1467 md 1464,830 0,162601 aleteo CH,, 1466 £ 1461,810 0,093670 aleteo CH,
flexion simétrica flexiéon simétrica CHj,
CH;
1433 m 1439,840 1,046371 aleteo NH,, 1447 s 1427,470 0,622850 aleteo NH,
torsion CH(ciclo) torsion CH(ciclo)
flexion simétrica CH; flexion simétrica CH;
aleteo CH, aleteo CH,
1423 m 1427,702 0,636848 flexion simétrica 1416 h 1425,520 1,619480 flexioén simétrica CHj,
CH; 0 CCH ip (PhClI)
0 CCH ip (PhCI)
1403 s 1396,279 0,142119 flexion simétrica 1400 s 1397,530 1,797810 flexion simétrica CH;
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CHj;, ciclod CH

oCH ciclo

1387 s 1374,040 0,134550  CHj; flexion simétrica, o
CH ciclo
1360 d 1366,360 0,172970 flexion simétrica CHj
ciclo 6CH
aleteo NH,
1339 m 1343,336 0,083625 Balanceo CHj 1343 m 1345,620 0,274160 balanceo CHj
torsion NH, torsion NH,
oCH ciclo 0 CH ciclo
torsion CH, torsion CH,
1310 m 1297,727 0,228282 SCCH ip (PhClI, Ph) 1285 m 1300,550 0,101220 S6CCH ip (PhClI, Ph)
1270 m 1274,131 0,212599 torsion CH, 1267 m 1272,790 0,524880 torsion CH,
1250 m 1258,731 0,107284 SCCH ciclo 1251 m 1250,260 0,782840 SCCH ciclo
1248 d 1235,853 0,142985 1237d 1233,280 0,341330
1214 m 1217,275 0,220375 8CCH ip (PhCl, 1215m 1224,860 0,149560 S6CCH ip (PhCl, Ph),
Ph), O6CCH ciclo
OCCH ciclo torsion CH,
torsion, CH, vCNC vCNC
1202 m 1204,060 0,027430 S6CCH ip (PhCl, Ph),
OCCH ciclo
torsion CH,
1171 w 1180,560 0,842210 S6CCH ip (PhClI, Ph)
1136 £ 1138,180 0,087837 S8CCH ip (PhCl, 1132 f 1134,070 0,163340 S6CCH ip (PhCl, Ph),
Ph), ciclo 5SCCH O6CCH ciclo
torsion CH, torsion CH,
torsion NH, torsion NH,
1107 m 1106,700 0,160850 6CCH ip (PhCl, Ph),
OCCH ciclo
torsion CH,
1081 w 1073,615 0,014896 S8CCH ip (PhClI, Ph) 1076 m 1075,450 0,041480 6CCH ip (PhClI, Ph),
OCCH ciclo OCCH ciclo
1057 m 1058,431 0,875498 S8CCH ip (PhCl, Ph) 1052 m 1052,590 0,336240 6CCH ip (PhClI, Ph),
OCCH ciclo OCCH ciclo
1025 m 1036,345 0,365318 v(C-N) 1028 s 1024,100 0,223770 v(C-N)
1012 h 1019,900 0,190899 6CCH ip (Ph),
3CCC
1002 h 998,3846 0,008651 6CCH op (PhCl, 997 m 997,580 0,006180 S6CCH op (PhCl, Ph)
Ph)
956 m 950,550 0,207630 6CCH op (PhCl, Ph),
Balanceo CHj;
Balanceo CH,
Torsion NH,
924 m 917,160 0,05180 6CCH op (PhCl, Ph),
balanceo CHj;
balanceo CH,
914 h 913,260 0,030380 6CCH op (PhCl, Ph)
balanceo CH,
893 m 890,7757 0,15424 0CCH op (PhCl, 896 m 896,060 0,423680 6CCH op (PhCl, Ph),
Ph), respiracion respiracion (Ph,PhCl)
(Ph,PhCl) balanceo CHj;
balanceo CHj; balanceo CH,
balanceo CH, balanceo NH,
balanceo NH,
845 md 858,5498 0,607433 8CCH op (PhCl, 876 h 871,190 0,33260 6CCH op (PhCl, Ph),
Ph), 3CH ciclo balanceo CHj;
balanceo CHj; balanceo CH,
balanceo NH,
826 m 824,7017 0,077872 respiracion (Ph) 820 f 827,640 0,019180 respiracion (Ph),

OCH ciclo
balanceo CHj;
balanceo CH,

OCH ciclo
balanceo CHj;
balanceo CH,
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balanceo NH,
796 h 814,479 0,079348 respiracion (Ph), 804 m 811,910 0,280820 respiracion (Ph), ciclo
ciclo 3CH OCH balanceo CH;
balanceo CH; balanceo CH,
balanceo CH, balanceo NH,

785 m 796,1824 0,808563 S8CCH op (PhCl, 777 £ 784,260 0,177090 respiracion (Ph),

Ph) balanceo CHj;
balanceo CHj; balanceo CH,
balanceo, CH, balanceo NH,

769 m 760,3515 0,542095 6CCH op (Ph, 760 m 762,100 1,018710 6CCH op (Ph, PhCl),

PhCl) respiracion (Ph),
balanceo, CH; balanceo CHj,
balanceo CH, balanceo CH,,

balanceo NH,

743 d 742,8886 0,072814 6CCH op (Ph, 743 m 731,770 0,175640 6CCH op (Ph, PhCl),

PhCl) respiracion (PhCl)
balanceo, CHj;
balanceo, CH,

702 m 708,3854 0,076838 respiracion 729 m 715,960 0,578870 6CCH op (Ph, PhCl),

(Ph,PhCl) balanceo CHj;
balanceo CHj; balanceo CH,
balanceo CH, balanceo NH,

673 m 697,7009 0,32969 respiracion (Ph) 673 m 699,090 0,367260 Respiracion (PhCl)
balanceo CH,

643 d 663,4005 0,166804 respiracion (Ph) 634d 633,010 0,297930 Respiracion (Ph),
balanceo CHj; balanceo CH,
balanceo CH,

620 m 634,8886 0,052174 respiracion (Ph)
balanceo CH,

589 m 590,0904 0,059073 Torsién y 617 m 616,220 0,161890 Torsion y respiracion

563d 579,0513 0,051966 respiracion (ciclo 558d 564,980 0,018160 (ciclo Ph, PhCl)

534d 544,8443 0,167831 Ph, PhCl) 526d 526,300 0,369390

514 m 511,9304 0,069119 Torsion y 511d 509,720 0,200080 Torsion y respiracion

respiracion (ciclo (ciclo Ph, PhCl)
Ph, PhCl) v C-Cl
495 m 475,4928 0,016656 Torsién y 487m 474,370 0,011340 Torsién y respiracion
respiracion (ciclo (ciclo Ph, PhCl)
Ph, PhCl) v C-Cl
vC-Cl
476 m 468,410 0,062460 Torsion y respiracion del
anillo y Ph
445 d 455,8562 0,166197 Torsion y 442 m 446,280 0,081480 Torsion y respiracion
respiracion (ciclo (ciclo Ph, PhCl)
Ph, PhCl) v C-1
426 d 423,2416 0,010425 Torsion y 426d 418,490 0,013730 Torsién y respiracion
respiracion (ciclo (ciclo Ph, PhCl)
Ph, PhCl)

La identificacion del modo vibracional de estiramiento v(C-N) es siempre

problematico debido a la posible superposicion con otras bandas en esa region. Las

frecuencias calculadas para este modo v(C-N) dan lugar a los valores de 1036 y 1024

cm’, lo que permiti6 asignar el estiramiento experimental de las bandas v(C-N) a 1025

y 1028 cm™ para SerH,"CI’, y para I-SerH, T, respectivamente.

Como se conoce, es posible la presencia de varios modos vibracionales para el grupo

metilo. Este grupo da lugar a dos diferentes modos v(C-H), los estiramientos simétricos

y asimétricos que normalmente caen en el rango 2800-3000 c¢cm™ donde generalmente el
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modo asimétrico aparece a mayores frecuencias que la del modo simétrico. Las
frecuencias calculadas para los modos de estiramientos simétricos y asimétricos de v(C-
H) se encontaron en el rango y en el orden esperado (3211 y 3108 cm™ para la
SerH,'CI,, y 3202 y 3109 cm” para I-SerH, T respectivamente). En los espectros
experimentales so6lo el modo de estiramiento asimétrico se pudo observar como un
hombro en el producto de sertralina con iodo (Tabla 2).

Los enlaces CH pueden producir vibraciones de flexion las que fueron identificadas
en la region de 1520-1400 cm™. Teniendo en cuenta la naturaleza del elemento al cual el
grupo metilo estd unido, era de esperar’® que el modo de deformacion simétrica de este
grupo apareciera a valores de frecuencia de 1470 + 5 cm™. Esto se correlaciona muy
bien con nuestras evaluaciones en donde aparecen a 1467 y 1466 cm™ en el espectro
experimental en comparacion con los valores de 1465 y 1462 cm™ calculados en la
simulacién tedrica en los espectros de SerH, CI"y I-SerH, T  respectivamente, en el cual
las dos bandas aparecen con gran intensidad. E1 modo vibracional del CH, contribuye
ademads a esa banda en menor proporcion. A altas frecuencias las vibraciones de flexion
de los grupos metilo y metileno se superponen pero a baja frecuencias es posible
observar el modo vibracional de balanceo del grupo metilo.

Las frecuencias de flexion en el plano del grupo C-H se esperan en la region de
1000-1300 cm™ mientras que los modos correspondientes a las vibraciones fuera del
plano del grupo C-H en la region de 750-1000 cm™ para compuestos aromaticos. En
nuestros estudios las vibraciones de flexion en el plano estuvieron localizadas, como se
esperaba, entre 1310 y 1050 cm™ y las vibraciones fuera del plano entre 870 y 960 cm™,
respectivamente. En general, las vibraciones calculadas para C-H (de estiramiento, en el
plano y fuera del plano) estuvieron en muy buena concordancia con los valores
experimentales aceptados (Tabla 2, Figura 5).

Como se ha indicado, estas bandas no estuvieron apreciablemente afectadas por la
naturaleza del sustituyente y por esta razon no se pudo diferenciar los dos grupos fenilos
de la molécula (uno de ellos con cloruro).'? Las vibraciones de estiramiento del anillo
son representativas del anillo aromatico. Generalmente, para los bencenos sustituidos,
las bandas observadas en la region de 1400-1650 cm™ son caracteristicas de los modos
de estiramiento de los enlaces C=C. En este trabajo, esas vibraciones fueron asignadas
(tanto para las frecuencias vibracionales del espectro tedrico y experimental) en la

region 1500-1680 cm™. Asimismo, aparte de la contribucién de otros modos

42



Capitulo I: Complejo iodo-sertralina

vibracionales, la frecuencia de vibracion del modo de estiramiento asimétrico del grupo

CNC calculado tedricamente es consistente con el valor experimental (Tabla 2).
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Figura 5. Izquierda: espectro experimental (A) y tedrico (B) FTIR para el
hidrocloruro de sertralina (SerH, CI). Derecha: espectro experimental (C) y

tedrico (D) FTIR del hidroyoduro de iodosertralina (I-SerH, 'T))
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Una de las caracteristicas mas relevantes del andlisis computacional fue la
identificacion de modos de vibracion de estiramiento del C-X (X=halégeno) (Tabla 2).
Los valores de las frecuencias del modo de estiramiento para el enlace C-I aparecieron
a valores de frecuencias mas bajas que las esperadas para el enlace C-CL. Esta tendencia
estd en concordancia con el mayor radio atomico del iodo en comparacion con el del
cloro que forma un enlace mas largo C-X y por lo tanto, la banda debido al modo de
estiramiento aparece en el espectro, como era de esperar, con una frecuencia menor y a
menor nimero de onda.

Vale la pena destacar que en el estudio realizado por nosotros, en contraste con la
simulacion computacional de los métodos ab initio y de la teoria del funcional de la
densidad (o DFT, por sus siglas en inglés, Density Functional Theory) realizados por
Sagdinc y colaboradores’, que para el caso del hidrocloruro de sertralina, nuestros
resultados reflejan una mejor concordancia entre los datos experimentales y teoricos
(Tabla 2, Figura 5). En un estudio anterior, Zayed y colaboradores® realizaron un
analisis simplificado del espectro de FTIR para el producto sertralina-iodo en el cual
solamente describieron los rangos de vibracion esperados para las principales bandas
caracteristicas. En el presente estudio hemos podido analizar la mayoria de las bandas
vibracionales experimentales y asignarlas de acuerdo a los espectros calculados

mediante simulaciones computacionales.
1.3.2. Caracterizacion por espectroscopia UV-vis

El hidrocloruro de sertralina tiene un espectro tipico de absorcion electronica que
deriva de compuestos con el grupo arilo halogenado mostrando una banda en 290 nm
cuando se utiliza diclorometano (CH,Cl,) como solvente (Figura 6). Esta banda es
conocida como banda de absorcion secundaria y como se esperaba, muestra un
desplazamiento batocromico respecto del benceno.'

Para el hidroioduro de iodosertralina esta banda fue localizada a 294 nm con un
ligero desplazamiento hacia el rojo en comparacion con el hidrocloruro de sertralina
(Figura 6). Sorprendentemente el compuesto mostré una nueva banda a 360 nm. La
disolucion del I-SerH, T en CH,Cl, conduce a la formacién de un espectro electronico
caracteristico de complejos de transferencia de carga del tipo: [Ro-N"-II"."

Dicho espectro se caracteriza por la desaparicion de la banda situada en 500 nm para

el iodo en solucidon de diclorometano y la subsecuente intensificacion de las bandas
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situadas en 295 y 357 nm. En la grafica se representan dichos espectros y se incluye el

de clorhidrato de sertralina con fines comparativos.

1.4

Sertralina
Sertralina-iodo

1.2

Absorbancia
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nm

Figura 6. Espectros de absorcion electronica en la regiéon de 200-700 nm
(diclorometano) de la solucion de: I, (linea rosa), hidrocloruro de sertralina (SerH, CI,

linea negra) y del hidroioduro de iodosertralina (I-SerH, T, linea azul).

1.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA

1.4.1 Actividad antidepresiva. Prueba de Natacion Forzada (PNF, o Forced swim

test).

Después de realizar el pre-test de la PNF, se iniciaron los tratamientos en los tres grupos

experimentales.

Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en 3 grupos experimentales:

o Grupo 1: animales tratados con solucidn salina (grupo control).
o Grupo 2: animales tratados con hidrocloruro de sertralina (SerH, CI").
J Grupo 3: animales tratados con el complejo iodo-sertralina (I-SerH, 'T).

Entre el primero y segundo dia de tratamiento, los animales del grupo 3 (iodo-
sertralina) mostraron un claro efecto depresor del sistema nervioso central (disminucion

de la actividad motora y perdida de reflejos) incluyendo una marcada disminucion de
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peso, un deterioro general y posteriormente, su muerte. Todos los animales (n=5)
murieron entre el primer y segundo dia de tratamiento, y consecuentemente los animales
no completaron el tratamiento del protocolo programado. Debido a esta aparente
toxicidad del tratamiento, se disminuyd la dosis (5 mg/kg). En este caso todos los
animales (n=5) murieron entre el tercer y cuarto dia de tratamiento.

Este breve tratamiento con hidroioduro de iodosertralina produjo una disminucion
de peso mayor que la inducida por hidrocloruro de sertralina (Figura 7). Nuestros
resultados demuestran que I-SerH, T produjo toxicidad la cual a su vez es dependiente

de la dosis administrada.
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Figura 7. Efecto del hidrocloruro de sertralina (SerH, CI) y del producto sertralina-
iodo (I-SerH,'T) sobre el peso corporal de las ratas. Los animales tratados con el
producto sertralina-iodo indujeron una mayor pérdida de peso corporal que la inducida
por la sertralina (SerH, CI)) [P <0,01], ** P <0,01, 7-12 ratas por grupo (dosis: 5 mg /
kg). Los datos se analizaron con ANOVA de una via, seguido por la prueba de Tukey

para comparaciones multiples.

Debido a que los tratamientos no fueron completados, el efecto antidepresivo no
pudo ser evaluado en la PNF como consecuencia de la manifestacion de severos efectos
toxicos producidos por el compuesto de I-SerH, T a las dosis evaluadas (10 y 5 mg/kg).

Una posible explicacion de los efectos toxicos podria ser la consecuencia de haber
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utilizado una dosis de iodo en el compuesto cercana a la dosis letal 50 (DL 50). La
DL50 informada en la literatura es: (i) DL50 oral en ratas: 14 mg/kg (cristales de iodo)"
(i) DL50 oral en ratas: 14 mg/kg (tintura de iodo)'® (III) DL50 oral en ratas: 4340

mg/kg (ioduro de sodio)."’

1.4.2. Actividad antitiroidea
1.4.2.1. Aspectos generales

Las enfermedades tiroideas se manifiestan por alteraciones cualitativas o
cuantitativas de la secrecion hormonal y del tamafio o forma de la glandula tiroidea. Una
de las mas frecuentes resulta ser el hipertiroidismo. El término hipertiroidismo esta
relacionado a las alteraciones que resultan de la sobreproduccion sostenida de hormona
por la glandula tiroidea, como por ejemplo en la enfermedad de Graves que es una
enfermedad autoinmune en la cual se forman anticuerpos, las inmunoglobulinas
tiroestimulantes (IgG), que se unen al receptor de hormona estimulante del tiroides
(TSH) y lo activan. Esto conduce al bocio y a la secrecion de grandes cantidades de
hormonas tiroideas. Entre los pacientes con hipertiroidismo se estima que un 60 a 80%
tienen enfermedad de Graves dependiendo de factores regionales, especialmente la
cantidad de iodo en la dieta diaria. Los sintomas caracteristicos son bocio difuso y
tirotoxicosis, y puede asociarse con oftalmopatia y orbitopatia infiltrativa y, en
ocasiones, dermopatia infiltrativa.'®

La funcion principal de la glandula tiroides consiste en producir la cantidad
adecuada de hormonas tiroideas, tiroxina (T4) y triiodotironina (T3), para satisfacer las
necesidades de los tejidos periféricos (Esquema 1). Béasicamente el mecanismo de
accion consiste en lo siguiente: en primer lugar interviene la peroxidasa tiroidea (TPO),
que contiene un grupo glicoproteina del tipo hemo (Fe(Ill)) y se encuentra anclada
dentro de la célula folicular de la membrana tiroidea. El primer paso en la sintesis de la
hormona tiroidea implica la generacion de una enzima en su forma oxidada promovida
por peréxido de hidrogeno enddégenamente producido (TPO-Ogx-Fe(IV)). La enzima
oxidada reacciona con ioduro para formar una "intermediario iodado" (TPO-I-Fe(III)).
En ausencia de un farmaco antitiroideo, reacciona con residuos especificos en la
tiroglobulina (Tirosina-Tg) para formar monoiiodotirosina (MIT) y diiodotirosina

(DIT).
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TPO-Fe(Il) + H,0,

l

TPO-O,,-Fe(IV)

I
Esquema 1. Representacion

TPO-Ioy-Fe(I1) esquematica de la formacion de
tiroxina (T4) y triyodotironina

l (T3)

Tirosina-Tg

MIT (Monoyodotirosina-Tg)

DIT (Diyodotirosina-Tg)

L-Trioyodotironina (T3)

Tiroxina(Ty)

Posteriormente un acoplamiento intramolecular subsiguiente de MIT y DIT forma
trilodotironina (T3), y el acoplamiento de dos moléculas de DIT forma tiroxina (T4). En
el hipertiroidismo, la sobreproduccion de T4 y T3 puede ser controlada por el bloqueo de
la biosintesis de la hormona de la tiroides o la reduccion de la conversion de T4 a T3."”

Los farmacos antitiroideos inhiben la sintesis de hormonas tiroideas al interferir en
la incorporacion de iodo en los residuos de tirosina de la tiroglobulina (organificacion
del iodo), catalizada por la peroxidasa tiroidea (TPO) y ademas tienen la capacidad de
formar complejos donante-aceptor de electrones muy estables con el I,.?° Los
antitiroideos mas comunes pertenecen a las familias de la tiourea, de la que derivan los
compuestos propiltiouracilo, metimazol (1-metil-2-mercaptoimidazol) y carbimazol.
Todos ellos conforman el grupo de las tionamidas, que son moléculas relativamente
simples, que contienen un grupo sulfhidrilo y un resto de tiourea dentro de una
estructura heterociclica. El origen de sus propiedades antitiroideas se relaciona con su
capacidad para actuar como dadores de electrones.

En un comienzo se pensaba que la presencia del resto de azufre era fundamental para
demostrar dicha actividad, principalmente sobre la base de la interaccion con iodo, sin
embargo, datos reportados mostraron que compuestos heterociclicos que contienen

., . . . 21
nitrogeno fueron capaces de formar complejos de transferencia de carga con iodo”’, lo
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que se convirtid en un modelo in vitro para la prueba de actividad anti-tiroidea. Asi por
ejemplo una serie de compuestos antidepresivos (imipramine, desipramine,
clomipramine, entre otras) demostraron ser capaces de formar complejos de
transferencia de carga con el I, verificando entonces su potencial uso como

antitiroideos.?**

1.4.2.2. Resultados

En ese sentido y teniendo en cuenta estos antecedentes previos, se decidi6 probar la
potencial actividad anti-tiroidea de hidrocloruro de sertralina. Para dicho fin se puso en
practica el método de interaccion con I, (método de Lang, seccion experimental). En
primer lugar se verifico que SerH, Cl no mostrara bandas en el rango de 245 a 600 nm
con la finalidad de evitar interferencia con el método. Cuando a una solucion de
SerH,'Cl" se agrega una solucién de iodo en el mismo disolvente, se observa la
formacion del complejo de transferencia de carga debido a la presencia de una nueva
banda de TC situada en 257 nm (Figura 8)

Como es posible observar en la Figura 8 (izquierda), la intensidad de esta banda
aumenta al aumentar las concentraciones de hidrocloruro de sertralina mientras que la
concentracion de iodo es constante en cualquier momento en el experimento. El valor de
absorbancia para la banda situada en 257 nm se registrd6 para las diferentes
concentraciones utilizadas. Para realizar la cuantificacion se aplicé un procedimiento de
validacion: la solucion del donante en forma pura a la misma concentracion se utiliza
como referencia, y luego se obtuvieron los espectros por sustraccion de la absorcion
posible de iodo. El analisis de los datos se realiz6 de acuerdo con el método de Lang.

En la Figura 8 (derecha), se representa [I»] [Ser]/d. vs. [Io]+[Ser]-do/e,. A partir de
¢sta grafica es posible calcular el valor de Kc (constante de formacidon) para la
formacion del complejo de transferencia de carga, el cual da un valor de 3.277,48
L.mol"! siendo el coeficiente molar de g = 5.358,39 L.mol".cm™. De acuerdo a lo
reportado en la literatura, la actividad anti-tiroidea se puede esperar a partir de
compuestos cuya constante de formacion del complejo iodado Kc es mayor que un valor
de 100 L.mol". Por esta razon, es posible asumir para SerH, Cl una fuerte accion anti-
tiroidea. Como indicamos en las referencias previas, valores de Kc fueron determinados
para otros antidepresivos tanto en diclorometano como en tetracloruro de carbono como

disolventes. Aunque las mediciones del presente trabajo se llevaron a cabo en
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. + - ’
dicloroetano para la SerH, CI, el firmaco parece tener un efecto que puede al menos
considerarse en el mismo orden de magnitud que la imipramina, desipramina, asi como

. . 22
la clomipramina.
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Figura 8. Método Lang. Izquierda: espectros electronicos de absorcion en la region de
240-300 nm (25 °C = 1 °C, dicloroetano, C;H4Cl,, de 1 ¢m de camino 6ptico). La banda
de TC aparece alrededor de 257 nm, cuando se procede a aumentar la concentracion de
hidrocloruro de sertralina a partir de 1 x 10™* mol.L" hasta 1 x 10° moL.L". En todos los
casos la concentracion de iodo se mantiene constante en 4 x 10” mol.L™. La reaccion se
lleva a cabo directamente en la celda espectrofotométrica mediante la mezcla de
soluciones 1,5 ml de cada uno de los reactivos: hidrocloruro de sertralina (donante) e
iodo (aceptor). Derecha: Relacion entre [Iz] [Ser]/dc vs. [Lx]+[Ser]-d./eo para complejo

sertralina-iodo en las mismas condiciones experimentales.
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1.4. CONCLUSIONES

En este trabajo nosotros medimos el espectro experimental FTIR del hidrocloruro de
sertralina  (SerH,'Cl) y del producto iodo-sertralina (I-SerH,'T). El espacio
conformacional de las moléculas fue estudiado utilizando simulaciones de dindmica
molecular en el ensamble NVT. Sus propiedades geométricas, electronicas y
vibracionales fueron calculadas segun la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT).

Una comparacion de los resultados tedricos y experimentales proporciond una
descripcion completa de las propiedades geométrica y vibracional del compuesto. Uno
de los resultados de mayor relevancia en este estudio ha sido la evaluacion de los modos
de estiramiento de C-X (X=halégeno) y de los modos vibracionales simétricos y
asimétricos N-H correspondientes al grupo NH, " en ambos compuestos.

Ademas, nuestros estudios de los espectros vibracionales basados en los calculos
tedricos mostraron una mejor concordancia con los datos vibracionales obtenidos
mediante el espectro de FTIR experimental de hidrocloruro de sertralina que los datos
descriptos anteriormente en la literatura.

Los intentos para determinar la actividad antidepresiva del producto iodo-sertralina
(I-SerH, 'T') fracasaron debido al efecto toxico que ejerce este compuesto en las ratas.

Asimismo, qued6 claramente demostrado la potencialidad del uso de hidrocloruro de
sertralina como agente antihipertiroideo presentando un efecto efecto en el mismo orden
de magnitud que el efecto determinado para otros agentes antidepresivos como

imipramina, desipramina y clomipramina.
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CAPITULO II. COMPLEJO DE Zn(IT) CON SERTRALINA
2.1. INTRODUCCION

Si bien en la parte introductoria se mencionaron algunos aspectos relevantes del
farmaco sertralina, intentaremos en este capitulo brindar informacion existente relativa a
la misma con la finalidad de poder apreciarla con intensidad e integridad para
direccionarnos en lo que se presenta en este capitulo.

Como se viene mencionando la sertralina es un antidepresivo perteneciente al grupo
de los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), es generalmente
prescrita principalmente para la depresion en pacientes adultos ambulatorios, como
también para el trastorno obsesivo-compulsivo, trastorno de péanico y fobia social en
adultos y nifios. Los siguientes documentos patentados se relacionan con este
compuesto: US 4536518, W092/18005, US 5130338, US 4971998, WO 92/00103, US
5061728, US 4940731 y US 4962128.

Existen numerosos documentos relacionados con la base libre de sertralina y sus sales
farmacéuticamente aceptables, asi como sus polimorfos. Asi:

(1) La solicitud internacional W02004011413 se refiere a: "la base libre de
sertralina, (1S,4S)-4-(3,4-diclorofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-N-metil-1-naftalen amina, en
forma cristalina donde la sal es el hidrocloruro o mandelato".

(1) La solicitud US20080161412 revela un proceso de preparacion de
clorhidrato de sertralina.

(ii1) La solicitud US2007/0054960 revela “una serie de sales de sertralina, su
preparacion y su uso en la preparacion de hidrocloruro de sertralina Forma-I1”, en donde
el 4acido utilizado en la formacion de la sal se selecciona del grupo formado por acido
ftalico, acido glutdmico, acido adipico, acido salicilico, 4cido 4-metil-benzoico y acido
4-metoxi- benzoico.

(iv) La patente CN190726 describe sales de sertralina y formas de dosificacion
de liberacion sostenida de la misma. Ademas, este documento se refiere a una sal de
acetato, una sal de L-lactato y una sal de L-aspartato de sertralina.

(v) El documento US20050014829 se refiere a "una serie de sales de sertralina”,
en las que el 4cido utilizado en la formacion de las sales son: éacido citrico, acido
fumarico, acido malico, acido maleico, acido maldnico, acido fosfoérico, acido succinico,
acido sulfarico, acido L-tartarico, HBr, acido acético, acido benzoico, acido
bencenosulfonico, acido etanosulfonico, acido lactico, acido metanosulfonico o acido

toluenosulfonico".
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(vi) La solicitud internacional WO9901121 revela "formas de dosificacion de
liberacion sostenida de sertralina y una sal de acetato, una sal de L-lactato y una sal de
L-aspartato de sertralina, composiciones farmacéuticas de los mismos y métodos de uso
de dicha sal para el tratamiento de diversas afecciones y trastornos”. Esta solicitud
también estd dirigida a procedimientos para preparar acetato de sertralina, L-lactato de
sertralina y L-aspartato de sertralina.

(vii) El documento US2004/198818 revela "ciertas sales farmacéuticamente
aceptables del potente inhibidor terapéuticamente selectivo de la recaptacion de
serotonina, sertralina, y composiciones farmacéuticas de las mismas. Dichas sales se
seleccionan del grupo que consiste en la sal de dcido p-toluenosulfonico, la sal de 4cido
fumarico, la sal del acido bencenosulfonico, la sal de dcido benzoico, la sal de acido L-
tartarico entre otras.

Todos estos documentos nos revelan el interés cientifico en el logro de
modificaciones y/o derivados de la misma con la intencién de conseguir un producto de
igual actividad pero que mejore todas las propiedades quimicas y fisicoquimicas del
mismo.

Por otro lado, son conocidos los efectos benéficos de los oligoelementos esenciales
tales como el zinc. El zinc es uno de los elementos esenciales mas abundantes en el
cuerpo humano y al ser un i6n intracelular se encuentra en su mayoria en el citosol. Su
cantidad en el individuo adulto oscila entre 1 y 2,5 g, siendo el segundo oligoelemento
en relacion a la cantidad total en el organismo, superado tan solo por el hierro. Las
concentraciones mdas elevadas aparecen en el higado, pancreas, rifiones, huesos y
musculos voluntarios, existiendo también concentraciones importantes en el ojo,
prostata, espermatozoides, piel, pelo y ufias. Para valorar su estatus en el organismo se
usan principalmente como biomarcadores los niveles en suero, plasma y eritrocitos.

Tanto el Zn, como el Cu y el Se intervienen en procesos bioquimicos necesarios para
el desarrollo de la vida. Entre estos cabe destacar la respiracion celular, la utilizacion de
oxigeno por parte de la célula, la sintesis tanto de ADN como de ARN, el
mantenimiento de la integridad de la membrana celular y la eliminacion de radicales
libres, proceso que se hace a través de una cascada de sistemas enzimaticos. El Zn actua
como cofactor y como integrante de al menos 200 enzimas, como aldolasas,
deshidrogenasas, esterasas, peptidasas, fosfatasa alcalina, anhidrasa carbodnica,
superoxido-dismutasa 'y ADN y ARN polimerasas, implicadas en el metabolismo

energético y de los hidratos de carbono, en las reacciones de biosintesis y degradacion
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de proteinas, en procesos biosintéticos de acidos nucleicos y compuestos hemo, en el
transporte de CO,, entre otras.

La bibliografia también describe numerosas patologias asociadas con deficiencias en
las concentraciones de zinc en el cuerpo, tales como el retraso en el crecimiento
corporal, las alteraciones esqueléticas, anorexia, alteraciones en la madurez sexual y la
capacidad reproductiva, depresion de la funcién inmune, entre otras.'

En particular el disparador principal de este trabajo de tesis y en especial de este
capitulo ha sido la bibliografia concerniente al hecho por el cual pacientes depresivos
mostraron deficiencias de Zinc, por lo que en tales casos, una terapia con suplementos
de Zinc podria ser beneficiosa para combatir la depresion. Asi se pueden describir los
siguientes documentos relacionados a esta funcionalidad:

(1) El documento UA64383 (U) revela "Un método para reducir el estado
depresivo que comprende la administracion de un sustancia antidepresiva de
acetilsalicilato de zinc que se administra por via intraperitoneal al cuerpo del animal.

(1) Existe en la bibliografia informaciéon que indica que se han relacionado
niveles de zinc bajos en suero con la depresion mayor.” Ademas, se ha demostrado el
tratamiento con zinc parece tener un efecto antidepresivo. Con la esperanza de entender
el papel del zinc en los trastornos del estado de 4nimo, existen trabajos recientes que
han comenzado a explorar posibles mecanismos de accion de zinc en la captacion de
serotonina en el cerebro.

(ii1) El documento "efectos de la suplementacion con Zinc sobre la Eficacia de la
terapia antidepresiva, citoquinas inflamatorias, y el factor derivado del cerebro-
neurotréfico en pacientes con depresion mayor revela que la depresion en pacientes
podria deberse a una disminucion en el consumo de fuentes de alimentos ricos en zinc, y
que el consumo de suplementos de zinc podria tener una influencia potencial en los
sintomas depresivos. Sin embargo, los ensayos clinicos sobre el efecto de los
suplementos de zinc en la depresion son limitados. El estudio busca determinar el
efecto de la suplementacion de zinc en la eficacia de la terapia antidepresiva. Ademas,
en este documento se evalud el efecto del zinc sobre los niveles plasmaticos de
interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral (TNF-a), y factor derivado del cerebro
neurotrofico-a (BDNF-a).

(iv) En el documento "Essential elements in depression and anxiety. Part I", se
revelan importantes resultados de los estudios preclinicos y clinicos que muestran la

participacion de los elementos esenciales tales como el zinc, el magnesio, el litio, el

56



Capitulo II: Complejo de Zn(Il) con sertralina

hierro, el calcio y el cromo en la depresion y la ansiedad. A partir de estos estudios, es
evidente que los diferentes tipos de depresion y ansiedad responden al tratamiento de
diferentes receptores que indican que los mecanismos subyacentes son ligeramente
diferentes. Ademas, la administracion de dosis bajas de antidepresivos suplementadas
con estos elementos esenciales es eficaz y puede reducir los efectos secundarios no
deseados en diferentes tipos de depresion y/o ansiedad.

Por lo tanto, a partir del conocimiento de los efectos beneficiosos antidepresivos de
los inhibidores de la recaptacion de serotonina, como la sertralina y de los elementos
esenciales como el zinc, tuvo forma durante este trabajo de tesis la formulacion de una
nueva estrategia para el tratamiento de la depresion y otros desdrdenes psiquitricos
(depresion bipolar, depresion resistente, depresion postparto, depresion infantil,
trastorno obsesivo compulsivo y el trastorno del estrés postraumatico) a partir del disefio
de un nuevo compuesto que es capaz de exhibir los beneficios combinados de la
sertralina y de un elemento esencial, tal como el zinc para el tratamiento de desordenes
psiquiatricos.

Los trabajos realizados consiguieron dar lugar a la formacion de una sal formada por
un complejo de coordinacion anidnico de zinc y el cation sertralina que exhibe el efecto
sinérgico esperado a través de nuestra hipotesis enunciada mas arriba de la actividad
antidepresiva.

El compuesto disefiado y que se presenta a continuacion presenta una estructura que
no ha sido descripta ni sugerida previamente asi como tampoco ha sido descripta o
sugerida su inesperada actividad antidepresiva potenciada.

Aunque existen numerosas publicaciones relativas a sales de sertralina con actividad
antidepresiva y las formas cristalinas de las mismas, ninguna de estas referencias ensefia
o sugiere la estructura de los complejos metadlicos con sales de sertralina,
particularmente complejos de aniones que contienen zinc y clorhidrato de sertralina
como contra-cation. Tampoco el arte previo ensefia o sugiere que tales complejos de
coordinacion puedan exhibir actividad antidepresiva potenciada.

Por lo tanto, a continuacidn se presenta la invencion que se da a conocer por primera
vez, un complejo de coordinacion con actividad antidepresiva y un método de
preparacion de dicho compuesto, asi como también la caracterizacion fisicoquimica del
mismo, la resolucion de su estructura cristalina y sus efectos antidepresivos probados en

un reconocido modelo animal de depresion en ratas.
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2.1.1. Objetivos:

Los objetivos de este capitulo fueron:
1) Obtenciéon de un compuesto en forma de sal formado entre el anion [ZnCly]*
(tetraclorozincato) y el contracation sertralonio (reconocido antidepresivo, en su forma
de cloruro de sertralonio o clorhidrato de sertralina).
2) La caracterizacion fisicoquimica mediante las técnicas de difraccion de rayos X,
desde el punto de vista de la espectroscopia vibracional y el andlisis térmico.
3) La validacion que la modificacion estructural producida por la formacion de la
sal produzca variaciones en su actividad antidepresiva.

4) La determinacidn de su actividad antimicrobiana.

2.2. PREPARACION DE (SerH,);[ZnCL].

Método 1

1 milimol de clorhidrato de sertralina se disolvid con agitacién continua en una mezcla
de 50 mL de acetato de etilo y 25 mL de etanol 96% y se calentd a ebullicion hasta
disolucion. A continuacion se prepar6 una solucion que contiene 0,5 milimoles de ZnCl,
disueltos en 2 mL de HCI 37% y se agreg6 lentamente gota a gota sobre la solucion de
clorhidrato de sertralina. La solucion se dejo evaporar hasta reducir el volumen a la
mitad. Se dejo enfriar hasta temperatura ambiente (25°C) y luego se colocd en la
heladera a 5 °C durante una semana permitiendo de ese modo la formacion de cristales
adecuados para estudios estructurales por difraccion de rayos X. Los cristales obtenidos

fueron filtrados y lavados con etanol 96%.

Método 2.

Se prepard tetraclorozincato(Il) de amonio ((NH4)2[ZnCls]) de acuerdo a la técnica
reportada por Brauer’

Para obtener los cristales de la sal de sertralina se procedi6 de la siguiente manera. 1
milimol de clorhidrato de sertralina se disolvid con agitacion continua en 50 mL de
etanol 90%. Sobre la misma se agregd lentamente y con agitacion, una solucion
preparada disolviendo 0,5 milimoles de (NH4),[ZnCl4] en la minima cantidad de agua
destilada. A continuacion se acidificé la solucion a pH=4 empleando HCIl 0,1M. Se
calent6 a ebullicion hasta reducir el volumen de la solucion a la mitad y con la finalidad

de asegurar la eliminacion de NHs. Se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y luego
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se coloco en la heladera a 5 °C durante al menos tres semanas. Los cristales obtenidos
fueron filtrados y lavados con etanol 96%.

Este nuevo compuesto cristalino fue obtenido con un rendimiento del 70-80 %,
presenté un punto de fusion de 235 °C, estable al aire, soluble en dimetilsulfoxido y en
mezcla de 50% agua:alcohol (0,05g/500ul).

La identidad del compuesto fue determinada mediante la resolucion de su estructura

cristalina por difraccion de rayos X: C34H36N,ClgZn= (SerH;),[ZnCL].

2.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

2.3.1. Caracterizacion de la estructura mediante difraccion de rayos X.
2.3.1.1 Monocristal

La caracterizacion estructural mediante difraccion de rayos X dio lugar a los

resultados que se muestran a continuacion.

CI32

ci33 Cl34

Figura 1. Dibujo de (SerH;),[ZnCl4] en estado s6lido mostrando el rotulado de los atomos no-H
y sus elipsoides de desplazamiento al nivel del 30% de probabilidad. Por razones de claridad
s6lo se ha rotulado completamente la molécula de SerH," ordenada y el i6n tetraclorzincato. La
otra molécula de SerH,  muestra la conformacién rotacional con la mayor ocupacion [52,2(4)%]
de las dos que modelan el grupo -PhCl, desordenado (Ph=fenilo); sélo se han rotulado unos
pocos atomos representativos de esta molécula con el objeto de indicar el esquema de

numerado.
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La Figura 1 muestra un dibujo ORTEP® de la sal. Los datos del cristal, del

procedimiento de coleccion de datos de difraccion y del refinamiento de la estructura se

encuentran compendiados en la Tabla 1 mientras que las distancias y d&ngulos de enlaces

intra-moleculares correspondientes se encuentran en la Tabla 2. El par de moléculas del

farmaco SerH," (#1 y #2), se encuentran en el solido en su forma cationica, protonada
y p

en el grupo amino, esto es (1S5,4S5)-4-(3,4-diclorofenil)-N-metil-1,2,3,4-tetrahidro

naftalen-1-amonio.

Tabla 1. Datos del cristal y resultados del refinamiento estructural de (SerH;),[ZnCly].

Formula empirica

Peso molecular

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de celda unidad

Volumen
Z, densidad (calculada)

Coeficiente de Absorcion

F(000)

Dimensiones del cristal
Forma/color del cristal

Rango de theta © para recoleccion de datos
Rangos de indices de Miller
Reflexiones recolectadas
Reflexiones independientes
Reflexiones observadas [[>2c(1)]
Completitud hasta © = 26.00°
Método de refinamiento

Datos / restricciones / parametros
Bondad de ajuste en F2

Indices R finales [I>20(I)]
Indices R (todos los datos)
Parametro de estructura absoluta

Mayor diferencia pico y hueco

C34H35C18szn

820,61

293(2) K

0,71073 A

Monoclinico

P2,

a=7,3869(2) A
b=13,2888(4) A
c=19,3541(6) A

B =196,596(3)°

1887,3(1) A3

2, 1,444 mg/m3

1,244 mm-1

838

0,142 x 0,241 x 0,398 mm3
Fragmento / incoloro

3,07 a26,00°.
-8<h<9,-16<k<15,-23<1<23
10242

6529 [R(int) = 0.0281]
5677

99,8 %

Cuadrados minimos, matriz completa en F2
6529 /3 /445

1,024

R1=0,0546, wR2 = 0,1386
R1=0,0644, wR2 =0,1476
-0,003(16)

0,758 y -0,744 ¢.A-3

"REZNF o FVEIF,], wRA[EW(F o[ -F ) rEw(Fol )1
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Tabla 2. Longitudes [A] y angulos [°] de enlace en (SerH,),[ZnCly]."

C(1)-N(1) 1,476(7)
C(11)-C(12) 1,376(8)
C(11)-C(16) 1,390(8)
C(11)-C(17) 1,530(8)
C(12)-C(13) 1,369(8)
C(13)-C(14) 1,383(9)
C(14)-C(15) 1,383(9)
C(14)-CI(11) 1,740(6)
C(15)-C(16) 1,385(9)
C(15)-CI(12) 1,721(6)
C(17)-C(116) 1,508(8)
C(17)-C(18) 1,516(7)
C(18)-C(19) 1,387(8)
C(18)-C(113) 1,399(7)
C(19)-C(110) 1,385(8)
C(110)-C(111) 1,383(9)
C(111)-C(112) 1,380(9)
C(112)-C(113) 1,409(8)
C(113)-C(114) 1,510(8)
C(114)-N(1) 1,516(7)
C(114)-C(115) 1,527(9)
C(115)-C(116) 1,510(1)
C(2)-NQ2) 1,510(5)
C(21)-C(22) 1,383
C(21)-C(27) 1,418(5)
C(21)-C(26) 1,432
C(22)-C(23) 1,364
C(23)-C(24) 1,365
C(24)-C(25) 1,367
C(24)-CI21) 1,762
C(25)-C(26) 1,342
C(25)-C1(22) 1,750
C(21'-C(22") 1,371
C(21')-C(26") 1,456
C(21'-C(27) 1,597(5)
C(22')-C(23") 1,323
C(23)-C(24") 1,409
C(24')-C(25") 1,317
C(24')-C1(1") 1,754
C(25')-C(26") 1,428
C(25)-C1(2") 1,766
C(27)-C(217) 1,512(7)
C(27)-C(28) 1,521(7)
C(28)-C(210) 1,390(7)
C(28)-C(214) 1,398(7)
C(210)-C(211) 1,383(8)
C(211)-C(212) 1,385(8)
C(212)-C(213) 1,384(8)
C(213)-C(214) 1,390(7)
C(214)-C(215) 1,517(7)
C(215)-N(2) 1,511(7)
C(215)-C(216) 1,514(8)
C(216)-C(217) 1,524(8)
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CI(31)-Zn(3)
CI(32)-Zn(3)
CI(33)-Zn(3)
CI(34)-Zn(3)
C(12)-C(11)-C(16)
C(12)-C(11)-C(17)
C(16)-C(11)-C(17)
C(13)-C(12)-C(11)
C(12)-C(13)-C(14)
C(15)-C(14)-C(13)
C(15)-C(14)-CI(11)
C(13)-C(14)-CI(11)
C(14)-C(15)-C(16)
C(14)-C(15)-CI(12)
C(16)-C(15)-CI(12)
C(15)-C(16)-C(11)
C(116)-C(17)-C(18)
C(116)-C(17)-C(11)
C(18)-C(17)-C(11)
C(19)-C(18)-C(113)
C(19)-C(18)-C(17)
C(113)-C(18)-C(17)
C(110)-C(19)-C(18)
C(19)-C(110)-C(111)

C(112)-C(111)-C(110)
C(111)-C(112)-C(113)

C(18)-C(113)-C(112)
C(18)-C(113)-C(114)

C(112)-C(113)-C(114)

C(113)-C(114)-N(1)

C(113)-C(114)-C(115)

N(1)-C(114)-C(115)

C(116)-C(115)-C(114)

C(17)-C(116)-C(115)
C(1)-N(1)-C(114)
C(22)-C(21)-C(27)
C(22)-C(21)-C(26)
C(27)-C(21)-C(26)
C(23)-C(22)-C(21)
C(22)-C(23)-C(24)
C(23)-C(24)-C(25)
C(23)-C(24)-CI21)
C(25)-C(24)-CI21)
C(26)-C(25)-C(24)
C(26)-C(25)-C1(22)
C(24)-C(25)-C1(22)
C(25)-C(26)-C(21)
C(22')-C(21)-C(26)
C(22')-C(21)-C(27)
C(26')-C(21)-C(27)
C(23')-C(22)-C(21)
C(22)-C(23)-C(24")
C(25')-C(24")-C(23")
C(25')-C(24")-CI(1")
C(23)-C(24")-CI(1")

2,282(2)
2,279(1)
2,282(2)
2,251(2)
118,6(5)
121,4(5)
119,9(5)
121,2(5)
120,1(5)
120,0(6)
121,3(5)
118,7(5)
119,2(6)
121,6(5)
119,2(5)
120,9(6)
112,9(5)
111,5(5)
112,9(4)
118,5(5)
121,1(5)
120,4(5)
121,3(5)
120,7(5)
119,0(6)
121,0(6)
119,6(5)
123,3(5)
117,1(5)
109,0(4)
111,6(5)
110,3(5)
112,2(4)
110,1(5)
114,9(5)
118,4(2)
115,37(5)
125,3(2)
122.5
118,9
121,4
119,2
118,8
118,7
1175
123,4
122,23(5)
118,07(6)
125,2(2)
115,5(2)
122,13(6)
120,3
120,7
120,5
118,8
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C(24')-C(25)-C(26") 120,9
C(24')-C(25)-CI(2") 125,1
C(26')-C(25")-CI(2") 113,9
C(25")-C(26")-C(21') 116,9
C(21)-C(27)-C(217) 112,5(4)
C(21)-C(27)-C(28) 117,0(4)
C(217)-C(27)-C(28) 112,2(4)
C(21)-C(27)-C(21') 16,78(6)
C(217)-C(27)-C(21") 104,9(4)
C(28)-C(27)-C(21") 109,3(4)

C(210)-C(28)-C(214)  118,3(5)
C(210)-C(28)-C(27) 119,9(4)
C(214)-C(28)-C(27) 121,6(4)
C(211)-C(210)-C(28)  121,9(5)
C(210)-C(211)-C(212)  119,6(5)
C(213)-C(212)-C(211)  119,2(5)
C(212)-C(213)-C(214)  121,4(5)
C(213)-C(214)-C(28)  119,6(5)
C(213)-C(214)-C(215)  118,8(5)
C(28)-C(214)-C(215)  121,5(5)
N(2)-C(215)-C(214) 108,4(4)
N(2)-C(215)-C(216) 111,1(5)
C(214)-C(215)-C(216)  114,0(4)
C(215)-C(216)-C(217)  111,4(5)
C(27)-C(217)-C(216)  110,7(5)
C(215)-N(2)-C(2) 108,3(4)
CI(34)-Zn(3)-C1(32)  108,70(6)
Cl(34)-Zn(3)-CI(33)  113,31(7)
CI(32)-Zn(3)-CI(33)  105,69(7)
CI(34)-Zn(3)-CI(31)  114,76(7)
CI(32)-Zn(3)-CI(31)  107,88(8)
CI(33)-Zn(3)-CI(31)  106,01(7)

* Atomos primados corresponden a la conformacion con menor ocupacion [47,8(4)%] de las dos

que modelan el grupo -PhCl, desordenado

Debido a una extensa deslocalizacion del orbital molecular =, los grupos fenilos (Ph)
y diclorofenilos de SerH," son planos (raiz de la desviacién cuadratica media de los
atomos no-H del mejor plano por cuadrados minimos igual a 0,0047 A y 0,0076 A,
respectivamente, para #1 e igual a 0,0041 A para el anillo bencénico de #2). Los planos
subtienden angulos diedros de 71,1(2)° en #1 y 85,8(1)° en #2.

Las distancias y angulos de enlaces inter-atdmicos de ambas moléculas de SerH," en
(SerHz),[ZnCl4]) s6lido acuerdan entre si y con los valores correspondientes reportados
para polimorfos de clorhidrato de sertralina™®, para otras sales de SerH,Cl. *'°

La conformacion de las dos moléculas de SerH," difiere significativamente entre si y
de la exhibida por otros compuestos relacionados. Esto puede explicarse en términos de

la relativa libertad rotacional intra-molecular de Sertralina alrededor del enlace-c C-C
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vinculando entre si los anillos diclorofenilos y naftaleno (naf) y también alrededor del
enlace-o C(naf)-N. Como es de esperar, las mayores diferencias en distancias de enlace
en la molécula SerH,” cuando se las compara con la sertralina neutra'' se manifiestan
como alargamiento de los enlaces C(naf)-N (de 0,046 A para #1 and 0,042 A para #2) y
N-CH3 (de 0,022 A para #1 y 0,056 A para #2).

La sal cristalina es adicionalmente estabilizada por puentes de hidrogeno
intermoleculares involucrando el grupo NH," de SerH," como grupo donor y como
aceptor los atomos de cloro del anion complejo [ZnCL]* vecino (Figura 2, distancias
N...Clen el rango 3,179-3,488 A y angulos de enlace N-H...Cl en el intervalo 130.2-
160.5°). La estructura de puentes de hidrogeno se describe en mayor detalle en la Tabla

S6 suplementaria.

['U?Q&E\Lll

\ a

Clsy\
c1ea R

Figura 2. Vista de la formacion de puentes H entre el grupo NH," de SerH,"
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2.3.1.2. Polvo microcristalino

En la Figura 3 se compara el patron de difraccion de rayos-X en polvo de
(SerH:),[ZnCly] con el calculado (LAZY-PULVERIX'?) sobre la base de la estructura
molecular determinada por difraccion de rayos-X en mono-cristal. La figura muestra
que el material en su forma usual de agregado poli-cristalino posee la misma estructura
cristalina que su contrapartida mono-cristalina y que estd libre de una contribucion
significativa de impurezas, de esta manera proveyendo una referencia util para una
rapida confirmacion de la identidad y pureza de cualquier muestra farmacéutica de
(SerH3),[ZnCl4] en forma de polvos. Pueden observarse picos de difraccion diagndsticos
en posiciones angulares 2 (en grados) unicas, incluyendo los valores 8,08; 11,36; 12,03;

13,29; 17,32; 17,96; 19,23; 20,52; 24,68 y 33,33.

f kL

I, UW\J "

Intensidad (unidades arb.)

5 10 15 25 30 35
20

Figura 3. Traza inferior: patron de difraccion de rayos-X experimental de
(SerHz),[ZnCl4] poli-cristalino colectado con radiacion CuKa. Traza superior: patron
calculado a partir de la estructura molecular de (SerH,),[ZnCl4] solido determinada por
métodos de difraccion de rayos-X en mono-cristales.

A continuacion se presenta la informacion complementaria de los datos cristalograficos.
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Tabla S3. Coordenadas atomicas fraccionarias (x 10%) y parametros de desplazamientos
isotropicos equivalentes (A x 103) de (SerH;),[ZnCl4]. U(eq) se define como igual a un
tercio de la traza del tensor Ul orto gonalizado.

Atom X y z U(eq)
C(1) 19023(10) 18241(5) 7321(4) 68(2)
C(1n 16481(7) 14844(4) 9113(3) 42(1)
C(12) 14866(7) 14792(5) 8683(3) 49(1)
C(13) 13332(8) 14393(5) 8910(3) 54(2)
C(14) 13389(8) 14028(5) 9582(4) 56(2)
C(15) 14983(10) 14093(5) 10031(3) 56(2)
C(16) 16524(8) 14499(4) 9792(3) 49(1)
c(17) 18196(7) 15300(4) 8864(3) 41(1)
C(18) 18651(6) 14848(4) 8186(3) 36(1)
C(19) 18341(7) 13837(4) 8037(3) 43(1)
C(110) 18801(8) 13414(4) 7427(3) 53(1)
C(111) 19624(9) 13987(5) 6955(3) 59(2)
C(112) 19967(8) 14990(5) 7097(3) 51(1)
C(113) 19482(6) 15434(4) 7711(3) 39(1)
C(114) 19917(7) 16537(4) 7822(3) 45(1)
C(115) 19779(9) 16856(5) 8572(3) 61(2)
C(116) 18105(9) 16434(4) 8846(3) 50(1)
N(1) 18622(6) 17153(3) 7325(3) 43(1)
CI(11) 11443(2) 13470(2) 9838(1) 88(1)
CI(12) 15105(3) 13670(2) 10875(1) 84(1)
C(2) 882(6) 9836(2) 4987(1) 86(3)
C21) 3970(3) 11324(2) 7905(1) 38(3)
C(22) 3634(3) 11747(2) 8530(1) 65(5)
C(23) 4905(3) 11758(2) 9101(1) 63(4)
C(24) 6570(3) 11334(2) 9054(1) 66(6)
C(25) 7067(3) 11016(1) 8431(1) 48(3)
C(26) 5784(3) 10956(1) 7882(1) 53(4)
CI(21) 8219(3) 11343(2) 9787(1) 81(1)
Cl(22) 9237(3) 10552(2) 8329(1) 81(1)
C(21Y 4481(3) 11192(2) 7808(1) 57(4)
C(22" 6102(3) 10929(1) 7576(1) 62(4)
C(23") 7600(3) 10775(1) 8008(1) 61(3)
C(24" 7639(3) 11005(1) 8720(1) 62(4)
C(25") 6192(3) 11377(2) 8967(1) 59(4)
C(26" 4498(3) 11472(2) 8535(1) 51(3)
CI(1" 9671(3) 10821(1) 9269(1) 103(2)
CI(2" 6094(3) 11746(2) 9839(1) 86(1)
C27) 2639(7) 11437(4) 7321(3) 41(1)
C(28) 3025(7) 12211(4) 6778(3) 37(1)
C(210) 4013(8) 13074(4) 6978(3) 47(1)
C(211) 4319(8) 13821(4) 6507(3) 50(1)
C(212) 3603(8) 13722(4) 5817(3) 50(1)
C(213) 2595(8) 12873(4) 5611(3) 47(1)
C(214) 2303(7) 12115(4) 6081(3) 36(1)
C(215) 1132(7) 11221(4) 5828(3) 42(1)
C(216) 503(8) 10591(5) 6407(3) 55(2)
C(217) 2030(8) 10440(4) 6998(3) 46(1)
N(2) 2178(7) 10590(3) 5359(2) 49(1)
CI(31) 5261(2) 9038(1) 5968(1) 61(1)
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Cl1(32)
Cl1(33)
Cl(34)
Zn(3)

4398(2)
5922(2)
1106(2)
4066(1)

7487(2)
6320(1)
7315(1)
7549(1)

7476(1)
5945(1)
5901(1)
6291(1)

67(1)
61(1)
71(1)
45(1)

Tabla S4. Parametros de desplazamientos atdmicos anisotropicos (Az X 103) de
(SerHz),[ZnCls]. El exponente del factor de desplazamiento anisotrdpico adopta la

forma: -2n2[ h2a*2U1l +  + 2 hk a* b* U12].

Atom yll U22 U33 U23 yl3 yl2
C(1) 72(4) 36(3) 94(5) 14(3) 4(4) -8(3)
C(11) 48(3) 43(3) 34(3) 0(2) 3(2) 4(2)
C(12) 45(3) 55(3) 46(3) 11(3) 7(12) 8(3)
C(13) 35(3) 69(4) 55(4) 17(3) 0(2) 3(3)
C(14) 44(3) 54(3) 74(4) 19(3) 21(3) 93)
C(15) 75(4) 50(3) 45(3) 73) 14(3) 11(3)
C(16) 58(3) 53(3) 35(3) 6(2) 0(2) 11(3)
C(17) 36(3) 51(3) 33(3) 1(2) -5(2) 0(2)
C(18) 22(2) 42(2) 43(3) 4(2) 0(2) 3(2)
C(19) 44(3) 38(3) 48(3) 9(2) 9(2) 4(2)
C(110)  58(3) 35(3) 64(4) -3(3) 53) 10(3)
C(111)  64(4) 62(4) 52(3) -4(3) 13(3) 21(3)
C(112)  49(3) 56(3) 50(3) 15(3) 15(3) 13(3)
C(113)  28(2) 46(3) 43(3) 8(2) -1(2) 3(2)
C(114)  35(3) 49(3) 52(3) 73) 3(2) -8(2)
C(115) 73(4) 51(3) 53(4) 2(3) -18(3) -21(3)
C(116) 71(4) 45(3) 33(3) -6(2) 0(2) 1(3)
N(1) 42(2) 38(2) 49(3) 7(12) 4(2) 0(2)
CI(11) 59(1) 92(1) 119(2) 55(1) 32(1) 10(1)
CI(12) 111(2) 93(1) 51(1) 25(1) 24(1) 0(1)
C(2) 139(7) 45(3) 64(4) -12(3) -32(5) -15(4)
C(21) 57(7) 18(5) 38(7) 6(5) 5(6) 8(5)
C(22) 101(12) 32(6) 53(8) 12(6) -30(8) 26(7)
C(23) 64(8) 76(9) 51(8) -22(7) 8(7) -4(7)
C(24) 131(15) 34(9) 24(8) 7(7) -23(10) -38(10)
C(25) 70(9) 49(7) 27(8) 0(6) 12(7) -10(6)
C(26) 70(9) 58(8) 28(7) 23(6) -4(7) -29(7)
CI(21) 91(3) 90(3) 53(2) 4(2) -24(2) -5(2)
Cl(22) 55(2) 103(3) 85(3) 3(2) 8(2) 12(2)
C(21") 53(7) 68(9) 45(8) 15(7) -16(7) -13(7)
C(22" 64(8) 70(8) 47(8) 36(7) -14(6) 4(7)
C(23" 52(7) 47(6) 80(10) 3(7) -15(6) 8(6)
C(24) 111(13) 42(6) 31(8) 9(6) -3(8) -4(7)
C(25" 67(8) 45(10) 65(11) 409) 14(8) 1(7)
C(26" 90(9) 28(5) 28(6) 14(4) -27(6) 12(6)
CI(1") 77(2) 115(3) 102(3) 20(3) -47(2) 6(2)
C1(2") 126(3) 84(2) 41(2) -2(2) -18(2) 8(2)
C(27) 51(3) 37(2) 34(3) 0(2) -1(2) -2(2)
C(28) 39(2) 37(2) 33(2) 2(2) 1(2) 2(2)
C(210)  54(3) 45(3) 40(3) -4(3) -2(2) -3(3)
C(211)  54(3) 40(3) 54(3) 03) -3(3) -103)
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C(212)
C(213)
C(214)
C(2195)
C(216)
C(217)
N(2)
C1(31)
Cl1(32)
C1(33)
Cl1(34)
Zn(3)

64(3)
57(3)
37(2)
45(3)
53(3)
61(3)
69(3)
72(1)
44(1)
76(1)
52(1)
44(1)

36(2)
47(3)
35(2)
39(3)
64(4)
41(3)
38(2)
46(1)
119(1)
46(1)
94(1)
51(1)

50(3)
38(3)
36(3)
41(3)
49(3)
36(3)
38(2)
68(1)
38(1)
64(1)
62(1)
40(1)

8(3)
5(2)
-1(2)
-6(2)
2(3)
42)
-2(2)
5(1)
2(1)
-6(1)
11(1)
3(1)

10(3)
42)
0(2)
-12)
53)
9(2)
-12)
16(1)
6(1)
21(1)
-14(1)
S(D)

-3(3)
2(2)
-1(2)
-6(2)
-23(3)
-7(3)
-5(2)
4(1)
-6(1)
6(1)
-11(1)
2(1)

Tabla S5. Coordenadas (x 104) y parametros de desplazamientos isotrdpicos (Az X
103) de los atomos de hidrégeno en (SerH,),[ZnCly].

Atom X y z U(eq)
H(1A) 18604 18552 7721 101
H(1B) 18411 18539 6906 101
H(1C) 20313 18340 7332 101
H(12) 14815 15031 8230 58
H(13) 12251 14367 8613 64
H(16) 17602 14540 10091 59
H(17) 19208 15126 9216 49
H(19) 17813 13436 8353 52
H(110) 18555 12738 7334 63
H(111) 19940 13700 6547 70
H(112) 20527 15380 6784 61
H(114) 21165 16658 7717 55
H(11A) 20855 16628 8865 73
H(11B) 19746 17585 8596 73
H(11C) 18024 16690 9311 60
H(11D) 17025 16646 8550 60
H(1D) 18650 16911 6892 51
H(1E) 17483 17068 7437 51
H(2A) 335 9441 5323 129
H(2B) 1540 9403 4707 129
H(Q2C) -51 10185 4695 129
H(22) 2500 12035 8563 78
H(23) 4641 12050 9514 76
H(26) 6084 10666 7473 63
H(22" 6151 10857 7101 74
H(23" 8632 10514 7840 73
H(26" 3454 11703 8711 62
H(210) 4482 13151 7441 56
H(211) 5002 14386 6653 60
H(212) 3796 14219 5496 60
H(213) 2102 12809 5149 57
H(215) 45 11480 5546 50
H(21A) 90 9941 6223 67
H(21B) -518 10921 6585 67
HQ21C) 1605 10007 7349 55
H(21D) 3054 10111 6820 55
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H(2D) 3098 10268 5613 58
H(2E) 2652 10986 5048 58

Tabla S6. Distancias (A) and 4ngulos (°) de enlaces de hidrégeno en (SerH,),[ZnCL].

D-H d(D-H) dH..A) Z(D-H.A) d(D..A) A Operacion de simetria
NI1-H1D 0.900 2.681 130.17 3.333 CI33  [x+1,y+1, 7]
NI1-H1D 0.900 2.838 130.28 3.488 Cl34 [xt+2,y+1, 7]
NI1-HIE 0.900 2.355 155.91 3.198 Cl32 [xt+1,y+1, 7]
N2-H2D 0.900 2.333 160.47 3.196 Cl31

N2-H2E 0.900 2.339 155.18 3.179 CI33  [-x+1, y+1/2, -z+1]
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2.3.2. Estudios termogravimétricos (TGA) y de calorimetria diferencial de barrido
(DSC)

El comportamiento térmico, ha sido estudiado mediante termogravimetria (TGA) y
calorimetria diferencial de barrido (DSC).

En la descomposicion térmica de (SerH,),[ZnCL] (Figura 4) se observan dos etapas:
(i) la primera se presenta en el rango de temperatura de 18-385 °C (punto de inicio
(onset point): 244,8 °C, punto final (endset point)=270,6 °C) donde se observa la mayor
pérdida de masa correspondiente a un 84,34 % de la masa inicial, (ii) la segunda etapa
se produce en el rango de temperatura de 385-600 °C (punto de inicio (onset point): 423
°C, punto final (endset point)=475 °C) correspondiéndole una pérdida de masa de

13,84% y un residuo final de 0,119 mg.

Figura 4. Comportamiento térmico: TGA (linea roja): Curva termogravimétrica: Masa de la
muestra 6,5 mg, velocidad de calentamiento= 10 °C/min, Flujo de N, = 50 mL/min. DSC (lineca
azul): Curva de barrido calorimétrico diferencial, Masa de la muestra 13,72 mg, velocidad de

calentamiento= 10 °C/min.

La calorimetria diferencial de barrido (Figura 4) revela la presencia de un tinico pico
endotérmico asociado al punto de fusion (SerH;),[ZnCl4] (235 °C, AHf = -44,80 J/g).
(punto de inicio (onset point): 244,8 °C, punto final (end set point)=270,6 °C).

Posteriormente se presentan dos picos endotérmicos localizados en 280 °C y 306 °C
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respectivamente y que se corresponden a la mayor pérdida de masa observada en el
TGA. La etapa final presenta un pico endotérmico localizado en 533 °C de N, =

50mL/min
2.3.3. Caracterizacion por espectroscopia FTIR y Raman

El compuesto (SerH»),[ZnCl4] fue caracterizado por Espectroscopia de Infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR) y espectroscopia Raman.

Los espectros de FTIR de hidrocloruro de sertralina (SerH, CI') y (SerH;),[ZnCl4] se
muestran en la Figura 5 y sus asignaciones tentativas se dan en la Tabla 3.

Nuestro complejo en estudio presenta grupos NH,  y en consecuencia se espera la
aparicion de dos bandas correspondientes a las frecuencias de estiramiento simétrico y
asimétrico (N-H), en donde la v,,NH," se presentaria a valores de nimeros de onda
mayores que la relacionada al estiramiento simétrico. Por lo general, los intervalos en
los que las frecuencias de estos modos vibracionales aparecen son 3420 a 3500 cm™
(vasNH, ") y 3340-3420 cm™ (vNH, "), respectivamente. 3

Como pudimos observar anteriormente, existe formaciéon de puentes H
intermoleculares que involucran los atomos de H de grupo NH," (SerH,") como atomos
donantes y los atomos de cloro del anién [ZnCl4]* como aceptores (Figura 2, seccion
difraccion de rayos X). La presencia entonces del enlace de hidrogeno afecta
notablemente las frecuencias de estiramiento NH (N H---Cl) mediante la eliminacion de
la densidad de electrones del enlace NH causando un corrimiento de la banda hacia
menores frecuencias. Comparando el espectro de la sal preparada con el del
hidrocloruro de sertralina hemos podido realizar la asignacion de estas bandas. De
hecho, es posible observar la presencia de cuatro bandas débiles en esta region (Figura

3).
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(SerH,),[ZnCl,]

SerH,Cl

Transmitancia (%)

3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

numeros de onda (cm'l)

Figura 5. Espectros FTIR de (SerH,):[ZnCl,]y de SerH, CI".

Este desdoblamiento observado podria estar relacionado con las diferentes
conformaciones espaciales de las dos moléculas SerH," dando cuatro modos activos en
el infrarrojo.®'*

El modo de deformacion correspondiente a la vibracion de los enlaces denominada
tijeras relacionada al grupo NH," suele aparecer en la region de 1650-1580 cm™, muy
posiblemente junto con el modo de estiramiento v(C=C) correspondiente al anillo
aromatico. En el espectro de (SerH,),[ZnCly] la banda se observa en 1604 cm™.

Adicionalmente se pueden observar a valores de frecuencias mas bajos el modo de
torsion NH (1327 cm™) y aleteo (1450 cm™) modos de vibraciones del grupo NH,"
junto con otros modos de vibracion.

El modo de estiramiento v(C-N) resulta siempre problematico de identificar debido a

la posible superposicion del mismo con otros modos vibracionales. Analizando el
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espectro en comparacion con las moléculas estudiadas anteriormente, es posible sugerir
que la banda situada en 1028 cm™ corresponde a este modo de vibracion.’

Para el grupo metilo se esperan varios modos de vibracion. Este grupo da lugar a dos
diferentes modos CH, los estiramientos simétrico y asimétrico que normalmente caen en
el rango 2800-3000 cm esperandose nuevamente que el modo de estiramiento
asimétrico aparezca a mayor frecuencia que el simétrico. Es entonces posible que los
hombros que aparecen al 3180, 3147 cm™ y la banda situada en 3068 cm™ estén
relacionados con estos modos del grupo CH.

El modo de deformacion simétrica de metilo para clorhidratos de aminas aparee

generalmente en 1470 + 5 cm’ P

. Esto se correlaciona muy bien con la banda que
aparece en 1464 cm™ siendo el modo de deformacion asimétrica de metilo el localizado
en 1491 cm™ como era de esperar.

Los modos de deformacion en el plano del grupo C-H aparecen en general proximos
a ca. 1000-1300 cm™ y los correspondientes fuera del plano en ca. 750-1000 cm™ en
general en los compuestos aromaticos. Podemos entonces sugerir que dichas bandas se

encuentran localizadas en 1306 y 1051 cm™ (en el plano) y 880 y 955 cm™, (fuera de

plano) respectivamente.
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Tabla 3. Frecuencias vibracionales caracteristicas (cm™) y asignaciones tentativas para
los espectros de infrarrojo y Raman del hidrocloruro de sertralina (SerH, CI) y

(SerH;),[ZnCl4].
FTIR Raman Asignaciones tentativas
SerH, CI (SerH;),[ZnCly] SerH, CI (SerH;),[ZnCl]
3240d 3232 f 3233 f vCH (Ph-CI)
v,sCH (PhCI)
VaS(CH3)
3178 d 3180 h vCH (Ph)
3154d 3147 h 3144 d 3144 d v,sCH(CH,),vCH(cycle)
v,s CH(CH,),
3081 mf 3082 m vCH(cycle)
3076 d 3068 h 3068 m 3063 m
3055 m 3051 m
2470 m 2475 d v, (N'H---C)1
2451d
2375 m 2376 d vy (N'H---CI)
2357d
1640 m 1651d NH, tijeras
1583 m 1604 d 1590 f 1591 f v C=C (Ph)
1515d 1507 d v C=C (PhCl),CH, tijeras
CHj; deformacion asimétrica
1488 h 1491 £ 1491 d 1493 d CH; deformacion asimétrica
1467 mf 1464 mf 1468 d 1461 d CH,; aleteo,
1453 d 1458 d CH; deformacion simétrica
1433 m 1450 mf 1432d 1432d NH, aleteo, deformacion
CH(ciclo)
CH; deformacion simétrica,
CH, aleteo
1423 m 1426 d 1418 d CH; deformacion simétrica , 0
CCH ip (PhCI)
1403 f 1404 f 1402 d 1402 d, a CH; deformacién simétrica,
0 CH cycle
1339 m 1327 m 1370d 1364 d CH; balanceo, NH, tdifting, 0 CH
1348 d 1343 d cycle
CH, torsion
1310 m 1315m 1315d 1314 d 8CCH ip (PhCl, Ph), CH, torsion,
1270 m 1306 m 1310 h 1306 d SCCH ciclo
1250 m 1264 m 1293 d 1295d
1248 d 1247d
1214 m 1215 1217 m 1219d 8CCH ip (PhCl, Ph), 6CCH ciclo
1189 m 1189d CH, torsién, vVCNC
1136 f 1130 f 1163 m 1164 d 8CCH ip (PhCl, Ph), 6CCH ciclo,
CH, torsiéon, NH, torsion
1081 d 1082 d 1079 d 8CCH ip (PhCl, Ph), 8CCH ciclo
1057 m 1051 m 1056 d 1052 h 8CCH ip (PhCl, Ph), 6CCH ciclo
1041 m 1044 m
1025 m 1028 m 1029 m 1032d v(C-N)
1002 h 1002 f 1009 d 1002 d 8CCH op (PhCl, Ph)
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1007 h
964 d 955 vmd SCCH op (PhCl, Ph), respiracion
880 f 930 m 925 h (Ph,PhCI)
893 m 877 f 903 m 919d CHj; balanceo, CH, balanceo ,
897d NH, balanceo
890 d
883 d
877d
845 vd 862 m 867d 861 m 8CCH op (PhCl, Ph), 8CH ciclo
CH; balanceo
826 m 822 f 826 m 817 m respiracion (Ph), 3CH ciclo, CH;
812d 808 d balanceo
CH, balanceo
796 h 795 £ 797 m respiracion (Ph), 3CH ciclo,
CH; balanceo, CH, balanceo
785 m 778 £ 780 m 783 d 8CCH op (PhCl, Ph),
769 m 756 m 777 d CHj;balanceo, CH, balanceo
743 d 740 f 757 h
758 d
702 m 702 m 714 md 716 md respiracion (Ph,PhCl), CH;
700 md 702 md balanceo CH, balanceo
673 m 670 m 672 m 673 d respiracion (Ph), CH, balanceo
643 d 635 m 643 d 638 d respiracion (Ph), CH; balanceo
CH, balanceo
620 m 616 m 620 d 617d respiracion (Ph), CH, balanceo
589 m 588d 593d 592 md Torsion y respiracion (Ph, PhCl,
563 d 566 d 560 d ciclo)
534d 552d
514 m 520 m 524d 525d Torsion y respiracion (Ph, PhCl,
519d ciclo)
495 m 499 m 500 m 500 m Torsion y respiracion (Ph, PhCl,
478 d 481d ciclo) v C-Cl
445d 444 m 456 m 458 d Torsion y respiracion (Ph, PhCl,
439 m 444 d ciclo)
426 d 427 m 426 d 426 d Torsion y respiracion (Ph, PhCl,
ciclo)
290 d v3 Zn-Cl
261d vy Zn-Cl
123 h,d vy Zn-Cl
108 m v, Zn-Cl

Abreviaturas: s, fuerte; m, medio; d, débil; h, hombro; md, muy débil, a= ancha, ip=en

el plano, op= fuera del plano, Ph=fenilo
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Los anillos aromaticos presentan vibraciones tipicas. En bencenos sustituidos, las
bandas observadas en la region 1400-1650 cm™ son caracteristicas de los modos de
estiramiento de los enlaces C=C. En este trabajo, las vibraciones del anillo asignadas
para el complejo se encuentran en 1605 y 1507 cm’™.

También se pudo asignar el modo de estiramiento v(C-Cl) en 499 cm’ en
comparacion con el asignado para el hidrocloruro de sertralina.

Todos los modos de vibracidon Raman esperados se muestran también en la Tabla 3 y
la region del espectro Raman comprendida entre 1700 a 100 cm™ se muestra en la
Figura 6. En particular, el espectro Raman permiti6 la asignaciéon de los modos de

vibracion Zn-Cl, ya que es posible observar todos los modos vibracionales activos

1516
fundamentales del anion tetraédrico tetraclorozincato(IT)([ZnCly]*).

J

) |
2 “j I MMMN

A

1600 1400 1200 1000 800 600 400 200

(SerH,),[ZnCl,]

2)2

Intensidad Relativa (a.u)

nimeros de onda (cm'l)

Figura 6. Espectros Raman de (SerH,),[ZnCl4] (rojo) y de SerH,Cl1 . Muestra solida en

tubo capilar.
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2.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA

2.4.1. Actividad antidepresiva.

El compuesto ha sido sujeto a los ensayos in vivo que se detallan a continuacion
considerandose al momento un prototipo funcional de un farmaco antidepresivo.

Asimismo, se obtuvieron las evidencias experimentales preclinicas basados en el test
de natacion forzada (Forced Swimming Test) después de la administracion crénica (14
dias) de dos dosis del compuesto en ratas macho Wistars por via de administracion oral.
En este modelo de depresion animal, la disminucion del tiempo de inmovilidad es

indicador de un efecto antidepresivo del compuesto estudiado.

2.4.1.1. Prueba de Natacion Forzada (PNF, o Forced swim test)

Se utiliz6 para comparar el efecto del complejo, una dosis con efecto terapéutico
demostrado para esos animales de hidrocloruro de sertralina (10 mg/Kg). La dosis del
complejo (grupo (SerH),[ZnClLi]) fue calculada en base a la dosis antidepresiva de
sertralina, a los fines de poder comparar los resultados. Esta dosis de complejo fue de
13,0 mg/Kg. Ademas, y también a los fines comparativos y como ya que se han
descripto efectos antidepresivos del Zn(Il), se administré a un grupo Zn(II) (como
cloruro de Zn(I)) en una dosis equivalente (5,55 mg/kg) a la que forma el complejo de
coordinacion. Este estudio se completd utilizando una segunda dosis del complejo, de

26,0 mg/kg.
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Figura 7. Efectos del complejo de la invencion en la Prueba de natacion forzada
(Forced Swimming Test). Los resultados se expresan en media + SEM (n= 5-10
ratas/grupo). sal: tratamiento con solucion salina, Zn: tratamiento con cloruro de zinc(II)
(5,55 mg/kg), sert: tratamiento con clorhidrato de sertralina, ((SerH,),[ZnCl4]-1):
tratamiento con el complejo sertralina-Zn (13,0 mg/kg) y ((SerH,):[ZnCl4]-2):
tratamiento con el complejo sertralina-Zn (26,0 mg/kg). *Diferencia significativa a nivel

de P< 0,05, **Diferencia significativa a nivel de P< 0,01.

Los resultados mostrados en la Figura 7 indican que el hidrocloruro de sertralina (en
concordancia con la bibliografia), disminuy6 el tiempo de inmovilidad indicando un
efecto antidepresivo. Mientras que el Zn(II) a la dosis equivalente que su presencia en el
complejo, no modifico significativamente el tiempo de inmovilidad en comparacion con
el grupo control (grupo sal). Interesantemente, el complejo (grupo (SerH;),[ZnCls])
disminuy6 significativamente la inmovilidad, a las dos dosis, indicando un efecto

antidepresivo superior al del farmaco sertralina a la misma dosis (Tabla 4).
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Tabla 4: Efectos del complejo (SerH;),[ZnCly] en el Forced Swimming Test (Prueba de
natacion forzada) expresado en % del tiempo de inmovilidad como una medida del

efecto antidepresivo. Los resultados se expresan en media = SEM (n= 5-10

ratas/grupo).
Tratamientos Tiempo de inmovilidad | % de disminucion respecto
(seg) (media £ SEM) del grupo control
Sal (control) 50 +0,89 0,00
ZnCl, 51,63 125 32
(5,55 mg/Kg)
SerH,Cl1 42,40 +£1,21 15,2
(10,0 mg/Kg)
(SerH,),[ZnCly]-1 29,00 + 3,15 42,0
(13,0 mg/kg)
(SerH;),[ZnCl,]-2 27,00 +2,39 46,0
(26,0 mg/kg)

Es de destacar que el la literatura no se encontraron informes acerca de la actividad
antidepresiva de complejos metdlicos de coordinacion con farmacos de actividad
probada. So6lo se informan ensayos de tratamiento de combinados con administracion
simultanea de sales simples de Zn(I) con algunos antidepresivos de uso en el

17,18
mercado.'”

2.4.1.2. Prueba de campo abierto (PCA)

Para descartar que los efectos antidepresivos observados en la prueba de natacion
forzada fueran inespecificos, se utilizo la prueba de campo abierto.

En la Figura 8, se observan los efectos sobre la actividad locomotora de los distintos
tratamientos. Los resultados indicaron que la actividad locomotora no se modificé ni
con el tratamiento con cloruro de Zn(II) (5,55 mg/kg), ni con hidrocloruro de sertralina,
ni con el complejo (SerH,),[ZnCls] a las dos dosis utilizadas (13,0 mg/kg y 26,0
mg/kg), de acuerdo con el aumento del nimero de cuadrados totales que el animal cruzé

en los 5 minutos de la prueba.
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Figura 8: Efectos del complejo sertralina-Zn sobre la actividad locomotora. Los
resultados se expresan en media = SEM (n= 5-10 ratas/grupo). sal: tratamiento con
solucion salina, Zn: tratamiento con cloruro de Zn(Il) (5,55 mg/kg), sert: tratamiento
con clorhidrato de sertralina (10,0 mg/kg), (SerH,)[ZnCls]-1: tratamiento con 13,0
mg/kg y (SerH,),[ZnCl4]-2: tratamiento con el complejo con 26,0 mg/kg.

2.4.1.3. Variacion de peso

Se estudid también la variacion de peso después del tratamiento cronico del
complejo para compararlo con el tratamiento con hidrocloruro de sertralina. En
concordancia con la bibliografia, el tratamiento con hidrocloruro de sertralina produjo
disminucion en el peso corporal de los animales en comparacion con el grupo control
(grupo sal)."” Este efecto anorexigeno también se observo en estudios clinicos.?

Interesantemente, el complejo (grupo (SerH;):[ZnCL]) revirtié totalmente el efecto
anorexigeno del hidrocloruro de sertralina (grupo Ser). Y ademas, a una dosis mayor del
complejo, el peso corporal aumentd en relacion al grupo control, siendo éste un efecto

opuesto al del clorhidrato de sertralina (Figura 9).
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Figura 9: Efectos del complejo de la invencion sobre la variacion de peso corporal. Los
resultados se expresan en media = SEM (n= 5-10 ratas/grupo). sal: tratamiento con
solucion salina, Zn: tratamiento con cloruro de zinc(Il) (5,55 mg/kg), sert: tratamiento
con clorhidrato de sertralina (10,0 mg/kg), (SerHz),[ZnCL]-1: tratamiento con el
complejo con 13,0 mg/kg y (SerH,),[ZnCl4]-2: tratamiento con el complejo con 26,0

mg/kg. ** Diferencia significativa a nivel de P< 0,01.
2.5. Actividad antimicrobiana

Los farmacos psicotropicos han demostrado tener actividad antimicrobiana frente a
varios grupos de microorganismos. Algunos de estos fAirmacos, tales como los agentes
antidepresivos sertralina, fluoxetina y paroxetina son conocidos por actuar como
inhibidores de la bomba de eflujo en las células humanas. Su actividad se ha estudiado
en forma aislada o con combinacidon con antibidticos, contra las especies bacterianas
demostrandose que tienen una actividad sorprendente, principalmente frente a
microorganismos Gram positivos. También muestran actividad sinérgica cuando se
combina con algunos antibidticos contra varias bacterias, que se muestra por una
disminucion en los valores de las concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) que
convierte las cepas previamente resistentes a la categoria de sensibles, y modifican los

T . .. 21
aspectos fisioldgicos relacionados con la patogenicidad.
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Por otra parte, pruebas realizadas con interaccidon de sertralina con Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei 'y Candida dubliniensis muestran que se
altera la virulencia candididsica. En particular, el tratamiento con sertralina sobre
Candida spp. afecto la elongacion de las hifas, la actividad fosfolipasa, la produccion de
aspartil proteasa y la viabilidad del hongo.”

Sobre la base de estos datos previamente existentes, nos propusimos determinar la
actividad antimicrobiana del complejo en comparacion con la del hidrocloruro de

sertralina y del ZnCl, en nuestras condiciones de trabajo (Tabla 5).

Tabla 5. Determinaciéon de la actividad antimicrobiana del farmaco antidepresivo
hidrocloruro de sertralina, ZnCl, y su sal tetraclorozincato de sertralonio. Valores de

concentraciones inhibitorias minimas, CIM, en pg/mL.

SerH, CI ZnCl, (SerH,),[ZnCly]

E. coli 24 188 48
P. aeruginosa 750 1500 750
E. faecalis 24 1500 24
S. aureus 24 188 24
S. epidermidis 24 188 24
C. albicans 6 1500 24
C. albicans ATCC 10231 12 1500 12
C. parapsilosis 12 750 12
C. parapsilosis (sensu

strfcto)pATCC (22019 ¢ 70 12
C. krusei 3 1500 12
C. glabrata 3 1500 12
C. tropicalis 6 750 24

Bacterias (Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus  aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 1263,
Enterococcus faecalis ATCC 29212) y Hongos (Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida albicans ATCC 10231, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata,

Candida albicans y Candida parapsilosis de aislamiento clinico).
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Se sabe que la actividad antibacteriana se considera significativa cuando los valores
de CIM son de 100 pg/mL o menores. Cuando la CIM esta en el rango de 100 a 500
png/mL la actividad antibacteriana se considera moderada, cuando la CIM estan entre
500 a 1000 pg/mL se considera débil, y cuando la CIM es de 1000 pg/mL se considera
inactivo.”” De los datos obtenidos se demuestra que la presencia de Zn(II), que
evidencia s6lo actividad moderada para E. coli, S. aureus y S. epidermidis e inactiva
para el resto de las cepas estudiadas no provoca un efecto sinérgico positivo por su
presencia en el complejo pero tampoco disminuye significativamente el efecto mostrado
por sertralina ya que los valores de CIMs se encuentran dentro del rango significativo.

En consecuencia la sal formada no produce efectos de mejora significativos sobre la
capacidad antimicrobiana del farmaco sertralina pero se mantiene igual o levemente

inferior por formacion de la sal.

2.6. Interaccion con Albumina Sérica Bovina (ASB)

Las proteinas transportadoras son aquellas que proporcionan un medio de transporte,
bien en el plasma o a través de la membrana celular, a aquellos sustratos que
interaccionan en el centro activo de ésta. Como ejemplos de proteinas transportadoras se
pueden citar las lipoproteinas, que son las encargadas de transportar las grasas por todo
el organismo, las albuminas séricas, que son proteinas plasmaticas que actian como
vehiculo de diversos agentes, tanto endogenos (dcidos grasos, hormonas, enzimas)
como exogenos (farmacos) y la a-glicoproteina acida, que es otra proteina plasmatica
que, entre otras funciones, se encarga del transporte de fArmacos bésicos o neutros por
el organismo.

La albiimina sérica se encuentra presente en todas las especies animales. Se puede
extraer de bovinos (ASB), ratas (ASR), conejos (ASC), cerdos (ASCe), perros (ASP),
humanos (ASH), etc. Muchas de estas albuminas se han usado para estudios de
interaccion con farmacos y de farmacocinética en lugar de ASH, basdndose en la alta
similitud encontrada en las secuencias de aminoécidos de otras especies respecto a la
humana.

Las albuminas son proteinas flexibles que pueden adaptar su estructura para
interaccionar con una gran variedad de sustratos en sus distintos sitios de union. El

estudio de la interaccion farmaco/albiiminas séricas es importante para conocer la
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biodistribucion, el metabolismo, la eliminacion y el efecto farmacoldégico de éstos en el
organismo.

Debido a la funcion de transporte de la albimina sérica, resulta de gran interés el
estudio de la formacion de complejos con ASB. Una gran cantidad de drogas se
transportan a través del torrente sanguineo formando complejos con la albimina. Esta
proteina resulta un verdadero depdsito de drogas en el organismo, y las protege de ser
modificadas por el metabolismo. A menudo, la albimina sérica aumenta la solubilidad
de drogas hidrofobicas en el plasma y modula la circulacion, el metabolismo y la
eficacia de muchas drogas en vivo y en vitro.***>°

Se ha demostrado que las interacciones proteina-ligando desempefian un papel
importante en una gran variedad de procesos biologicos. Profundizar en el conocimiento
sobre como se produce la interaccion entre ligandos y albumina sérica es de gran
importancia desde el punto de vista de la farmacocinética, la farmacodinamia y la
toxicidad asociada a cualquier sustancia.

En general la naturaleza de estas interacciones es de tipo electrostatico, por puente
de hidrogeno, puente salino o de tipo van der Waals; el proceso, que generalmente es
reversible, tiene unas constantes de asociacion que oscilan entre 10* y 10° M. En otras
ocasiones, las interacciones entre AS y farmacos son irreversibles. Esto se da con ciertos
tipos de metabolitos de los farmacos, y es mas pronunciada con algunos de aquellos que
tienen tendencia a formar glucurénidos.*

Para estudiar estas interacciones se emplean diferentes tipos de técnicas, entre ellas
la técnica de fluorescencia que se aplicara en esta tesis.

En este estudio se realizaron las determinaciones en comparacion con hidrocloruro
de sertralina aunque se conocen de forma exhaustiva los datos relativos a la
farmacocinética del medicamento. Asi por ejemplo se sabe que la sertralina es capaz de
unirse en un 98% a la proteina plasmatica y que su concentracion maxima se encuentra
en un tiempo medio estimado entre 6-8 h incluso cuando existen diferencias en la
cantidades de dosis asi como en la forma que las mismas son administradas en

2
humanos.?’

2.6.1. Resultados de la interaccion

En este trabajo las determinaciones se realizaron a 37 °C v en un tiempo promedio
i) y po p

de 8 h y en rango de concentraciones de 25-500 uM para asegurar la formacion de
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complejos con la albiimina en base a los estudios farmacocinéticos mencionados para
sertralina.”® Se muestran también las constantes obtenidas para dos horas de interaccion
con la finalidad de marcar las diferencias observadas.

La interaccion de un compuesto con la albumina se pone de manifiesto por
modificacion del entorno de la albumina y se refleja en la desactivacion de la
fluorescencia intrinseca de la albimina (“quenching” de fluorescencia).*’

En ese caso, la desactivacion de la fluorescencia del triptéfano (“quenching’) se

puede analizar mediante la relacion de Stern-Volmer (Ec(1)).*

FU/F=1+Ky[Q] (D

Donde F° y F denotan las intensidades de fluorescencia de la albumina en ausencia
y en presencia del desactivador, respectivamente. K, es la constante de quenching de
Stern—Volmer la cual esta relacionada con la accesibilidad del fluoréforo al desactivador
(“quencher”) (mayor accesibilidad, mayor Kg), y [Q] es la concentraciéon del
desactivador.

En un cierto intervalo de concentracién, la curva de F*/F en funcién de [Q] (curva
de Stern-Volmer) es lineal si el tipo de quenching es Unico: quenching estatico o
dindmico. El quenching estatico se debe a la formacion de un complejo entre el
fluoroforo y se puede diferenciar del colisional ya que generalmente las K, obtenidas
de quenching estatico son mayores que las del colisional. Teniendo en cuenta la relacion
existente entre la constante de velocidad de quenching de una biomolécula, K, y la
constante de quenching dindmico Ky: Kq = K /10. donde 1o es el tiempo de vida media
de la biomolécula sin desactivador y, considerando que el tiempo de vida media de
fluorescencia de las biomoléculas es en promedio 10 s *°, puede estimarse un valor de
K, con la ecuacion formulada. De acuerdo a la bibliografia, el valor maximo de K4 de
referencia es de 2x10 "M s, entonces, si el valor de la constante estimada es mayor a
ese valor puede proponerse que el mecanismo de interaccion es por formacion de un
complejo, en caso contrario seria un quenching colisional.

Cuando el “quenching” es estético, se supone que existen sitios de unién para el
desactivador que son similares pero independientes. Esos sitios de unién asi como su

constante de asociacion pueden ser estimados utilizando la relacion matematica (2):

log [(E*-F)/F)] = log Ky + n log [Q] (2)
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donde K, es la constante de union o la constante de asociacion aparente para la
interaccion de compuesto-proteina, y n es el nimero de sitios de union (“binding sites”)
y "[Q] es la concentracion del desactivador (quencher).

En la Figuras 10 y 11 se muestran los resultados obtenidos para la representacion de
las curvas mencionadas y en la Tabla 6 los valores de las constantes estimadas sobre la

base de las mismas.
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Figura 10. Representacion para el sistema SerH,CI-BSA de (i) F*/F vs [Q] (izquierda) y
de (ii) log [(F°-F)/F] vs log[Q] (derecha).
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Figura 11. Representacion para el sistema (SerH,),[ZnCly]-ASB de (i) F°/F vs [M]
(izquierda) y de (ii) log [(F°-F)/F] vs log[Q] (derecha).
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Tabla 6. Constantes de quenching de Stern Volmer, constantes biomoleculares de
quenching (Ky) y constantes de union aparente K, y sitios de unién “n” los sistemas

SerH, CI-ASB a 310 K y pH=7 4.

Sistema K (M) £ DS K, M s T *R* K,MH+DS n+DS. R
2 h de incubacion
SerH, CI-ASB  237x10°+0,03  2,37x10"+0,03 0,998 40,74+ 1,10 0,45+0,01 0,995
(SerHz),[ZnCL]- 6,48 x 10°+0,10 6,48x10''+0,10 0,988 173,8+1,23 0,57£0,01 0,978
ASB
8 h de incubacion
SerH, CI-ASB  2,03x 10°+0,02 2,03x10'"'+0,02 0,980 427x10°+0,07 1,08£0,03 0,992
(SerHz),[ZnCL]- 3,46 x 10°+£0,03 3,46x10''+0,03 0,979 81,28 +0,50 0,50+ 0,05 0,996

ASB

*Kg: valores calculados con la finalidad de descartar el proceso de “quenching dindmico”

2 . ., < ey ,
**R”, coeficiente de correlacion de los valores de las constantes. DS: desviacion estandar.

Como puede verse, para sertralina existe una mejora significativa en el valor de la
constante de union aparente cuando el sistema se deja interaccionar por 8 h asumiendo
la existencia de al menos un sitio de unién a la proteina en el tiempo transcurrido. Eso
reflejaria la tendencia demostrada in vivo para los estudios de sertralina en relacion al
tiempo de asimilacion.

Si comparamos con datos obtenidos mediante técnicas similares para otros
antidepresivos bloqueadores de la recaptacion de neurotransmisores, por ejemplo
fluoxetina®' y citalopran®® con ASB y duloxetina con ASH™, las K, encontradas son del
mismo orden de magnitud mientras que clomipramina presenta un orden de magnitud
mayor.>*

Sin embargo, cuando se analizan los datos encontrados para el sistema
(SerH3),[ZnCl4]-ASB, un mayor tiempo de interaccion provoca una disminucion en los
pardmetros encontrados. Se podria entonces sugerir una mejora en la asimilacion del

complejo por parte de la albimina en comparacion con la sertralina disminuyendo el
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tiempo necesario para una interaccion efectiva siendo el valor de su Ky cuatro veces

mayor en las mismas condiciones experimentales para las 2h de incubacion.

2.7. CONCLUSIONES

Nuestro grupo de trabajo ha tenido éxito en la sintesis de una sal de formulacion
(SerH),[ZnCl4], la cual ha sido caracterizada por métodos de difraccién de rayos X,
espectroscopia vibracional, incluyendo andlisis térmicos entre otras técnicas. Sobre la
base de las busquedas realizadas tanto por nuestro grupo de trabajo como por la oficina
de patentes del CONICET se concluye que no se detectaron documentos que revelen la
estructura de un compuesto idnico formado por un complejo de coordinacién anidnico
de Zinc(II) y el cation sertralonio como el descripto en este capitulo. En consecuencia,
este nuevo compuesto resulta novedoso. Si bien existen en la bibliografia informacion
sobre otras sales (no conteniendo Zn(Il)), ninguna de las referencias sugiere que tales
complejos de coordinacion puedan exhibir actividad antidepresiva potenciada.

Sobre la base de los resultados mostrados, nuestro compuesto demuestra actividad
antidepresiva potenciada, es decir es mayor que la demostrada por hidrocloruro de
sertralonio per se anulando ademads el efecto anorexigeno del antidepresivo, lo cual
puede eventualmente constituir una segunda ventaja clinica adicional en el caso que
pueda ser formulado como un firmaco.

Los datos de interaccion con albumina sérica bovina permiten sugerir una mejora en

la asimilacion del complejo a corto plazo.

Por este motivo este compuesto ha sido considerado una invencion desarrollada por

nuestro grupo de trabajo y es susceptible de proteccion por la via de las patentes.
Por otra parte nuestro compuesto al igual que hidrocloruro de sertralina presenta

actividad antimicrobiana sobre las cepas estudiadas no afectando la presencia del Zn(II)

al efecto significativo demostrado por la presencia de sertralina.
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CAPITULO III. COMPLEJO DE Zn(II) CON S-METIL-L-CISTEINA

3.1. INTRODUCCION

Como venimos mostrando, son muchas y notables las funciones fisiologicas y
metabolicas pertinentes al Zn, junto con su relevancia en la participacion de procesos de
la vida y su presencia como centros activos de muchas enzimas."> Particularmente, se
sabe que el Zn esta presente en el sistema nervioso central, corteza cerebral, la glandula
pineal y el hipocampo. Las alteraciones en la homeostasis del zinc pueden entonces
relacionarse con el mecanismo de la fisiopatologia y el tratamiento de la depresion. Los
datos clinicos han puesto de manifiesto la presencia de menor concentracion de Zn en
suero en pacientes que sufren de depresion la que puede ser restaurada a posteriori de un
tratamiento antidepresivo eficaz. Mds evidencia de que la deficiencia de zinc induce
comportamiento depresivo ha sido confirmada en estudios realizados sobre modelos
animales para depresion’. También se ha demostrado que una dieta con privacion Zn
provoca cambios relacionados al aumento del tiempo de inmovilidad (test de natacion
forzada) y en las pruebas de suspension de la cola en ratones y ratas siendo indicio que
su carencia tiene influencia sobre el comportamiento antidepresivo. Por lo general, las
sales simples (ZnCl, o ZnSO4)*’ se utilizan como complementacion de la deficiencia de
zinc en el cuerpo. Hasta el momento, como se mencionara, s6lo un complejo de
coordinacién, el hidroaspartato de cinc (ZINCAS®)° (suplemento alimenticio) ha
demostrado exhibir efecto antidepresivo. En este contexto, nuestro grupo de
investigacion se interes6 en el desarrollo y evaluacion de Zn(II) en compuestos de
coordinacion con el fin de evaluar su potencial actividad antidepresiva.

Por otra parte, nuestro interés también estd focalizado en el estudio de complejos
metalicos como inhibidores enzimaticos debido al interés en estos ltimos afios por sus
diferentes tipos de aplicaciones desde el punto de vista farmacologico. En los ultimos
afios, varios complejos de Zn(Il) y de otros metales han estado involucrados en los
procesos de inhibicion de enzimas relacionadas con el cancer, la hipertension,
aplicaciones neuroldgicas’, tumores®, produccién de acido urico’, entre otros. En
particular, estamos interesados en la inhibicion de la enzima fosfatasa 4dcida (ACP) en
vista de la aplicacion de los inhibidores en tratamientos quimioterapéuticos,

osteoporosis, la encefalopatia, el SIDA, enfermedad de Guacher, leucemia, enfermedad
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de Alzheimer, metastasis Oseas, hiperparatiroidismo, cadncer de prostata, etc'™!. Otro
punto a remarcar es el hecho que las fosfatasas son producidas también por algunos
microorganismos (por ejemplo bacterias) como requisito de supervivencia para producir
por ese medio fosfato inorganico (Pi) en periodos de inanicién de fosfatos (debido a su
esencialidad para su existencia).'” En consecuencia, en el control de los niveles de
fosfatasa puede ser una manera de controlar la supervivencia del microorganismo. La
capacidad de inhibicion enzimatica de los iones Zn(Il) y de algunos complejos ha sido

demostrada'>'*

y por esta razdn, también decidimos probar el comportamiento del
complejo como inhibidor de fosfatasa 4cida.

Asimismo, en vista de que aminoacidos derivados de azufre y sus complejos con
Zn(II) demostraron ser eficaces como antioxidantes' y considerando ademas que los
radicales libres estan implicados en varias enfermedades, también hemos investigado la
capacidad de extincion de radicales por parte del complejo en estudio.

Por el momento, el aminoacido S-metil-L-cisteina no se ha tenido suficientemente
en cuenta en relacion con sus propiedades beneficiosas para la salud. Se sabe que ha
sido estudiado como antioxidante en la oxidacion de las especies a partir de
hidroperéxidos lipidicos (LOOH) durante la formacion de la lipoproteina de baja
densidad humana (LDL)'®, ha sido probado como neuroprotector en ratones tratados con
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)'” y que también fueron analizados los
efectos antioxidantes y anti-inflamatorias en rifiones de ratones.'® Otro tema relevante
son las pruebas realizadas por Morimura y colaboradores que demostraron que la S-
metil-L-cisteina puede servir como un agente quimiopreventivo para la
hepatocarcinogénesis, en el que la reduccion de la proliferacion celular se produce por
un mecanismo que aparentemente implica la eliminacion del IGF-1, factor de
crecimiento similar a la insulina I, y el incremento del estrés oxidativo.' Por eso es muy
interesante estudiar y analizar los beneficios potenciales de la S-metil-L-cisteina y su
complejo de coordinacion desde el punto de vista de su comportamiento como

compuestos antioxidantes.

3.1.1. Objetivos
Los objetivos de este capitulo fueron:
1) Mejorar el método de sintesis del complejo Zn(S-Met), para lograr un mayor

rendimiento.
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2) Lograr una caracterizacion desde el punto de vista de la espectroscopia
vibracional con el fin de asignar los modos de las vibraciones caracteristicas de
una manera mas completa.

3) El estudio del potencial efecto antidepresivo del complejo de Zn(II) en
comparacion con el ligando.

4) Determinar la capacidad antioxidante de la S-metil-L-cisteina y su complejo con

Zn(I) y verificar si hubo potenciacion debido a la formacion del complejo.

3.2. PREPARACION DE BIS(S-METIL-L-CISTEINATO) DE ZN(I) (Zn(S-
METILCISTEINA),)

El complejo de Zn(Il) con S-metil-L-cisteina se prepard de acuerdo a la técnica
reportada por Shindo y colaboradores.”” De acuerdo al procedimiento descripto se
procede de la siguiente manera: 0,01 mol de S-metil-L-cisteina se disuelve en una
solucion de conteniendo 0,1 mol de NaOH en 50 mL de agua bidestilada. Sobre dicha
solucion se agrega lentamente, gota a gota y mediante agitacion continua 0,005 moles
de ZnCl,. A los minutos de la adicidn comienza a formarse un precipitado de color
blanco. El mismo de deja 2 hs en agitacion y luego se procede a su filtracion y lavado
reiterado con agua bidestilada hasta asegurarse la eliminacién completa de iones cloruro
mediante reaccion negativa al test de formacion de AgCl. Para esta preparacion la
formulacion indicada refiere: C¢H1sN2S>04Zn. C, 28,79%, H, 4,83%, N, 8,39%.

Asimismo la estructura propuesta para el complejo se presenta a continuacion:

NH, HN
CH,SCH, HC(™ \Zn—-’ ‘(FHEHESCH;

Tomada de Shindo y colaboradores
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3.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

3.3.3. Caracterizacion por espectroscopia FTIR y Raman

Con la finalidad de asegurar la correcta formacion del complejo incluyendo su
pureza y a la vez poner en préctica los procedimientos estudiados durante la tesis para la
asignacion de las bandas caracteristicas de los compuestos en estudio mediante las
técnicas de Infrarrojo y Raman se procedi6 a la determinacion de los espectros.

En la Figura 1 se muestran los espectros infrarrojo de S-metil-L-cisteina y Zn(S-
metil-L-cisteina), y en la Tabla 1 las asignaciones realizadas por comparacion de ambos

espectros y tomando como referencia algunos datos existentes.

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

intensidad (u.a)

0.6

0.4 -

0.2 -

0.0 T T |
4000 3000 2000 1000

v (em™)

Figura 1. Espectros FTIR de S-metil-L-cisteina (rojo) y Zn(S-Met), (azul)
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A continuacion en la Figura 2, se presentan los espectros Raman.

Intesidad Relativa (u.a)

.

3000 1500 1250 1000 750 500 250

Figura 2. Espectros Raman de S-metil-L-cisteina (rojo) y Zn(S-Met), (azul)

Como se sabe, en forma general, cuando los aminoacidos se encuentran en forma
solida policristalina, se presentan en la forma de “zwitterion” que implica la presencia
del grupo carboxilato en la forma desprotonada (-COQO) el grupo amino protonado (-
NH;"). Por tanto como puede verse en el FTIR de la S-metil-L-cisteina, se observa
como era de esperar, la presencia de dos bandas caracteristicas 1582 y 1415 cm’
correspondientes a los modos de vibracion v,(-COO’) y v4(-COO’) del grupo
carboxilato, respectivamente.

La coordinacion con el Zn(Il) produce un corrimiento de estas bandas hacia 1610 y
1385 cm™ de los modos de estiramiento mencionados. Este corrimiento en conjunto con
su valor de Av de 225 cm™ es indicativo de la coordinacién monodentada del grupo
carboxilato, tal como fuera sugerido.”'A su vez, la determinacion del espectro Raman

nos permite confirmar la asignacion de las frecuencias de estiramiento del grupo
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carboxilato ya que se produce de acuerdo a lo previsto la marcada disminucion de la
intensidad del modo de estiramiento asimétrico en el espectro.

A su vez, la presencia del grupo -NH;" muestra el doblete caracteristico asignado en
1485 y 1622 cm’. La deprotonacion de este grupo (-NH,) acompafiado de la
coordinacion al centro metéalico produce un corrimiento de la banda hacia mayores
frecuencias de estiramiento. También se producen modificaciones en los otros modos
vibracionales relacionados a este grupo (Tabla 1).

Otra ventaja del espectro Raman es que permitié la deteccion de los modos de
estiramientos Zn-O y Zn-N que no siempre son posibles de visualizar.

De esta forma se caracterizé el complejo y se procede a continuacion a realizar las

determinaciones de las actividades in vitro teniendo la seguridad de su pureza.

Tabla 1. Asignaciones de algunas frecuencias caracteristicas de las bandas de los

espectros FTIR y Raman (cm™)

S-metil-L-cisteina Zn(S-metilcisteina); Asignaciones
FTIR Raman FTIR Raman

3307 £ vas NH; estiramiento asimétrico

3265 f vs NH; estiramiento simétrico
3006 a, f 3001 m vas NH3", VH,O
2921d 2966 m

2969 f

1650 h 1653 m 5.,NH, deformaciéon asimétrica
1622 f 1625 a, m 5 NH;" deformacién asimétrica
1582 f 1598 d 1610 f 1615d vasCOO" estiramiento asimétrico
1485 £ 1493 £ SNH;"
1415 f 1417 m 1385 f 1383 m viCOO" estiramiento simétrico

1154 h ONH,
1129 m 1134 f SNH;" balanceo
1054 m v (C-N)
950 1009 m 1101 m v(C-C) estiramiento

961 m 975 m
782d 786 0CH; balanceo

291d Zn-N
145d Zn-0O

f=fuerte, m=media, d=débil, a=ancha, h=hombro
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3.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA

3.4.1. Actividad antidepresiva.

3.4.1.1. Prueba de Natacion Forzada (PNF, o Forced swim test) y Prueba de campo
abierto (PCA)

Para un mejor andlisis del efecto antidepresivo y con fines comparativos con las
publicaciones existentes, se repitieron los ensayos utilizando ZnCl,. De la misma
manera que lo reportado, los experimentos realizados utilizando Zn(II) redujeron la
inmovilidad y aumentaron el comportamiento de natacion sugiriendo para Zn(II) efecto
antidepresivo (Figura 3A). La administracion de S-metil-L-cisteina no tuvo ningun
efecto significativo sobre la PNF. Sin embargo, el tratamiento de [Zn(S-Met);]
disminuy6 la inmovilidad y provocdé un aumento de la conducta de nadar en una
magnitud que supera a los efectos mostrados por ZnCl,.

Los efectos de diferentes tratamientos sobre la actividad locomotora espontanea en
ratas se muestran en la Figura 3B. Ninguno de estos tratamientos afectd los niveles de
actividad, lo que confirma la especificidad de los resultados PNF.

La depresion es una condicién altamente prevalente e incapacitante asociada con
alta morbilidad y mortalidad.”®> A pesar de la disponibilidad de muchos farmacos
antidepresivos aprobados para el tratamiento de trastornos depresivos mayores, casi el
50% de los pacientes presentan resistencia al tratamiento.”” Ademds, Lin y
colaboradores™® han reportado una alta tasa de abandono del tratamiento prematuro
debido principalmente a los efectos secundarios de los medicamentos. Otras
preocupaciones terapéuticas también se enfrentan en el tratamiento de los trastornos
bipolares y la depresion perinatal y la infancia, sobre todo debido a las consultas
relativas a la eficacia y la seguridad de los medicamentos.

Los avances en la neurobiologia de la depresion han sugerido una serie de nuevos
objetivos para el tratamiento antidepresivo. Sobre la base de una mejor comprension de
la neurobiologia de la depresion, se estdn desarrollando varias intervenciones
farmacologicas y no farmacoldgicas novedosas. Los nuevos avances farmacoldgicos
incluyen antagonistas del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) como el zinc.

En este estudio, se utilizd la prueba de natacién forzada (PNF), un modelo bien
aceptado para probar la accion antidepresiva y una herramienta importante para estudiar

los mecanismos neurobiolégicos implicados en las respuestas antidepresivos. La PNF
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emplea estimulos como factor de estrés para generar un comportamiento caracterizado

por el aumento de tiempo de inmovilidad.

P 0. Control
60 - ke
— E S-metil-L-cisteina
50 1
] = ™ H ZnCl,
i ] *k
g ¥ - H Zn (SMet),
g
E 30 *k
3
2
20 -
10
0 , R |
Inmovilidad Natacion Trepar

35 -
30 - [

25

O Control
0. S-metil-L-cisteina

| ZnCly
20 -
H Zn (SMet),

15 4

10 4

Namero de cuadrados totales

Figura 3. Efectos del comportamiento de las ratas durante el test de natacion forzada
(PNF) (A) y pruebas de campo abierto (OFT) (B) de la administraciéon de solucion
salina, S-metil-L-cisteina, ZnCl, y [Zn(S-Met),]. Los valores representan la media (+
SEM) para las cuentas de la inmovilidad, la natacion y el comportamiento de escalar
para un muestreado cada 5 s durante el periodo de prueba de 5 min. * P <0,05, ** P
<0,01, n = 6 ratas por grupo. Los datos se analizaron por ANOVA y por la prueba de

Tukey para comparaciones multiples.
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La aparicion de este fracaso conductual se ha asociado a los cambios en los
neurotransmisores y las vias de sefializacion celular en el cerebro.*

Algunos estudios han reportado efectos antidepresivos del zinc después de la
administracion de ZnSO, a una dosis de 30 mg/kg >’ y subcronica (tres veces: 24, 5y 1
h antes de la prueba)’ en la prueba de natacion forzada en ratones y ratas,
respectivamente. Por otra parte el ZnCl, induce un efecto antidepresivo después de
administracion aguda (30 mg/kg intraperitoneal) usando el mismo tipo de
experimento.”®

Estudios recientes han demostrado que el zinc (en forma de hidroaspartato) en
administracion subcronica o cronica ha reducido el tiempo de inmovilidad en diferentes
modelos animales de depresion (estrés leve cronico, el estrés cronico impredecible y
prueba de natacion forzada).”%>'"2

Nuestros resultados muestran, por primera vez en la literatura, que el ZnCl, (30
mg/kg) después de la administracion cronica es eficaz en la reduccion del tiempo de
inmovilidad en la prueba de PNF, consistente con un efecto antidepresivo en este test
predictivo.”® Por otra parte, la disminucion de la inmovilidad o el aumento en el
comportamiento natatorio inducida en la PNF por este tratamiento pueden ser
considerados como especificos ya que no son atribuibles a los cambios en la actividad
locomotora.

Puesto que, el requisito reconocido para la administracion crénica de un
antidepresivo para lograr una respuesta terapéutica en pacientes deprimidos que incluye
un aumento de la neurogénesis en el hipocampo de la rata®®, demuestra que las
propiedades farmacologicas de farmacos antidepresivos no dan cuenta de la eficacia
clinica de esta clase de drogas.

Por otra parte, nos muestran que [Zn(S-Met),] ejerce efectos antidepresivos en ratas
en una forma mejor que ZnCl,. Hasta donde sabemos, este es el primer reporte que
muestra el efecto antidepresivo del complejo [Zn(S-Met),]. Curiosamente, el
tratamiento cronico con [Zn(S-Met),] tiene un efecto antidepresivo significativamente
mas alto que el ZnCl,.

En general, nuestros datos podrian tener consecuencias importantes en la practica

médica y en el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento antidepresivo.
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3.4.1.2. Inhibicioén de Fosfatasas

Como se mencionara, altas concentraciones de AcP en el suero es asociada con
varias enfermedades siendo esta enzima un objetivo para el desarrollo de nuevos
farmacos. Es bien sabido que algunos iones metalicos incluyendo el Zn(Il) fueron
capaces de inhibir las fosfatasas dcidas. Este comportamiento de inhibicion depende del
pH del medio de reaccion y de la concentracion del inhibidor.>>~°

En nuestros experimentos, el efecto sobre la actividad se ensay6 a pH = 5,60
variando las concentraciones del complejo y el ligando. Los efectos del complejo [Zn(S-

Met),] sobre la actividad AcP se muestran en la Figura 4.

90

AcP
80

70 -

% Basal

60

50 - *{

40 T T T 1 1
0 100 200 300 400 500

[Zn(S-Met),] [uM]

Figura 4. Efecto del complejo [Zn(S-Met),] sobre la actividad de la AcP. Los valores se

expresan como la media = SEM de al menos tres experimentos independientes.

Como se puede observar, el complejo se comporta como un buen inhibidor en un
rango de 10-500 uM siendo el valor de ICsy de 250 uM. El ligando, S-metil-L-cisteina,
no produce efecto sobre la actividad AcP cuando se prueba en el mismo intervalo de

concentracion (no se muestra). Por tanto, es evidente que la formacion de complejos con
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Zn(Il) produce una accion sinérgica, mejorando la capacidad inhibitoria y mostrando
una accion especifica sobre AcP.

Estos resultados son muy interesantes y relevantes teniendo en cuenta que no
existen muchos ejemplos relacionados a metales de coordinacion que sea eficientes
inhibidores de AcP. Se puede demostrar que el complejo [Zn(S-Met),] se comporta
como un mejor inhibidor que los complejos de Cu(Il) con metimazol especialmente en
comparacién con el complejo ternario [Cu(Met),(fen)(H,0):]Cl, (Cu-Met-fen, Met=
metimazol, fen=fenantrolina) que presenta un valor de ICsy de 300 uM.’’ Entonces,
seria ésta la primera vez que el efecto inhibitorio sobre AcP se determina para un
complejo de Zn(Il) enmarcado en la busqueda de encontrar mejores sustancias

inhibidoras para potenciales aplicaciones farmacologicas.

3.4.2. Propiedades antioxidantes

En vista de la probada reduccién del estrés oxidativo demostrado por agentes
antioxidantes que contienen cisteina y, teniendo en cuenta los datos existentes de la
eficacia del compuesto en la disminucién de la hidroperoxido lipidico (LOOH) en las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) humanas, el efecto antioxidante de la S-metil- L-
cisteina y del complejo fueron ensayados sobre los radicales hidroxilo y peroxilo.

Ninguno de ellos mostrd ninguna actividad antiperoxilo al menos en el intervalo de
concentracion ensayado (0-50 pM). En cuanto a la atenuacion del radical hidroxilo, la
S-metil-L-cisteina y el complejo [Zn(S-Met),] se comportaron como buenos supresores

de hidroxilo (Figura 5).
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Figura 5. Efecto del complejo [Zn(S-Met),] y de la S-metil-L-cisteina sobre la
degradacion de desoxirribosa por parte del radical hidroxilo, medido con el método del
acido tiobarbiturico. Los valores se expresan como la media + SEM de al menos tres

experimentos independientes.

El mejor efecto encontrado para el complejo en comparacion con el ligando se
presenta a 10 uM . A esta concentracion el ligando muestra una disminucion del 26,21%
respecto del basal y el complejo presenta un efecto mayor en disminucion de la
concentracion inicial de los radicales del orden de un 45,43%. A pesar de que en todo el
intervalo de concentracion del complejo es mas eficaz que el ligando que causa un 65%
de reduccion en 50 uM; es en la concentracion 10 uM donde se observa la mayor
diferencia en porcentaje entre la eficacia mostrada por ambos compuestos (19,22%).

Una vez mads, hay una mejora de la actividad antioxidante de la S-metil-L-cisteina

por medio de la coordinacion con Zn(II) (efecto sinérgico).
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3.5. Interaccion con Albumina Sérica Bovina (ASB)

La afinidad para unirse a la albimina ha sido evaluada para la S-metil-L-cisteina y
el complejo.

Es bien sabido que la albimina es la proteina mas abundante del plasma y que su
papel fisiologico comprende el control de la presion osmotica de la sangre, el transporte,
el metabolismo y la distribucion de varias sustancias endogenas o exdgenas y que tiene
la capacidad de mejorar la disolucion en el medio bioldgico de las sustancias incluyendo
las mas hidrofobicas. Por esta razon, la interaccion y el transporte de las drogas por esta
proteina es un punto crucial para determinar su biodisponibilidad.*®

La interaccion y union de nuestros compuestos con la albumina fueron estudiadas
por espectroscopia de fluorescencia. En este experimento la interaccion del compuesto
con la albumina produce una marcada disminucion de la intensidad de la banda de
fluorescencia tipica de la ASB siendo indicativa del grado de la interaccion. Este efecto
podria estar asociado a una variedad de interacciones moleculares. Cuando una unioén a
una macromolécula se produce, el equilibrio entre las moléculas libres y ligadas podria

ser evaluado por la ecuacion siguiente:

log [(F°—F)/F] = log K; + n log [O]

donde K, es la constante de unidn aparente, y n es el nimero de los sitios de union. Para
S-metil-L-cisteina la interaccion no fue lo suficientemente fuerte y este comportamiento
no nos permitio6 realizar calculos. Si fue posible valorar la constante de union aparente y
el valor de n para el complejo de Zn(Il). Estos pardmetros fueron calculados por la
ordenada y la pendiente de la curva de regresion logaritmica doble (Figura 6, Tabla 2).
El valor de constante de union calculado se encuentra en el intervalo 10°-10° M™ 1o
que resulta compatible con una unidn reversible a ASB y est4 de acuerdo con los valores

. . . ., ;. 39
de afinidades comunes de los medicamentos para su interaccion con albiimina.
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Tabla 2. Constantes de union aparente Ky, sitios de union “n” y parametros

termodindmicos para el sistema [Zn(S-Met),]-ASB.

pH T(XK) K,M")+ DS n + DS. R’ AH" AG’ AS°
(kdJ/mol) (kJ/mol) (J/mol.K)

74 298 7,48 x 10"+ 0.18 1,42+0.04 0,993 -52,42 -27,79 -82,65

310 3,30 x 10" £ 0.20 1,21 £0.05 0,996

2 . ~,
*R”, coeficiente de correlacion de los valores de K,

DS. desviacidn estandar.

0.0

-0.5 A

-1.0 A

15 - o

-2.0 A

log (F’-F/F)

-2.5 1

-3.0 A

'35 T T T T T T T
-5.4 -5.2 -5.0 -4.8 -4.6 -4.4 -4.2 -4.0 -3.8

log [Q]

Figura 6. Representacion de log [(F°-F)/F] vs a log [Q] para el [Zn(S-Met),]-ASB
sistema aun pH de 7.40: A 298 Ky ® 310K. o

El nimero de sitios de unidn es aproximadamente igual 1,0, lo que indicaria que el
complejo se une a la albimina en un sitio especifico. Como se sabe, existen basicamente
cuatro tipos de interacciones no covalentes: puentes de hidroégeno, fuerzas de van der
Waals, electrostaticas y las interacciones hidrofobicas que juegan un papel importante
en la union del ligando a la proteina.* Para tener conocimiento del tipo de interaccion,

se calcularon los pardmetros termodindmicos.
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El cambio de entalpia estandar (AH’) se calculd utilizando la ecuacién de Van't
Hoft.
In (Kp2/Kp1) = -AH/R (1/T5-1/T})

y el cambio de energia libre estandar (AG®) y el cambio de entropia estandar libre
(ASY) fueron evaluados de acuerdo a las relaciones termodinamicas conocidas:

AG’=- RT In K,

AS’= (AH"-AG%)/T

Sobre la base de varios estudios, Ross y colaboradores®® propusieron que el signo de
los parametros termodinamicos, describe el tipo de interaccion que tiene lugar durante la
formacion del complejo entre el compuesto estudiado y la albumina. Para el complejo
[Zn(S-Met),], los valores negativos de entalpia y cambios de entropia sugirieren que las
interacciones posibles son del tipo no enlazantes (van der Waals) y de la formacion de
enlaces de hidrogeno. Las condiciones experimentales de nuestros ensayos nos llevan a
sugerir que la uniéon del complejo a la ASB se produce principalmente a través de

interacciones de van der Waals.

3.6. CONCLUSIONES

Los compuestos, S-metil-L-cisteina y [Zn(S-Met);] se han estudiado con el interés
de explotar nuevas potenciales actividades farmacologicas. En particular, nos
enfocamos en el estudio de la actividad antidepresiva. Se relevaron los datos para sales
simples de Zn(II), encontrandose que la actividad locomotora espontanea no se vio
afectada en un grado relevante tal que confirma la especificidad de los resultados prueba
de natacion forzada (PNF). También se demostré6 que la S-metil-L-cisteina no tuvo
ningun efecto significativo en la PNF mientras que el tratamiento de las ratas con [Zn
(S-Met);] disminuyé su inmovilidad y el aumento de su comportamiento de natacion
siendo estos efectos mas eficaces y notables que los observados cuando se administra
ZnCl,. Estos resultados nos permiten confirmar la generacion de un efecto sinérgico

como resultado de la coordinacion del Zn(II) con S-metil-L-cisteina.
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Anteriormente se ha mencionado el interés cientifico en nuevos compuestos
farmacologicos que actlien como inhibidores enzimaticos. En este trabajo se pudo
demostrar que la S-metil-L-cisteina no produjo ningun efecto sobre la actividad AcP en
contraste con la accidon del complejo [Zn(S-Met),] que se comportd como un buen
agente inhibidor (ICsp = 250 uM) siendo el primer ejemplo de un complejo de Zn(II)
para los que se haya determinado el efecto de inhibicion sobre AcP.

El interés para determinar la actividad antioxidante de S-metil-L-cisteina se basé en
resultados previamente publicados que indicaban la disminucion en el estrés oxidativo
bajo la presencia de agentes que contenian cisteina. Por esta razon las actividades anti
hidroxilo y peroxilo se ensayaron mostrando que tanto S-metil-L-cisteina y [Zn(S-
Met),] actuaron como buenos supresores del radical hidroxilo siendo el complejo mas
eficaz en todo el rango de concentracion pero méas notablemente en una concentracion
de 10 uM. Los datos sobre la biodisponibilidad se obtuvieron por espectroscopia de
fluorescencia y mostraron que el complejo pero no el ligando era capaz de ser
transportado por la ASB y el valor medido de K, indic6 la existencia de una unidon
reversible a la albumina. Estos resultados predicen la potencia del nuevo compuesto
como un firmaco prometedor basado en un complejo de coordinacion con Zn(II)
accionando como antidepresivo, antioxidante y con capacidad de actuar como inhibidor

de la enzima AcP.
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CAPITULO IV. SAL SERTRALINA- CUMARIN-3 CARBOXILATO

4.1. INTRODUCCION

En la mayoria de los casos la depresion puede estar relacionada con cambios en la
neuroquimica de tres monoaminas neurotransmisores, que derivan de aminodcidos
como por ejemplo: serotonina, norepinefrina o noradrenalina y dopamina. Como se
mencionara, la sertralina es un antidepresivo que pertenece al grupo de inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), ya que actia bloqueando el
transportador de serotonina para ingresar este neurotransmisor desde el espacio
extracelular hacia la neurona. Consecuentemente a este efecto, se produce un aumento
de los niveles de serotonina en el espacio sinaptico, restaurando asi las anormalidades
en la neurotransmision serotoninérgica, el cual estaria relacionado con los efectos
antidepresivos del farmaco.'

Como los ISRS presentan una baja solubilidad en agua, una estrategia para el
aumento de solubilidad de la sertralina ha consistido en la formacion de sales con
malato, citrato, adipato, L-aspartato, tartrato y aniones L-glutamato fundamentado en la
capacidad de disolucion en agua de este tipo de acidos organicos, como ya se menciond
en el capitulo II. Las sales de sertralina con L-acetato, L-aspartato® y mandelato (Figura
1)’ mostraron una mayor solubilidad en agua y una mayor estabilidad comparada con

sertralina.

Figura 1. Empaquetamiento en diferentes capas de la sal de acido mandélico con

sertralina. Tomado de He y colaboradores.’
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Por otra parte, varias cumarinas de origen natural han sido identificadas a partir de
fuentes naturales, especialmente de plantas verdes. Las cumarinas y sus derivados han
estimulado la investigacion en las areas de la biologia y la medicina, debido a su uso
como antibidtico, antioxidante, anticancerigeno®™ y antidepresivo.®Asi por ejemplo,
existen estudios que demuestran como la metastasis espontanea de células tumorales del
carcinoma MTLn3 provenientes de mamas de ratas es reducida de manera significativa
en los animales tratados con warfarina.” Este mismo derivado de cumarinas es hoy en
dia, el anticoagulante oral mas comunmente utilizado en todo el mundo, empleado en el
tratamiento y prevencion de la trombosis venosa profunda, infarto agudo de miocardio y
accidente cerebrovascular.® Asimismo, Melagraki y colaboradores prepararon nuevos
hibridos de cumarinas y d4cido lipoico demostrando que actuan eficiente como
antirradicales HO®.’

Otra mencion relevante es la actividad antimicrobiana. Se ha demostrado como en
dichos compuestos inhibe el homo6logo bacteriano de la vitamina K epoxido reductasa
(VKOR) en la E. Coli."’

Resulta interesante, entonces, generar una sal formada por dos principios activos: un
farmaco antidepresivo junto a una sustancia antioxidante que mejoren la solubilidad del
farmaco y al mismo tiempo que sea un buen agente secuestrante de radicales libres.

Sobre la base de lo comentado, se indican los siguientes objetivos para este capitulo.

4.1.1. OBJETIVOS:

Los objetivos de este capitulo fueron:

1) Preparar una sal entre sertralina y el anion derivado de cumarin-3 carboxilato
con la finalidad de acrecentar aun mas la bioactividad demostrada por el farmaco
(Figura 2).

2) Realizar la caracterizacion fisicoquimica por medio de los métodos de difraccion
rayos X y espectroscopia de FTIR

3) Determinar la actividad antidepresiva in vivo del nuevo compuesto y evaluar si
se produce una mejora de la misma.

4) Determinar la actividad antimicrobiana

5) Determinar la actividad antioxidante
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(b)

Figura 2. a) Sertralina b) Acido cumarin 3-carboxilico

4.2. Preparacién de cumarin 3-carboxilato de sertralonio, SerH, CCA’
(C27H,;,CLNOy)

Método 1.

La sal cumarin 3-carboxilato de sertralonio se prepara a partir de sertralina basica y
del del 4cido cumarin 3-carboxilico (HCCA). En un primer paso, 1 mmol de
hidrocloruro de sertralina fue disuelto en 20 ml de agua a 100 'C. A continuacion se
procede a agregar una solucién de hidréxido de sodio 1 M hasta modificar el pH a un
valor de 7 y se deja en agitacion continua durante al menos 30 minutos. En ese lapso se
forma un precipitado blanco, que se deja enfriar a temperatura ambiente (25 °C) y se
centrifuga para obtener finalmente la sertralina basica. A posteriori este solido se lava
reiteradas veces con agua bidestilada con la finalidad de asegurar la eliminacion de los
iones cloruro el cual se comprueba con reaccion negativa al agregado a la solucién de
lavado de AgNOs.

En un segundo paso se procede a la preparacion de soluciones de sertralina bésica
(por disoluciéon de 1 mmol de dicho compuesto en 20 ml de etanol a 60-70 'C) y de 1
mmol de acido cumarin 3-carboxilico en 20 ml de etanol. A continuacion, la solucion
del 4cido se afiade en pequefas alicuotas a la solucion de sertralina bajo agitacion
continua. La mezcla de reaccion se deja enfriar a temperatura ambiente (25 °C), se filtra
con la finalidad de eliminar posibles impurezas y se deja a cristalizar por evaporacion
del solvente obteniendo de esa manera cristales de SerH, -CCA™ adecuados para el

estudio estructural de difraccion de rayos X.
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Método 2.

Alternativamente, la sertralina-coumarin-3-carboxilato puede ser preparada
directamente a partir del hidrocloruro de sertralina, sin previa preparacion de sertralina
basica.

En un primer paso, se prepara la sal sddica del CCA (NaCCA), disolviendo 2
mmoles de HCCA en 40 ml de agua a 100 'C y agregando una cantidad equivalente de
NaOH. La solucion amarilla resultante se enfria a temperatura ambiente (25 °C) y el
precipitado blanco formado de NaCCA se filtra por succion en vacio y se lava varias
veces con acetona. A continuacion, este sdlido (2 mmol) se disuelve en una mezcla de
40 ml de etanol y 20 ml de agua (temperatura de ebullicion) y luego se mezcla con una
solucion etandlica de hidrocloruro de sertralina (2 mmol en 40 ml) en ebullicion. Los
cristales de SerH, CCA’ fueron obtenidos por evaporacion lenta de la soluciéon a
temperatura ambiente (25 °C).

La identificacion del compuesto de lleva a cabo por espectroscopia FTIR (ver
debajo) donde se confirma que se obtiene el mismo compuesto con ambos métodos de

sintesis.

4.3. Caracterizacion fisicoquimica

4.3.1. Caracterizacion de la estructura mediante difraccion de rayos X.

La Figura 3 muestra un dibujo mediante el programa ORTEP'' de la sal mientras
que los datos estructurales y las correspondientes distancias intramoleculares de enlace
y angulos se indican en la Tabla 1 y 2, respectivamente.

La molécula del farmaco sertralina, se encuentra en el solido en su forma catidnica,
protonada en el grupo amino, esto es (15,45)-4-(3,4-diclorofenil)-N-metil-1,2,3,4-
tetrahidro naftalen-1-amonio (SerH,"). La contraparte aniénica corresponde al 4cido
cumarin 3-carboxilico, el cual aparece desprotonado en su grupo carboxilico, es decir,

2-0x0-2H-1-benzopiran-3-carboxilato (CCA").
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CI2

Figura 3. Dibujo de SerH, CCA’ en estado solido mostrando el rotulado de los dtomos
no-H y sus elipsoides de desplazamiento al nivel del 30% de probabilidad. Los enlaces de
inter-moleculares de H se indican con las lineas punteadas. Las moléculas de CCA™ con

indicacion de atomos se relaciona con la operacion de simetria -x, y-1/2, 2-z.
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Tabla 1. Resultados de los datos y refinamiento de la estructura del cristal de

SerH, CCA".

Formula empirica

Peso molecular

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de celda unidad

Volumen
Z Densidad (calculada)

Cocficiente de Absorcion

F(000)

Tamafo del cristal

Rango-O de recoleccion de datos
Rango de indices de Miller
Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Reflexiones observadas [1>26(1)]
Completud hasta ©=70.99°

Meétodo de refinamiento
Datos/restricciones/parametros
Bondad de ajuste en F 2
Indices R Finales® [I>26(1)]
Indices R (todos los datos)

Parametro de la estructura absoluta

Mayor diferencia pico y hueco

CyH2CLbNOy
496.36

295(2) K
1.54184 A
Monoclinico

P2,
a=11.4045(6) A
b=28.1812(5) A
c=12.7394(5) A
B=91.792(4)°
1188.0(1) A3

2, 1.388 Mg/m3

2.746 mm-!
516

0.278 x 0.134 x 0.042 mm?3

3.47 to 70.99°
-13<h<12,-9<k<9,-15<1<15
4964

3314 [R(int) = 0.0289]

2651

99.6 %

Cuadrados minimos, matriz completa en F2
3314/3/316

1.040
R1=0.0731, wR2 = 0.2067
R1 = 0.0853, wR2 = 0.2298
0.04(4)

1.047 and -0.363 e.A-3

"R=Z|F - FAVEIF|, wRATEw(IF | ) 2w Fol )T
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Tabla 2. Longitudes de enlace [A] y

angulos [°] de (SerH, )CCA

C(1A)-C(1B)
C(1A)-C(IF)
C(1A)-C(1G)
C(1B)-C(1C)
C(1C)-C(1D)
C(1C)-Cl(2)
C(1D)-C(1E)
C(1D)-CI(1)
C(1E)-C(IF)
C(1G)-C(1H)
C(1G)-C(1P)
C(1H)-C(11)
C(1H)-C(1M)
C(1D)-C(17)
C(13)-C(1K)
C(1K)-C(1L)
C(1L)-C(1M)
C(IM)-C(IN)
C(IN)-N
C(IN)-C(10)
C(10)-C(1P)
C(1Q)-N
C(2A)-0(2A)
C(2A)-C(2B)
C(2A)-C(2F)
C(2B)-C(2C)
C(2C)-C(2D)
C(2D)-C(2E)
C(2E)-C(2F)
C(2F)-C(2G)
C(2G)-C(2H)
C(2H)-C(21)
C(2H)-C(27)
C(21)-0(2B)
C(21)-0(2A)
C(2))-0(2D)
C(2))-0(2C)

C(1B)-C(1A)-C(1F)
C(1B)-C(1A)-C(1G)
C(1F)-C(1A)-C(1G)
C(1A)-C(1B)-C(1C)
C(1D)-C(1C)-C(1B)
C(1D)-C(1C)-C1(2)
C(1B)-C(1C)-CI(2)
C(1C)-C(1D)-C(1E)
C(1C)-C(1D)-CI(1)
C(1E)-C(1D)-CI(1)
C(1D)-C(1E)-C(IF)
C(1A)-C(1F)-C(1E)
C(1A)-C(1G)-C(1H)
C(1A)-C(1G)-C(1P)
C(1H)-C(1G)-C(1P)
C(1D)-C(1H)-C(1M)
C(1D)-C(1H)-C(1G)
C(1M)-C(1H)-C(1G)

1.354(8)
1.411(9)
1.508(7)
1.447(8)
1.35(1)

1.725(6)
1.338(9)
1.745(6)
1.419(8)
1.515(9)
1.523(8)
1.394(8)
1.400(7)
1.38(1)

1.37(1)

1.36(1)

1.41(1)

1.517(9)
1.490(8)
1.52(1)

1.517(7)
1.513(9)
1.360(6)
1.377(8)
1.394(8)
1.386(9)
1.35(1)

1.377(9)
1.407(7)
1.430(7)
1.333(8)
1.465(9)
1.533(7)
1.190(7)
1.398(6)
1.218(8)
1.225(8)

118.9(6)
122.3(6)
118.8(5)
120.0(6)
119.4(5)
124.1(5)
116.5(5)
122.0(6)
118.9(5)
119.0(5)
119.8(6)
119.8(6)
112.4(5)
111.4(5)
110.8(5)
118.1(5)
119.9(5)
122.0(6)

C(1))-C(1D)-C(1H)
C(1K)-C(1J)-C(11)
C(1)-C(1K)-C(1L)
C(1K)-C(1L)-C(1M)
C(1L)-C(1M)-C(1H)
C(1L)-C(1M)-C(IN)
C(1H)-C(IM)-C(IN)
N-C(IN)-C(1M)
N-C(IN)-C(10)
C(1M)-C(IN)-C(10)
C(1P)-C(10)-C(IN)
C(10)-C(1P)-C(1G)
C(IN)-N-C(1Q)
0(2A)-C(2A)-C(2B)
O(2A)-C(2A)-C(2F)
C(2B)-C(2A)-C(2F)
C(2C)-C(2B)-C(2A)
C(2D)-C(2C)-C(2B)
C(2C)-C(2D)-C(2E)
C(2D)-C(2E)-C(2F)
C(2A)-C(2F)-C(2E)
C(2A)-C(2F)-C(2G)
C(2E)-C(2F)-C(2G)
C(2H)-C(2G)-C(2F)
C(2G)-C(2H)-C(21)
C(2G)-C(2H)-C(2J)
C(2)-C(2H)-C(2])
O(2B)-C(21)-O(2A)
O(2B)-C(21)-C(2H)
0(2A)-C(2D)-C(2H)
0(2D)-C(27)-0(2C)
0(2D)-C(2))-C(2H)
0(2C)-C(23)-C(2H)
C(2A)-0(2A)-C(2])

121.8(6)
119.5(7)
120.6(7)
121.0(6)
119.0(6)
118.6(5)
122.4(6)
108.5(5)
113.2(5)
112.5(5)
111.6(6)
110.9(5)
115.3(6)
117.8(5)
121.0(4)
121.2(5)
119.3(6)
120.0(6)
121.9(6)
119.2(6)
118.2(5)
117.2(5)
124.6(5)
122.6(5)
120.1(5)
119.1(5)
120.9(5)
115.5(5)
128.5(5)
116.0(5)
124.8(5)
118.6(6)
116.3(5)
123.0(4)
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Debido a la deslocalizacion extendida de los orbitales moleculares =, los grupos
fenilo y diclorofenilo de SerH," son planares (desviacion rms de atomos excepto los de
H del mejor plano de cuadrados minimos en 0.008 y 0.023 A, respectivamente). Los
planos a su vez subtienden un angulo diedro de 73,7 (1) °© entre si. Debido a la misma
razon, los anillos fusionados de CCA” son planares (desviacion rms de los atomos a un
mejor plano de cuadrados minimos de 0,0362 A). El grupo carboxilato se aparta
ligeramente del plano (un angulo de 12,9 (7) °).

Las distancias de enlace intra-moleculares y los angulos en el interior de SerH," y en
SerH, CCA estan de acuerdo con valores informados previamente para polimorfos de
hidrocloruro de sertralina y otras sales de SerH,".'*" Aunque la conformacion de
SerH," estd estrechamente relacionada con lo observado por Ravikumar vy
colaboradores'?, difiere sin embargo significativamente en comparaciéon con los otros
compuestos mencionados. Esta podria estar relacionado con la libertad de rotacion de
SerH," alrededor del enlace 6-CC que une el grupo diclorofenilo y los anillos del
naftaleno y también alrededor del enlace o-C (naftaleno)-N. Como era de esperar, las
mayores diferencias de las longitudes de enlace de SerH, en comparacién con
sertralina neutra'® muestran un alargamiento de las distancias de enlace C(naftaleno)-N
y N-CH; (de 0,021 A y 0,059 A, respectivamente) tras la protonaciéon en el grupo
amino.

Las distancias de enlace y angulos dentro del anion CCA’ estan en concordancia con
los valores reportados en otras sales de la cumarina y, difieren solamente en el dngulo
diedro subtendido por el grupo -COO™ con el plano de los anillos fusionados.'®!” Las
principales diferencias en las distancias de enlace de CCA™ cuando se compara con
cumarina neutra'® se producen debido al cambio de estructura del enlace en el grupo
carboxilico producida por su desprotonacion desde valores estrictamente de doble
enlace C=0 y simple enlace C-OH (longitudes de 1.214 y 1.330 A) en la cumarina
neutra hasta la formacion del anion con dos enlaces ¢ CO localizados, mas un enlace ©
deslocalizado en el grupo carboxilato-COO™ de CCA™ (distancias de enlace C-O de
1.219y 1.224 A).

Como se muestra en la Figura 3, la sal cristalina se estabiliza adicionalmente por
fuertes enlaces intermoleculares de H (lineales) que implican al grupo amino NH," de la
entidad SerH," como grupo donante y a los 4tomos de oxigeno del grupo carboxilato -
COO de los dos aniones CCA™ vecinos, relacionados simétricamente [distancias de

enlace N...O de 2.712 (6) y 2.759 (9) A, y el correspondiente angulo de enlace de N-
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H....O de 170° (7) y 161° (7)]. La unién N-HN....... O ocurre cerca del Gnico par de

orbitales del oxigeno].

4.3.2. Caracterizacion por espectroscopia FTIR

Como venimos realizando para los compuestos en estudio, se procede al andlisis de
sus espectros de infrarrojo. Los datos obtenidos en el estudio tedrico y experimental
realizado para el firmaco de sertralina del primer capitulo de la tesis han servido de guia
y referencia en las posteriores asignaciones. En particular en este capitulo, se procedio a
la sintesis de la sal K"CCA” con fines comparativos.

Los espectros experimentales de la sal de potasio del 4cido cumarin-3-carboxilico,
del hidrocloruro de sertralina y de la sal preparada SerH, CCA’ se muestran en la Figura
4. Las bandas relacionadas a los modos vibracionales mas representativos de las
moléculas y sus correspondientes asignaciones de los valores de las frecuencias de la
bandas se dan en la Tabla 3. Las asignaciones se realizaron teniendo en cuenta las
interpretaciones previas mencionadas de los espectros de vibracion de SerH, "CI' " y del
acido cumarin-3-carboxilico.*

Como era de esperar, el espectro FTIR del de la sal SerH,"CCA™ incluye la
contribucién de ambos espectros de los componentes de CCA”y SerH,". Las principales
bandas debido a SerH," son las que implican los modos de vibraciéon del grupo NH,,
ubicadas a 1640 cm’, 1467 cm”, 1337 cm’ y 1136 cm’'. Ademas, la banda
correspondiente al modo de estiramiento del grupo carbonilo se encuentra en la misma
posicién tanto para K'CCA’ y el la sal SerH, CCA™ indicando la falta de participacion
de este grupo en algun tipo de interaccion en la formacion del cristal. Por otra parte,
pero los modos de estiramiento simétrico y anti-simétrico tipicos de la desprotonacion
del grupo carboxilato y su posterior formacién en anidén mostraron un corrimiento hacia

menores valores de frecuencia en comparacion con la sal de potasio de al menos 30 cm”
1
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Figura 4. Espectro FTIR del hidrocloruro de sertralina (SerH, Cl), la sal de potasio del

4cido cumarin-3-carboxilico y la sal SerH, CCA".

Como se mostrd anteriormente, la conformacion de la estructura de la sal muestra
una fuerte estabilizacion estructural proveniente de enlaces intermoleculares (Ser)>
NH,"....-O0C- (CCA) que provocan un debilitamiento del orden de enlace en el grupo
COO" con la concomitante disminucion de las frecuencias de estiramiento. La
formacion de enlaces H también pueden ser observado en los espectros FTIR de
SerH, CI y la sal cristalina SerH,"CCA™ en la regiéon de 3200-2600 cm™ con la

presencia de una banda ancha y fuerte (Figura 5).
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Tabla 3. Numeros de onda seleccionadas (cm™) de FTIR de K'CCA”, SerH, CI" y

SerH, CCA".
Asignacién K'CCA SerH, CI Asignacién SerH," CCA".
tentativa tentativa
v(C=0) 1732 (f) 1732 (f)
carbonilo 1721 (h) 1702 (h)
1704 (h)
1640 (m) NH, tijeras 1640 (h)
v(C=C) + 1626 (f) 1626 (m)  v(C=C) (PhCl) 1628 (m),
v(CCH) 1608 (m),
va(COO") 1599 (mf) 1558 (m)
v(C=C) + 1569 (m) 1583 (m) v(C=C) (Ph) 1585 (m)
8(CCH) 1616 (mf) 1569 (f) 1515 (d) (PhC1),CH, 1573 (m)
tijeras
8aS(CHB)
S(CH) ciclo 1451 (m) 1467 (mf)  ®(CH,) 8(CHs;) 1473 (m)
1433 ()  w(NH,), 5(CH) 1448 (m)
ciclo
vy(COO) (f) 1390 (f) 1365 (f)
1337 (m)  p(CH;), t(NH,), 1337 (m)
J(CH) ciclo
T(CHQ)
8(CCH) + v(C-Oyo) 1158 (m) 1136 (f) 8(CCH) ip 1156 (d)
3(CCH) 1137 (m) (PhCl, Ph), 1136 (h)
1116 (m) 8(CCH) ciclo, 1125(m)
©(CH,), t(NH,) 1115(h)

En negrita: modos que implican las vibraciones NH,; mf, muy fuerte; f, fuerte; m, medio; d, débil; h,

hombro, v, estiramiento; o0, flexioén; p, balanceo; 1, torsion.
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SerH,"-CCA’
e
S -
N’
=
() -
£ |K'ccA
3]
=
=
[72]
2 |
[}
=
SerH2+-Cl'
T T T
4000 3500 3000 2500 2000

cm

Figura 5. Espectros de FTIR para hidrocloruro de sertralina (SerH, Cl), la sal de
potasio del acido cumarin 3-carboxilato, y su sal (SerH, CCA’) que muestran la

formacion de enlaces de H en la region de 4000-2000 cm™.

4.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA
4.4.1. Actividad antidepresiva.
4.4.1.1. Prueba de Natacion Forzada (PNF, o Forced swim test)

Con la finalidad de comprobar la potencial eficiencia de la sal como agente
antidepresivo, se somete el compuesto a la prueba de natacion forzada y se muestra
siempre su comparacion con el efecto del farmaco sertralina y con la sal de sodio del
acido cumarin-3-carboxilico, con la finalidad de cotejar que el efecto que demuestre la
sal preparada sea intrinseco de su naturaleza quimica y que no provenga de los ligandos
utilizados. Se utiliza la sal de sodio en vez de la de potasio para evitar eventuales
efectos cardiovasculares que la presencia de este ion pudiera ocasionar sobre las ratas

durante los ensayos.
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De acuerdo con los datos observados, el hidrocloruro de sertralina disminuye el
tiempo de inmovilidad y aumenta el de natacion, indicando asi un efecto antidepresivo.
La administracion de la sal de sodio NaCCA no tuvo ningun efecto significativo sobre
la PNF (Figura 6). Sin embargo, el tratamiento con SerH, CCA™ disminuye el tiempo de
inmovilidad y provoca un aumento en la conducta de nadar en una magnitud que supera

a los efectos individuales producidos por SerH, CI'.

A O Control
_ kE
M S ONaCCA
60 - *k
— m SerH;* CI
.. H
-k
—F
] %0 _Fk - B SerH;'CCA-
] *k
[
o 40
5 *k
£
2 30 ®
20 -
10 -
0
Inmovilidad Natacion Trepar

Figura 6. Efecto del hidrocloruro de sertralina (SerH, CI), la sal sodica del CCA
(NaCCA) vy la sal sertralina- cumarin-3 carboxilato (SerH, CCA™ ) en la prueba de
natacion forzada.

Los valores representan la media (= SEM) de las conductas de inmovilidad, la natacion
y trepar. * P <0,05, ** P <0,01, n = 6 ratas por grupo. Los datos se analizaron por

ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey para comparaciones multiples.
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4.4.1.2. Prueba de campo abierto (PCA)
Los efectos de los diferentes tratamientos sobre la actividad locomotora espontanea
en ratas son mostrados en la Figura 7. Ninguno de estos tratamientos modificd estos

niveles de actividad, lo que confirma la especificidad de los resultados en la PNF.

o

O Control

45 -
ENaCCA
40 -
m SerH,* G-

35 -
m SerH;*CCA-

30 - l
25 -

20 +

Nimero de cuadrados totales

15

10 4

Figura 7. Efecto del hidrocloruro de sertralina (SerH, CI’), la sal sédica del CCA
(NaCCA) vy su sal sertralina-cumarin-3 carboxilato (SerH, CCA’) en la prueba de
campo abierto. Los valores representan la media (+ SEM) de la cantidad de cuadrados,
n = 6 ratas por grupo. Los datos se analizaron por ANOVA de dos vias seguido de la

prueba de Tukey para comparaciones multiples.

4.5. Actividad antimicrobiana

El uso de los agentes antimicrobianos en la terapéutica de las enfermedades
infecciosas, ha constituido un acontecimiento sin precedentes, porque la curacion y
control de las infecciones permiti® modificar favorablemente el panorama de la
morbilidad y mortalidad del adulto, en el que estas afecciones ocupan el primer lugar

entre las causas de muerte. La actividad de un agente antimicrobiano frente a una
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bacteria depende primeramente de su capacidad para atravesar la pared bacteriana, paso
necesario para acceder a su punto de accion. Dicha capacidad estd en relacion con su
naturaleza fisicoquimica y con la estructura de la barrera que ha de franquear. La pared
celular de las bacterias grampositivas y gramnegativas no es idéntica; la pared de las
grampositivas es mas permeable a los antibioticos que la de las gramnegativas.

Como destacamos en la introduccion de este capitulo, existe en la literatura una gran
cantidad de trabajos que destacan el uso de las cumarinas y sus derivados como agentes
antimicrobianos considerando ademdas que existen datos para sertralina, nos parecid
entonces sumamente interesante probar experimentalmente si nuestro nuevo compuesto
SerH, CCA” seria capaz de presentar actividad antimicrobiana.

Como se mencionara en el capitulo de materiales y métodos, se emplearon cepas
derivadas de cultivos de coleccion tipo americano (American Type Culture Collections-
ATCC). Se determinaron las CIM de los compuestos frente a Bacterias (Escherichia
coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 1263, Enterococcus faecalis ATCC
29212) y Hongos (Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida albicans ATCC 10231,
Candida tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata, Candida albicans y Candida
parapsilosis de aislamiento clinico).

En las condiciones de trabajo utilizadas se obtuvieron los resultados que se muestran
en la Tabla 4.

Teniendo en cuenta que la actividad antibacteriana resulta significativa cuando los
valores de CIM son 100 pg/mL o menores, moderada en el rango de 100 a 500 ug/mL,
débil entre 500 a 1000 pug/mL inactiva para 1000 pg/mL*'
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Tabla 4. Ensayos antimicrobianos para SerH, CI', HCCA y SerH, CCA". Valores de

CIM en pg/mL.
SerH, CI HCCA SerH, CCA”

E. coli 24 >1500 94
P. aeruginosa 750 1500 750
E. faecalis 24 1500 48
S. aureus 24 1500 48
S. epidermidis 24 1500 48
C. albicans 6 >1500 24
C. albicans 12 >1500 24
ATCC 10231

C. parapsilosis 12 >1500 24
C. parapsilosis 6 >1500 24
ATCC 22019

C. krusei 3 >1500 12
C. glabrata 3 >1500 12
C. tropicalis 6 >1500 24

Lo primero que nos llama la atencién es la evidencia experimental que el acido
cumarin 3-carboxilico (HCCA) no presenta actividad antimicrobiana como se podria
haber esperado en funcion de este tipo de actividades mencionadas para las cumarinas
en general. Por el contrario tanto SerH, CI" como la sal SerH, CCA” presentan actividad
antimicrobiana frente a todas las cepas ensayadas. Sin embargo, a diferencia de lo que
ocurre cuando se determina la actividad antidepresiva, la presencia del anion CCA” en la
sal no contribuye a la mejora del efecto que el hidrocloruro de sertralina presenta en
forma individual. Aunque los valores obtenidos son muy buenos en ambos casos, los
valores de la sal resultaron ser comparables en algunos casos con los del complejo
(SerH»),[ZnCl4] y algo mayores en otros.

Como ya fue mencionado en el capitulo II, los resultados obtenidos para sertralina

refieren a un efecto antimicrobiano para un grupo amplio de microorganismos,
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principalmente con un mayor efecto frente a los Gram positivos™ y cepas de
Candidas.”

Por otro lado la falta de efecto antimicrobiano del acido cumarin 3-carboxilico
encontrada en este estudio también ha sido publicada. Sin embargo, esta actividad se
increment cuando el anién forma complejos de coordinacion en especial con Ag(I)**
como fue reportado en la introduccion de este trabajo.

En consecuencia es probable esperar que la nueva sal formada no produzca efectos
en la mejora de la capacidad antimicrobiana del fairmaco sertralina. Sin embargo, esta
actividad se mantiene igual o levemente inferior por formacion de la sal.

Asimismo, en términos generales se observa que ambos compuestos resultan tener
un mayor efecto antimicrobiano frente a las bacterias Gram(+) que las Gram(-) (que
generalmente son mas resistentes por presentar una doble membrana y ofrecer mayor

resistencia a las drogas y antibioticos).

4.6. Interaccion con Albumina Sérica Bovina (ASB).

Los estudios concernientes a la interaccion y su potencial transporte por la albumina
sérica fueron realizados también para el 4cido cumarin 3-carboxilico como para su sal
de sertralonio (SerH, CCA") preparada en esta tesis. Como habiamos mencionado en el
capitulo anterior, resulta necesario realizar las determinaciones a 37 °C (310K) y en un
tiempo promedio de 8 h para asegurar la formacion de complejos con la albumina en
base a los estudios farmacocinéticas perpetrados para sertralina. Las determinaciones
fueron realizadas también luego de 2 h de interaccion con fines comparativos. El rango
de concentraciones utilizadas fue de 2-100 uM debido a que a mayores concentraciones
se producen otros tipos de efectos que estan fuera del alcance de la discusion.

Para el andlisis de la interaccion se utilizo la ecuacion de Stern Volmer (1) y también
la expresion que nos permite calcular la constante de union aparente y en nimero de

sitios de union (2) que vienen dadas por las siguientes expresiones:

FUF =1+ Ky [Q] (1)
log [(F*-F)/F] =1log K, + nlog [Q] (2)

donde Ky, es la constante de Stern Volmer, Ky, es la constante de unidon aparente, y n es

el nimero de los sitios de union.
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En la Figura 8 se muestran las graficas realizadas para HCCA y SerH, CCA en base a
la desactivacion de la fluorescencia de la albumina para cada uno de ellos en el rango de

concentracion medido.
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Figura 8. Representacion para los sistemas HCCA-ASB y SerH, CCA ASB de la
ecuacion de Stern Volmer (1) (parte superior) y de la ecuacion (2) (parte inferior). T=37

°C, tiempo= 8 h.

Como se mencionara, generalmente las K, obtenidas de quenching estético son
mayores que las del colisional. Entonces, comparando la Ky, obtenida con un valor
estimado de K, usando una K, (constante cinética de reaccion) controlada por difusion
se puede tener una idea primaria del tipo de quenching.

Como se menciono en el capitulo II, la constante de velocidad de quenching K, se
determind mediante la ecuacion K, = Ky /1o (to= 10" s, para ASB) y se consideré que si

"5, el mecanismo de interaccion resulta por

se obtiene un valor mayor a 2 x 10" M"
f ., . . . .. 25
ormacion de complejo y en caso contrario es un quenching colisional.

De las representaciones presentadas surgen los datos que se presentan en la

siguiente tabla 5:
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Tabla 5. Constantes de quenching Stern Volmer, constantes biomoleculares de
quenching (Ky) y constantes de union aparente Ky, y sitios de unién “n” los sistemas
HCCA-ASB y SerH, CCA-ASB a 310 K y pH=7,4 con fines comparativos se agrega el

efecto del hidrocloruro de setralina.

EE3

Sistema Ko (M) £ DS K, M'sT) K,(M") £+ DS n + DS. R’

2 h de incubacion

HCCA-ASB 523x10°+0,06 5,23x10%+0,06 295x10°+0,18 1,46+0,03 0,998

SerH, CCA-ASB  4,79x 10*+0,04 4,79x102+0,04 229x10*+020 0,91+0,05 0,997

SerH, CI-ASB 6,48x10°+ 0,10 6,48x 10"'+0,10 173,84+ 1,23 0,57+0,01 0,978

& h de incubacion

HCCA-ASB 453x10°+0,10 4,53x10%+0,10 3,80x10"+0,21 1,73 +0,03 0,999

SerH, CCA-ASB  4,05x 10*+0,08 4,05x102+0,08 1,09x10*+0,17 0,85+0,05 0,998

SerH, CI-ASB 2,03x10°+ 0,02 2,03x10""+0,02 427x10°+£0,07  1,08£0,03 0,992

*Kg: valores calculados con la finalidad de descartar el proceso de “quenching dindmico”

2 . ., < ey ,
**R”, coeficiente de correlacion de los valores de las constantes. DS: desviacion estandar.

De las representaciones de las curvas de Stern Volmer que indican una correlacion
lineal para concentraciones inferiores a 100 uM se infiere que habria un evidente
caracter de quenching estatico en ese rango de concentraciones.

Si comparamos entonces las constantes de quenching de colision calculadas con la
K, de diversos inactivadores, puede observarse que las constantes de velocidad de
quenching de la albimina iniciados por HCCA y SerH, CCA™- son mayores que el K,
para el mecanismo de dispersion o colisional. Esto implica que en ambos casos el
quenching se origina en la formacion de un complejo entre el compuesto y la albimina.

Como fue mencionado anteriormente, la naturaleza de estas interacciones puede ser
de tipo electrostatico, por puente de hidrogeno, puente salino o de tipo van der Waals; el
proceso, que generalmente es reversible, tiene unas constantes de asociacion que oscilan

entre 10* y 10° M™'.%° Por tanto, si analizamos los valores obtenidos para las constantes
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de “binding” de los compuestos en estudio puede visualizarse que ambos presentas
valores que implican que pueden se transportados de manera reversible por albumina.

Sobre la base de lo mencionado para sertralina, si analizamos las diferencias
obtenidas en los valores de las constantes entre las dos y ocho horas de incubacion para
ambos compuestos, solo para el dcido cumarin 3-carboxilico se nota una mejora en la
interaccién con el aumento en un orden de magnitud del valor de la constante. No
ocurre lo mismo para SerH, -CCA™ donde el aumento del tiempo de incubacién no
produce una mejora sustancial desde el punto de vista del valor de la constante obtenida.

Esto se ve también reflejado en los valores encontrados para los sitios de union
donde podria considerarse que el tiempo de interaccidon mejora la posibilidad del acido
en unirse por otro sitio especifico a la proteina mientras que no se producen cambios
para la sal de SerH, -CCA".

Sin embargo, en términos generales el reemplazo del anién cloruro en el
hidrocloruro de sertralina por el cumarin-3-carboxilato, mejora sustancialmente la
capacidad de union a la albimina de la sertralina (ver capitulo IT) como puede verse en
la Tabla 5. Es decir, que pudimos comprobar que la formacion de sales del cation
sertralonio con aniones derivados de 4acidos carboxilicos no so6lo puede mejorar
solubilidades y estabilidades del farmaco,”" sino también puede producir mejoras en el

transporte del fArmaco en los sistemas bioldgicos.

4.7. CONCLUSIONES

Como se habia mencionado inicialmente, con la finalidad de aumentar ain mas la
bioactividad demostrada por la sertralina farmacéutica, se prepard su sal con un
compuesto biolégicamente activo, denominado acido coumarin-3 carboxilico.

Los métodos de difraccion rayos X y de espectroscopia de FTIR permitieron la
determinacién de la estructura de SerH, CCA” y mostraron como la presencia de fuertes
enlaces de H entre el grupo amino proveniente de la entidad SerH," y el grupo
carboxilato (anion CCA") son capaces de producir un efecto de fuerte estabilizacion en
el enrejado del cristal.

La determinacion de la actividad antidepresiva, permitié mostrar como los efectos
conductuales producidos en la prueba de natacion forzada en ratas Wistar macho
confirma que la nueva sal posee propiedades antidepresivas superiores a las de la

sertralina per se. Asimismo se determind que a pesar que el dcido cumarin-3-carboxilico
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no presenta de forma aislada ningtn efecto, su presencia en la formacién de la sal
probablemente derivado de la fuerte interaccion con la sertralina, la cual aparentemente
permanece y prevalece ain en solucién, presenta un marcado efecto sinérgico de
potenciacion de la actividad dando lugar a una alta probabilidad de que la nueva sal
pueda ser evaluada como un nuevo farmaco antidepresivo. Adicionalmente, la
determinacion del efecto antimicrobiano indica que los compuestos ensayados poseen
una relevante actividad debido a las concentraciones que se necesitan para inhibir el
crecimiento de los microorganismos.

Los analisis de los datos de fluorescencia realizados sobre HCCA y SerH, -CCA”
dan cuenta de valores de constantes de union (Kp) del orden de 10%-10° M los cuales
hacen referencia a una union del tipo reversible e indican ademas la presencia de un
sitio especifico de union a las dos horas de interaccion. El tiempo de interaccion de 8
horas mejora la complejacion del 4cido cumarin 3-carboxilico aumentando el valor de la
constante y del sitio de unidon pero no se produce el mismo efecto sobre la sal. Por lo
tanto, se puede suponer que ambos compuestos pueden ser estables en sistemas

biologicos y pueden ser transportados por la albumina.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo de tesis doctoral nos propusimos por un lado realizar la modificacion
estructural del reconocido farmaco antidepresivo hidrocluro de sertralina con la
finalidad de analizar si los cambios producidos provocarian una mejora en la actividad
farmacologica del mismo

Las estrategias recorridas fueron por un lado la incorporacion estructural del
Zn(Il) a través de un anidén complejo y posterior formacion de una sal asi como la
modificacion estructural por incorporacion de iodo o formacion de sal. En ese sentido se
trabajo en primer lugar con el producto iodo-sertralina (I-SerH,'T) donde ademas de
manera comparativa se completaron estudios para SerH, CI” pudiéndose estudiar sus
propiedades geométricas, electronicas y vibracionales mediante la Teoria del Funcional
de la Densidad (DFT). Se menciondé que uno de los logros de estos estudios ha
consistido en la evaluacion de los modos de estiramiento de C-X (X=halégeno) y de los
modos vibracionales simétricos y asimétricos N-H correspondientes al grupo NH," en
ambos compuestos mostrando en todos los datos obtenidos una mejor concordancia con
los espectros experimentales de FTIR.

No obstante, este compuesto, que se pensaba podria también manifestar
actividad antidepresiva demostr6 por el contrario tener efecto toxico.
Desafortunadamente, dadas las condiciones de toxicidad no se pudieron realizar algunos
de los otros testeos de actividades propuestas en este trabajo. Sin embargo, pudimos
demostrar in vitro el uso de hidrocloruro de sertralina como agente antihipertiroideo
presentando un efecto al menos en el mismo orden de magnitud que el efecto
determinado para otros agentes antidepresivos y se continué a lo largo de este trabajo de
tesis doctoral realizando para la misma otros tipos de pruebas y ensayos.

Otra de las propuestas mencionadas que pudimos desarrollar con éxito fue la
formacion de cristales de la sal de hidrocloruro de sertralina con el 4cido cumarin-3-
carboxilico. Los métodos de difraccion rayos X y de espectroscopia de FTIR
permitieron realizar la determinacién estructural de SerH, CCA™ asi como la
observacion de la fuerte estabilizacion estructural producida por la presencia enlaces de
H entre el grupo amino proveniente de la entidad SerH," y el grupo carboxilato. Esta
nueva sal que se pudo caracterizar de forma completa, muestra efectos antidepresivos

superiores a las de la sertralina per se, aunque el 4cido cumarin-3-carboxilico no lo
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presenta de forma aislada pero resulta evidente su marcado efecto sinérgico a través de
la potenciacion de la actividad antidepresiva. Por lo demostrado, existiria una alta
probabilidad de que la nueva sal pueda ser evaluada como un nuevo firmaco
antidepresivo. Todos los compuestos utilizados fueron ensayados como agentes
antimicrobianos, demostrandose que poseen una relevante actividad debido a las
concentraciones que se necesitan para inhibir el crecimiento de los microorganismos.

Las estrategias de sintesis recorridas nos permitieron llegar a la sintesis de
nuestro compuesto mas sobresaliente en este trabajo de tesis doctoral: (SerH,),[ZnCly4]
el cual pudo ser caracterizado por difraccion de rayos X, desde el punto de vista
espectroscopico (FTIR y Raman), asi como estudios térmicos que completaron su
andlisis. La caracteristica sobresaliente estd determinada por la sintesis de un Unico
compuesto, denominado quimicamente “complejo de coordinacion” en forma de sal
cristalina que presenta en su composicion el complejo de coordinacion de la especie
metalica Zn(Il), (cuya deficiencia ha sido establecida in vivo para pacientes con
sintomas depresivos y de reconocido efecto antidepresivo) y el contracation
hidrocloruro de sertralina, (reconocido inhibidor selectivo de la recaptacion de
serotonina). El compuesto ha sido sujeto a los ensayos in vivo considerandose al
momento un prototipo funcional de farmaco antidepresivo de mayor efectividad que el
farmaco habitual hidrocloruro de sertralina por lo que se encuentra sometido la
tramitacion de la patente del mismo.

Finalmente, se estudiaron los compuestos, S-metil-L-cisteina y [Zn(S-Met),] con
el interés de explotar nuevas potenciales actividades farmacoldgicas tomando como
principal objetivo el estudio de la actividad antidepresiva. Los estudios realizados
permitieron demostrar que la S-metil-L-cisteina no tuvo efecto significativo en la FST
mientras que el tratamiento de las ratas con [Zn(S-Met),] disminuy6 su inmovilidad y el
aumento de su comportamiento de natacion siendo estos efectos mas eficaces y notables
que los observados cuando se administra ZnCl,. Estos resultados nos permiten
confirmar la generacion de un efecto sinérgico como resultado de la coordinacion del
Zn(IT) con S-metil-L-cisteina. También se determinaron los efectos inhibitorios sobre la
actividad AcP encontrdndose que el complejo se comportdé como un buen agente
inhibidor siendo el primer ejemplo de un complejo de Zn(Il) para los que se haya
realizado este ensayo. Otra cuestion de interés fue determinar la actividad antioxidante

de S-metil-L-cisteina ensayandose las actividades anti hidroxilo y peroxilo en los que

138



Capitulo V: Conclusiones Generales

tanto S-metil-L-cisteina y [Zn(S-Met),] actuaron como buenos supresores del radical
hidroxilo siendo el complejo mas eficaz en todo el rango de concentracidon pero mas
notablemente en una concentracion de 10 puM. Estos resultados sugieren que el nuevo
compuesto se comportaria como un farmaco prometedor accionando como

antidepresivo, antioxidante y con capacidad de actuar como inhibidor de la enzima AcP.

Cabe mencionar entonces que ha sido posible cumplir con los objetivos planteados de
manera prioritaria en la busqueda de nuevos modelos de compuestos con efectos
antidepresivos asi como en el ensayo y estudio de nuevas actividades bioldgicas tanto
para los farmacos modificados de hidrocloruro de sertralina como para S-metil-L-

cisteina.
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CAPITULO VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Caracterizacion fisicoquimica

6. 1.1 Analisis Elemental

Para el andlisis elemental de C, H, N, O y S se usé un analizador Carlo Erba EA
1108, que pertenece al Instituto de Quimica Fisica de los Materiales, Medio Ambiente y

Energia, INQUIMAE.

6.1.2 Analisis Termogravimétricos (TGA) y Analisis Térmico Diferencial (DTA)

El comportamiento térmico, ha sido estudiado mediante termogravimetria (TGA) y
calorimetria diferencial de barrido (DSC).

El andlisis termogravimétrico se realizO mediante el empleo de un sistema
termoanalitico y DSC Shimadzu (Kyoto, Japon) modelos TG-50 y DSC-50
respectivamente. Se trabajé en atmodsfera de N, con un flujo de 50 ml/min y una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La cantidad de muestra utilizada fue 5-15 mg.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa TASYS.
6.1.3 Espectros Infrarrojo (FTIR)

Los espectros infrarrojo de las distintas muestras solidas fueron medidos en un
espectrofotometro FTIR Bruker (Alemania) IFS 66 desde 4000 a 400 cm™ bajo la forma

de pastillas de KBr. La resolucion espectral fue de + 4 cm™ y el nimero de barridos

igual a 64. Los datos obtenidos fueron analizados con el programa OPUS 3.1.
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6.1.3.1. Métodos computacionales

La utilizacion de métodos que tienen en cuenta los efectos relativistas da como
resultado una mejor asignacion general, en especial para aquellos modos que involucran
la presencia de halogenos.

El espacio conformacional de las moléculas fue investigado empleando
simulaciones de dinamica molecular en el ensamble NVT utilizando el método
semiempirico AM1 como campos de fuerza del cual se obtuvo un conjunto de veinte
conformaciones para cada caso que fueron optimizadas con el método AMI',
implementado con el programa MOPAC.> Las moléculas se calentaron primero de 0 a
600 K en 0,1 ps. El sistema de temperatura se mantuvo constante mediante el
acoplamiento del sistema a un termostato Berendsen® con un tiempo de relajacion de 0,5
ps. Después de un periodo de equilibrio de 20 ps, se llevd a cabo una simulacion de
mayor tiempo de duracion (500 ps) guardando las coordenadas moleculares cada 25 ps.
El paso del tiempo para las simulaciones fue de 0,5 fs.

Al finalizar la simulacidn resultaron una serie de geometrias que fueron optimizadas
con el método AM1.

Las geometrias de los 20 isdmeros conformacionales o conformeros obtenidos de
acuerdo con la metodologia anterior fueron luego reoptimizadas mas aun, mediante el
uso de herramientas de la Teoria del Funcional de la Densidad.* Las geometrias
obtenidas por el procedimiento anterior fueron posteriormente reoptimizadas usando el
funcional hibrido meta-GGA de intercambio y correlacion M06-2X.’

El conjunto de bases 6-311G(d,p)° se utilizo para todos los 4tomos.

La integracion numérica de intercambio-correlacion funcional se realizd en una
cuadricula que contiene 96 puntos radiales y 590 puntos angulares alrededor de cada
atomo. Esa rejilla proporciona gradientes nucleares que son precisos a unas 0,00001
unidades atomicas. La matriz de segundas derivadas de la energia con respecto a las
coordenadas nucleares se calcul6 en el mismo nivel de la teoria.

Luego, la matriz de Hesse fue diagonalizada y sus valores propios se utilizaron para
verificar si las geometrias optimizadas fueron minimos locales o puntos de silla sobre la

superficie de energia potencial de las moléculas.
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Todos los conformeros, por encima de los conférmeros de minima energia de hasta
-1 . . , . . . ,
2 kcal mol™, fueron incluidos en el célculo de las propiedades indicadas a través de una

media estadistica de Maxwell-Boltzmann de 298,15 K segln la siguiente férmula:

<A>=X A4, exp(-E/RT) / Z exp(-E{/RT)

En donde E; es la energia relativa del conférmero i y A; es la propiedad dada. El
umbral arbitrario de 2 kcal mol™ asegura que sélo fueron considerados los conformeros
que contribuyen aproximadamente con mas de 3% a cada propiedad.

Todas las figuras fueron producidas con la ayuda del programa Gabedit.’

6.1.4. Espectros Raman

Los espectros Raman fueron medidos mediante un equipo Raman Horiba Jobin
Yvon T64000 con microscopio confocal Olympus BX41 en una muestra policristalina
empleando la linea de 514,5 nm del laser de Ar, una potencia de 400 mW con un tiempo

de adquisicion de 10 s y 10 acumulaciones, y en el rango de 4000 a 400 cm’.

6.1.5. Espectros Electronicos (UV-vis)

Las medidas espectrales se realizaron utilizando un espectrofotometro UV-vis de
simple haz Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, Estados Unidos) 8453 con arreglo de
diodos, para adquirir los espectros se utiliz un software desarrollado por la Universidad
de Cornell.

También se utilizd, principalmente para medidas a longitud de onda fija, el
espectrofotometro UV-vis de doble haz Shimadzu UV-300, con monocromador. Para

ambos equipos se utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico.

142



Capitulo VI: Materiales y Métodos

6.2. Difraccion de rayos X

6.2.1. Determinacion de la estructura cristalina de SerH, CCA".

Las medidas fueron realizadas mediante un difractometro Oxford Xcalibur Gemini,
Eos CCD empleando radiacion CuKo (A =1.54184 A) reflejada en un monocromador de
grafito.

Las intensidades de difraccion de rayos-X fueron colectadas (barridos en ® con
angulos O y k dados), integradas y colocadas en una misma escala mediante el paquete
de programas CrysAlisPro.® Los parametros de celda unidad fueron obtenidos a partir de
un refinamiento por cuadrados minimos (basado en las posiciones angulares de todas las
reflexiones colectadas con intensidades mayores que siete veces la desviacion estandar
de los errores de medicion) mediante CrysAlisPro. Los datos fueron corregidos
empiricamente por efectos de absorcion empleando el método de multiple-barrido
implementado en CrysAlisPro. La estructura fue resuelta por métodos directos con
SHELXS-97 del paquete de programas SHELX y el modelo molecular inicial
desarrollado mediante ciclos alternados de métodos de Fourier y refinamiento por
cuadrados minimos de matriz completa con SHELXL-97 del mismo paquete de
programas.’

La mayoria de los atomos de hidrégeno se localizaron en un mapa de Fourier. Sin
embargo, todos menos los 4&tomos de hidrégeno del grupo amino se colocaron en una
base estereoquimica y fueron refinados utilizando el modelo de cabalgata (“riding
model”)."" Las posiciones de los hidrogenos del grupo metilo se refinaron
considerandolos un grupo rigido que se deja girar durante el refinamiento alrededor de
las uniones N-C como para maximizar la densidad electronica residual en las posiciones
calculadas. Como consecuencia, el grupo -CH; convergi® a una conformacion
escalonada.

Los 4tomos de hidrogeno del grupo amino se refinaron teniendo en cuenta las
posiciones encontradas con pardmetros de desplazamiento isotrdpicos y las distancias de
enlace NH restringidas a un valor de 0,86(1) A.

Los datos estructurales cristalograficos fueron depositados en el Centro de Datos
cristalografica de Cambridge (CCDC). Cualquier solicitud a la CCDC para este material

debe citar a la cita la literatura completa y el nlimero de referencia CCDC (991.981).
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6.2.2. Determinacion de la estructura cristalina de (SerH,)>(ZnCl)

6.2.2.1. Para el monocristal de (SerH,)(ZnCl)

Las medidas fueron realizadas mediante un difractometro Oxford Xcalibur Gemini,
Eos CCD empleando radiacion MoKo (A=0.71073 A) reflejada en un monocromador de
grafito. Las intensidades de difraccion de rayos-X fueron colectada (barridos en ® con
angulos 3 y k dados), integradas y colocadas en una misma escala mediante el paquete
de programas CrysAlisPro.® Los parametros de celda unidad fueron obtenidos a partir de
un refinamiento por cuadrados minimos (basado en las posiciones angulares de todas las
reflexiones colectadas con intensidades mayores que siete veces la desviacion estandar
de los errores de medicion) mediante CrysAlisPro. Los datos fueron corregidos
empiricamente por efectos de absorcion empleando el método de multiple-barrido
implementado en CrysAlisPro. La estructura fue resuelta por métodos directos con
SHELXS-97 del paquete de programas SHELX'' y el modelo molecular inicial
desarrollado mediante ciclos alternados de métodos de Fourier y refinamiento por
cuadrados minimos de matriz completa con SHELXL-97 del mismo paquete de
programas. En esta etapa se observo que el grupo diclorofenilo (Ph=fenil; PhCl,) de una
de las moléculas de sertralinaH (SerH,") mostraba desorden rotacional alrededor del
enlace C-PhCl,. Este desorden pudo modelarse adecuadamente en términos de dos
conformaciones rotadas 180° entre si alrededor del enlace y refinada con parametros de
desplazamiento aniso-tropicos de manera que sus ocupaciones sumaran uno.

Los atomos de hidrégeno fueron posicionados sobre bases estero-quimicas y
mantenidos durante el refinamiento rigidamente vinculados a los 4tomos de carbono
correspondientes con parametros de desplazamiento isotropicos igual a 1,2 veces el del
carbono al cual estan enlazados, excepto los hidrogenos metilicos en que este factor es
1,5. La posicion de los atomos de H metilicos fue optimizada tratdndolos como un
grupo rigido que durante el refinamiento se permite rotar alrededor del enlace N-C
correspondiente de tal manera de maximizar la suma de las densidades electronicas

residuales en las posiciones calculadas.
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6.2.2.2. Datos de difraccion de rayos-X en polvos

Datos de difraccion de rayos-X en poli-cristales de (SerH,)»(ZnCls) en condiciones
ambientales se obtuvieron mediante un difractdometro PANalytical X'Pert PRO,
empleando radiacion caracteristica CuKa (A = 1.5406 A) de un tubo de vacio operado a
40 kV y 40 mA. Las medidas se realizaron recurriendo a la geometria 0-0 de Bragg-
Brentano, un contador de centelleo y un monocromador de grafito en el haz de salida. El
patron de difraccion fue colectado en el rango 2° < 26 < 60°, con pasos de 0.02° de

ancho y un tiempo de conteo de 1s por paso.

6.3. Estudios en Solucion

Para evaluar la estabilidad de los complejos en solucion se registrd la variacion del
maximo de absorbancia del espectro UV-vis en el tiempo. Los complejos se disolvieron
en sus respectivos solventes y se mantuvieron a 25 °C durante al menos 3 h, tiempo que

dur6 cada medida.

6.4. Medida de la capacidad antioxidante

6.4.1. Actividad secuestrante del radical OHe

El radical OH" fue generado por el sistema ascorbato/Fe/H,0,. La mezcla de
reaccion contiene 3,75 mM de 2-desoxirribosa, 1 mM de H,O,, 100 uM de FeCl; y 100
uM de EDTA mas los compuestos de interés en buffer KH,PO4-KOH (20 mM, pH 7,4).
La reaccion comienza por el agregado de 100 pL de acido ascérbico (100 uM) a la
mezcla incubando los tubos a 37 °C durante 30 min. Finalmente la degradacion de la
desoxirribosa por los radicales OH" se mide por el método del acido tiobarbittrico
(ATB): la reaccion del producto formado con el ATB en caliente y bajo condiciones
acidas (en presencia de acido tricloroacético (TCA) da como resultado la formacion de

r 12
un cromégeno color rosa (532 nm).
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6.4.2. Ensayo de la actividad anti radical DDPHe

A una solucion metandlica de DPPH (4 ml, 40 ppm) se le agrega 1 ml de las
soluciones de ligandos, compuestos o metales diluidos en buffer Tris-HC1 0,1M (pH
7,1). Luego de incubar 1 hora en oscuridad se mide la absorbancia de las distintas
muestras a 517 nm y se las compara con un control al que se le asigna un valor
arbitrario de 100%, que fue preparado con el radical y el buffer.” Con fines
comparativos, se utilizd6 acido ascorbico como antioxidante de referencia, el cual
provoca una decoloracion inmediata del color violeta inicial, lo que indica su fuerte

actividad anti radical DPPHe.

7. Fluorescencia. Interaccion con albumina sérica.

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo con un espectrofotometro de
luminiscencia Perkin Elmer LS-50B (Beaconsfield, Inglaterra) equipado con una
lampara de xendén pulsada (altura media del pico <10us, 60 Hz), un tubo
fotomultiplicador R928 y una computadora con software FL Winlab. Ambas rendijas de
excitacion y emision se establecieron a 5 nm a lo largo de este estudio. La intensidad de
la fluorescencia de las soluciones de albimina sérica bovina (ASB) de concentracion
base 6 uM se valor6 por las sucesivas adiciones de solucion de los ligandos, las sales de
los metales utilizados y los respectivos compuestos preparados utilizando una Acxcitacion =
280 NM Y Aemision = 348 nm a 25°C.

La albumina sérica bovina se disolvid en el buffer TRIS-HCI (0,1M, pH=7,4). La
concentracion de la solucion de ASB se estabilizé en 6 pM y las concentraciones de las
soluciones de los ligandos y de los compuestos variaron desde 0 a 500 pM. Las
soluciones de cada compuesto fueron agregadas gota a gota a la solucion de ASB. Para
cada muestra y concentracion, la medicion se realiz6 por triplicado. Las medidas de
fluorescencia se llevaron a cabo con un espectrofotometro de luminiscencia Perkin
Elmer LS-50B (Beaconsfield, Inglaterra) equipado con una lampara de xenén pulsada
(altura media del pico <10us, 60 Hz).

Los datos obtenidos fueron evaluacion de acuerdo a las ecuaciones de referencias
para los mismos indicados en cada capitulo de interaccion de ligandos y compuestos de

coordinacion con albumina sérica bovina.
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8. Actividad Biologica

8.1. Determinacion in vitro de la inhibicién de la Fosfatasa Acida (AcP).

El ensayo para la prueba de inhibicion de la fosfatasa acida se realiz6 de acuerdo a
los procedimientos descriptos por Blum Schwedt.'*

El buffer de acetato se prepar6 disolviendo un volumen de 5,72 mL de acido acético
concentrado en agua destilada (volumen final de 250 mL) ajustando el pH a 5,60 con
0,5 M NaOH. La solucién madre de la enzima se realizé mezclando 12,5 mg del polvo
de la fosfatasa acida 0,25 U/mL en 2,0 mL del buffer acetato. Para su uso, 100 pL de la
solucion madre se diluyo con 1,9 mL de tampdn de acetato. Para la solucion de sustrato
de 0,170 g de para-nitro-fenilfosfato (p-NPP) se disolvieron en 2,5 mL de agua
destilada.

Las soluciones de compuestos se prepararon por dilucion de las soluciones madre
preparadas en DMSO con buffer acetato. Un volumen de 0,50 mL de solucion de
complejo se mezcldo con 0,10 mL de la solucion de enzima y 1,00 mL de buffer. La
mezcla se mantuvo a 25 °C durante 20 min (tiempo de incubacion). Después de iniciar
la reaccion mediante la adicion de 0,10 mL de la solucion de sustrato, el tubo se
mantuvo a 25°C durante 20 min. La reaccion se detuvo con la adicion de 0,50 mL de
una solucidon de hidréxido de sodio 0,5 M. La concentracion final de DMSO dio lugar a
1,14%. La actividad enzimatica se calcula finalmente mediante la medicion de la
absorbancia del p-nitrofenol a 405 nm contra un blanco preparado sin la enzima.

Se midieron tres repeticiones independientes de cada punto. E1 100% de la actividad
de la enzima se asigna a una medicion basal que contiene todos los medios de reaccion
que incluyen el mismo volumen de DMSO en todos los experimentos. Cabe mencionar

que la presencia de DMSO no afecta a la actividad de la enzima.
8.2. Determinacion de la Actividad Antimicrobiana
La actividad antimicrobiana (antibacteriana y antifiingica) se realizd mediante el

método de dilucion en agar. Se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas

(CIM) de los compuestos ensayados sobre diferentes cepas bacterianas y fungicas de
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relevancia clinica. La CIM se define como la menor dilucidén del complejo que inhibe el

crecimiento visible del organismo testeado.

8.2.1. Cepas de bacterias y hongos

Se emplearon cepas derivadas de cultivos de coleccion tipo americano (American
Type Culture Collections-ATCC). Se determinaron las CIM de los compuestos frente a
Bacterias (Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 1263,
Enterococcus faecalis ATCC 29212) y Hongos (Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida albicans ATCC 10231, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata,
Candida albicans y Candida parapsilosis de aislamiento clinico).

Tanto las cepas de bacterias como las de hongos fueron cultivadas y ensayadas en
un medio de cultivo universal (caldo Mueller Hinton (MH) y Mueller Hinton agarizado)
de Brithania'”. Las cepas fueron conservadas en placas con MH agarizado en heladera y
subcultivadas mensualmente. Ademés se almacenaron dichas cepas en crioviales
mantenidos a temperatura de freezer (BHI Britania con 30% de glicerol v/v a -20°C). Se
tomaron todos los recaudos para preservar la esterilidad evitando contaminacion de los
cultivos y se respetaron las normas de bioseguridad que atafien a la practica
microbiologica. Se realizaron controles periddicos de tipificacion y caracterizacion de la
sensibilidad de las cepas para asegurar que durante los subcultivos no hayan sufrido
contaminaciones o variaciones en su sensibilidad frente a un antimicrobiano de

referencia.

8.2.2. Preparacion del inoculo

El in6culo de las bacterias y hongos para realizar los ensayos microbiolégicos se
prepar6d a partir de cultivos de 18 horas de crecimiento. Se ajustd la turbidez de la
suspension de los microorganismos por comparacion visual con un estandar de turbidez
0,5 de la escala de McFarland. Dicho estandar se corresponde con aproximadamente 10°
unidades formadoras de colonia por mililitro de medio de cultivo. Para el método de
dilucion en agar, el indculo bacteriano ajustado anteriormente se diluye diez veces antes

de inocular las placas con el agente en estudio disuelto en el medio MH agarizado
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(previamente solidificado), mientras que el indculo de los hongos se ensaya sin dilucion

. 16,1
previa.'®"

8.2.3. Preparacion de soluciones

Para incorporar el compuesto ensayado en el medio de cultivo se prepararon
soluciones empleando como solvente agua/DMSO (1:1). Se utilizaron diluciones dobles
seriadas en un rango de concentraciones 1,5 ug/mL-1.500 ug/mL (concentracion limite).
La esterilizacion de las soluciones madre y diluciones dobles seriadas se realizan
mediante filtros de membrana de 0,22 pm (MC-NYL-02S de MICROCLAR) en cabina
de flujo laminar (Cabina de Bioseguridad-General Filter) y se recoge el filtrado en tubos

eppendorf estériles.

8.2.4. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) por el método

de dilucion en agar

Se determindé la CIM para cada compuesto frente a las bacterias y hongos
seleccionados. Luego de la preparacion de las diluciones dobles seriadas, se colocaron
0,5 mL de cada una de ellas en un tubo conteniendo 4,5 mL de agar MH estéril
previamente fundido y mantenido a una temperatura de 50°C, se agitaron las mismas
con la ayuda de un vortex, se vertieron en placas de Petri estériles (se esterilizan a 180
°C durante 2 horas en estufa de secado y esterilizacion) de 45 milimetros de diametro y
se dejo solidificar el medio. El rango de concentracion final en placa fue de 1,46 a 1.500
pg/mL. Una placa de Petri con medio de cultivo y DMSO en la misma concentracion
que la requerida para la disolucidon del complejo se utiliza como control de crecimiento
de los microorganismos, y al mismo tiempo, como control de esterilidad del medio y del
solvente. Luego de que el medio solidifico, la superficie del mismo fue inoculada con 2
pL del in6culo de cada microorganismo. Toda manipulacion que requiera ambiente
estéril se realizo en la Cabina de Bioseguridad. Las placas inoculadas se incubaron en
ambiente aerobio a 37 °C (estufa de cultivo-San Jor) durante 24 o 48 horas. Luego de
una incubacion de 24 horas para las bacterias y 48 para los hongos, se compara el

crecimiento en las placas de ensayo con la placa control. La CIM se interpreté como la
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concentracidon mas baja del compuesto ensayado que inhibi6 el crecimiento visible del

microorganismo. Cada CIM se determind por triplicado.'®

9. Actividad Antitiroidea

El iodo fue bisublimado y se mantuvo en la oscuridad en un desecador que contiene
P,Os. El solvente utilizado fue dicloroetano (C,H4CL) y las soluciones de iodo y
SerH, "Cl se prepararon siempre antes del comienzo del experimento. La concentracion
de iodo se mantuvo constante (4 x 10 M), aunque la concentracién de los compuestos
se vari6 entre 1x10™ molL" hasta 1x10° molL'. La reaccion se llevd a cabo
directamente en la celda espectrofotométrica mediante la mezcla de 1,5 mL de cada uno
de compuesto (donante) e iodo (aceptor). La temperatura de las soluciones se mantuvo a
25% + 1°C durante las mediciones. Los espectros se registraron inmediatamente en el
espectrofotometro. Se midieron tres repeticiones independientes de cada solucion. Para
la determinacion de la constante de formacion (Kc) y el coeficiente de extincidon molar
se utilizo el método de Lang."” Este método ha sido utilizado para determinar las
constantes de formacion de complejos de transferencia de carga en relaciones

estequiométricas 1:1 en la longitud de onda bajo analisis usando la ecuacion (1).

[Ao][Dol/de = ([Ao]+[Do]- de/ee Ve + 1/(Kege) (1)

En la que d. es la absorbancia, & es el coeficiente de extincion molar y K. es la
constante de formacion del complejo de transferencia de carga. Los pardmetros se
ajustaron con un programa disefiado por nuestro grupo de investigacion.

La ecuacion (1) se puede volver a escribir en la forma:

Y =(1/ )X + U(Kege)  (2)

Donde Y = [Ao][Do]/d. and X = [A¢]+[Do]- do/e..

A partir de la ecuacion (2) se obtiene una linea recta con pendiente 1/ec y ordenada
al origen de 1/(Kcg.). Para resolver esta ecuacion se utiliza un método de interaccion y

de regresion lineal.
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10. Actividad Antidepresiva

10.1. Animales

En el presente trabajo se emplearon como animales de experimentacion, ratas macho
adultas de la cepa Wistar (6-8 crias por madre), de la colonia cerrada del Bioterio de la
Universidad Nacional de La Rioja, de 50-70 dias de edad (200-386 g) al inicio de los
experimentos.

Los animales se mantuvieron bajo condiciones estandar de luz (fotoperiodo de 8:00
hs. hasta la 20:00 hs.) y reciclado del aire, controlado mediante interruptor automatico;
la temperatura del bioterio se mantuvo en 21 + 1°C y la humedad promedio registrada
fue de aproximadamente 45%. Todos los animales tuvieron libre acceso a comida y
agua de bebida.

Para los distintos experimentos se utilizaron cajas de polietileno de 60x40x20 cm.,
en las cuales se alojaron de 5 a 6 ratas.

Todos estos estudios fueron llevados a cabo de acuerdo las normas de la Guia de
Cuidados y Uso de Animales de Laboratorio de la National Institutes of Health, USA y
los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
los Animales de Laboratorio (CICUAL-UNLAR) de la Universidad Nacional de La
Rioja

10.2. Prueba de Natacion Forzada (PNF, o Forced swim test (FST))

Esta prueba consiste en colocar a las ratas en un cilindro de acrilico individual (46
cm de alto y 20 cm de didmetro, que previamente se llend con 30 cm de agua (23-25°C).
La prueba consta de dos sesiones de natacion: un pre-test de 15 min y otro test de 5 min
separados por los respectivos tratamientos.

Después de los 15 min del pre-test de natacion forzada las ratas se retiraron del
agua, se secaron con toallas, se colocaron en un lugar caliente durante 30 min. y
posteriormente se regresaron a sus respectivas cajas. Posteriormente se iniciaron los
tratamientos por 14 dias.”® Veinticuatro horas después de finalizados los tratamientos, se
realizé el test de natacion durante 5 min en las mismas condiciones experimentales del

pre-test. Durante estos 5 min se evalu6 cada 5 seg la conducta predominante,
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perteneciente a 3 categorias: 1) natacion: cuando el animal nada en busca de una salida,
un escape, nadando vigorosamente con sus cuatro miembros, las dos patas anteriores
rompiendo la superficie del agua o golpeando el tanque o bien cuando el animal se
introduce totalmente dentro del agua en actitud de buceo; 2) inmovilidad: cuando la rata
no hace ninglin esfuerzo por buscar una salida, solo intenta mantenerse a flote con la
cabeza fuera del agua, y 3) trepar o escalamiento: cuando el animal trata de subir por la
pared del tubo (Figura 1).

Los resultados de esta prueba se expresan como el numero total de veces que se
observa cada comportamiento o conducta: inmovilidad, nataciéon o escalamiento.

La PNF permite evaluar el efecto antidepresivo de un tratamiento, y en esta prueba

la disminucion del tiempo de inmovilidad es indicador del efecto antidepresivo.

Inmovilidad Natacién Escalamiento

® T ¥

=

30 em

Figura 1: Prueba de natacion forzada

10.3. Prueba de campo abierto (PCA) (Open Field Test)

Para descartar que el efecto de los diferentes tratamientos evaluados con la PNF
pudiera deberse a efectos inespecificos relacionados con modificaciones sobre la
actividad locomotora, se utiliz6 la prueba de campo abierto (PCA).

Esta prueba se utiliza comiinmente para medir la actividad locomotora espontédnea

21
de los roedores.
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El dispositivo usado para esta prueba consiste en un piso negro dividido en
cuadrados (15cm x 15¢m) con lineas blancas, limitados por cuatro paredes negras (60cm
x 60cm), iluminado por una lampara de 75w ubicada a una altura de 75 cm del piso, en
un lugar en oscuridad y en silencio para no perturbar al animal (Figura 2). Para la
realizar esta prueba, el animal se coloca en el centro del dispositivo, se registra el
numero de cuadrados que la rata atraves6 con sus cuatro patas durante un periodo de 5
min. y se expresa como el numero de cuadrados totales. Este nimero es una medida de
la actividad locomotora espontdnea del animal. Después de evaluar la conducta de cada
animal, se procede a la limpieza del dispositivo para hacer constante la influencia

olfatoria entre animales.

lamparade 75w

Figura 2: Prueba de campo abierto (PCA)

10.4. Tratamientos

10.4.1. Complejo iodo-sertralina

El hidrocloruro de sertralina y su derivado con iodo fueron administrados por via
intraperitoneal (ip) en un volumen equivalente a 1 cm’/kg. Las ratas fueron tratados con
dichos compuestos y con o solucion salina (ratas control) una vez al dia. Todas las ratas
de control recibieron inyecciones de solucion salina (0,9% NacCl).

Con el fin de hacer comparaciones validas con datos previamente publicados, la
dosis seleccionada para ambos compuestos fue de 10 mg/kg que es la dosis para la cual

se sabe que sertralina presenta produce efectos antidepresivos en la PNF en las mismas
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condiciones experimentales.**Alternativamente, se utilizaron dosis de 5 mg/kg con fines

comparativos.

Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en 3 grupos experimentales:

o Grupo 1: animales tratados con solucidn salina (grupo control).
o Grupo 2: animales tratados con hidrocloruro de sertralina (SerH, CI').
J Grupo 3: animales tratados con el complejo iodo-sertralina (I-SerH, 'T).

La PCA se realiz6 el dia 15 del esquema experimental; después de finalizar los
distintos tratamientos de 14 dias de duracion los animales se sometieron a la PCA en
lugar de la PNF, tal como se muestra en la Figura 3. Esta prueba se realiz6 entre las

14:00hs y las 17:00hs.

El protocolo experimental fue el siguiente:

PNF 4 4
PCA 4
(0] | [ [ o O o | o o O
Dias 1 2 34 56 7891011121314 15
Tratamiento < >

Figura 3: Disefio Experimental: protocolo de los tratamientos con droga, y los dias de
realizacion de las pruebas. PNF: prueba de natacion forzada; PCA: prueba de campo

abierto.

10.4.2. Sal sertralina-cumarin-3-carboxilato (SerH,-CCA")

El hidrocloruro de sertralina, la sal sodica del CCA (NaCCA) vy cristales de SerH, -
CCA fueron administrados por via oral en una dosis de 10 mg/kg de sertralina, y en una
dosis equivalente de SerH, -CCA™ y NaCCA, ya que se demostrd que a esa dosis de

sertralina se produce efectos antidepresivos en la PNF en las mismas condiciones
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experimen‘[ales.22 Las ratas controles recibieron solucion salina (0,9 % NaCl). Todas las

ratas recibieron los respectivos tratamientos una vez por dia.

Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en 4 grupos experimentales:
o Grupo 1: animales tratados con solucidn salina (grupo control).
o Grupo 2: animales tratados con hidrocloruro de sertralina (SerH, CI)
o Grupo 3: animales tratados con la sal sddica del CCA (NaCCA)

o Grupo 4: animales tratados con los cristales de SerH, -CCA

El protocolo experimental fue el siguiente:

PNF 4 4
PCA 4
(0] 0 | [ G [ | O | o o )
Dias 1 23456 7891011121314 15
Tratamiento < >

Figura 4: Disefio Experimental: protocolo de los tratamientos, y los dias de realizacion

de las pruebas. PNF: prueba de natacion forzada; PCA: prueba de campo abierto.

10.4.3. Complejo [Zn(S-Met),]
El ZnCl, se administrd en una dosis de 30 mg/kg de ZnCl, por kg de animal y el
complejo [Zn(S-Met),] en las cantidades equivalentes de Zn(II) presente en el mismo.
Las ratas fueron tratadas con la solucion salina (ratas control) y con ZnCl, , S-metil-
L-cisteina y complejo [Zn(S-Met),] una vez al dia y todas las soluciones se

administraron por via oral en un volumen constante de 10 mL/kg de peso corporal.

Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en 4 grupos experimentales:

o Grupo 1: animales tratados con solucidn salina (grupo control).
o Grupo 2: animales tratados con S-metil-L-cisteina
. Grupo 3: animales tratados con ZnCl,
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o Grupo 4: animales tratados com el complejo [Zn(S-Met),].

A posteriori se procede de igual manera que en los casos anteriores.

10.4.4. Complejo (SerH;),[ZnCl4]

De la misma manera que en los casos anteriores, se utilizd para comparar el efecto
del complejo una dosis con efecto demostrado de clorhidrato de sertralina (10 mg/Kg).
La dosis del complejo fue calculada en base a la dosis antidepresiva de sertralina, a los
fines de poder comparar los resultados siendo de 13,0 g/Kg. Ademas, y también a los
fines comparativos (ya que se han descripto efectos antidepresivos del Zn(II) (como
cloruro de Zn(II)), se administré a un grupo de ratas una dosis equivalente en Zn(Il) de
5,55 g/kg. Este estudio se completd utilizando una segunda dosis del complejo, de 26,0

g/kg con la finalidad de analizar dosis-respuesta.

Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en 4 grupos experimentales:

o Grupo 1: animales tratados con solucidn salina (grupo control).

o Grupo 2: animales tratados con hidrocloruro de sertralina.

. Grupo 3: animales tratados con ZnCl,

o Grupo 4: animales tratados com el complejo (SerH),[ZnCls] (dosis 13,0
g/Kg)

J Grupo 5: animales tratados com el complejo (SerH;):[ZnCls] (dosis 26,0
g/Kg)

A posteriori se procede de igual manera que en los casos anteriores.
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