Metales y la salud de la piel

M.H.Torre
Catedra de Quimica Inorganica, DEC
Facultad de Quimica, UDELAR

@‘E@@

Deficiencia de Zn

Acrodermatitis enteropatica
producida por la imposibilidad
de adquirir Zn por el tracto
gastrointestinal

Importancia del tema

« Elementos considerados como téxicos para la
piel: As, Be, Cd, Cr, Pd, Ni y Th (National
Institute of Occupational Safety and Health,
USA)

< Cosméticos

« Elementos esenciales para la salud de la piel:
su suplementacioén, sus efectos, etc.

Veremos:

Estudios de permeacion

Factores que afectan la absorcion cutanea

Nuestro trabajo
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Piel Capas de la piel
-

« Peso: 42009 (6%)
% Sup. 1.72 m2
< Vol. Sanguineo: 1.800 mL Epidermis—{

% Funciones: Dériiis
= Proteccién frente a agentes ambientales fisicos (UV,

temp.), quimicos y microbiolégicos
Termorregulacion Hypodermis
Organo sensorio

Funciones enddcrinas (sintesis de vit. D y
feromonas)

Capas de la piel Capas de la piel

Dermis

Hypodermis




Rutas de penetracién

< Transcelular (A)

< Intercelular (B)

< Via glandula sebacea (C)
Transfolicular (D)

< Via glandula sudoripara

®)

< Mixta (mas comun la
intercelular)

Estudio de la permeacion de la piel

< Modelos matematicos que simulan la
secuencia de procesos involucrados en la
absorcion

< Uso de relaciones estructura-actividad
cuantitativas (QSAR)

= General: algoritmos incluyen vasto rango de
sustancias sin referencia a su naturaleza quimica

= Especifico: algoritmos incluyen pequefio nimero de
moléculas quimicamente similares.
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Penetracion de farmacos

vehiculo + Principio activo
liberacion desde la
l formulacion

— Superficie del estrato cérneo (EC)

Proceso lento l

Difusion dentro del EC

l

~— Particion desde el EC hacia la dermis
Proceso
[ES l
répido o 0z . . .
2 Difusion hacia los capilares sanguineos
y/o penetracion a los tejidos

Estudio de la permeacion de la piel

< Ley de Fick (difusion en estado estacionario)

dA/dt = DK, S dC/dx dA/dt es la velocidad de
transferencia de masa

\ D,, coeficiente de difusion
C c K., coeficiente de particion
\_° entre la membrana y el vehiculo

dC/dX es el diferencial concentracion

a través de la membrana con respecto
al espesor de la misma

Si la conc. del lado donor es alta (dosis infinita) y si se considera
integridad de la membrana :

dA/dt = K,SC donde Kp = Km - D/ X K, permeabilidad
X espesor
Km — Korgw — Ky, (Treherne)



Algoritmos predictivos de la

permeabilidad de la piel
Algoritmo general (Flynn-1990 y Potts y Guy-
1992):

log K, = a(hidrofobicidad) — b(tamafio molecular) + c

log K, =0.781log K,,,— 0.011PM — 2.19

(D. Fitzpatrick et al., Chemosphere, 55 (2004)1309-1314)

n=143
r2=0.88

Benzaldehido, diclofenac,
atropina, etc

Cambio de lipofilia con la
complejacion

Sulfisoxazol - Sl

[Ni(sulfisoxazole)2(H20)4]-2H20

Algoritmos predictivos de la

permeabilidad de la piel

Algoritmo especifico:

log K, = [a;- B] VM + &, © + agHy + a, H, + a5 R, + logD,/c

VM=volumen molecular, = y R2=términos de polarizabilidad del
soluto, Hd=enlace de H donor y Ha=enlace de H aceptor,
Do=difusividad de una molécula hipotética con VM=0

Factores que afectan la absorcion
percutanea de metales

< Factores exégenos:

. 10° x Ky (cm/h)

= Vehiculo

= Naturaleza del
enlace quimico y -
polaridad

Estado de oxidacion
Reactividad
proteica y
deposicion en los
tejidos

pH

Tiempo de post-
aplicacion
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Factores que afectan la absorciéon

percutanea de metales

< Factores exd6genos:

= Dosis

.
Volumen molecular
Naturaleza del
enlace quimico y
polaridad
Estado de oxidacion
Reactividad
proteica y
deposicién en los
tejidos
pH
Tiempo de post-
aplicacion

Factores que afectan la absorcion

percutanea de metales

< Factores exdégenos:
= Dosis
Vehiculo
Catién y contraién

Naturaleza del
enlace quimico y
polaridad
Estado de oxidacion
Reactividad
proteica y
deposicién en los
tejidos
pH
Tiempo de post-
aplicacion

Absorcidon percutdnea de Ni
(NiSO, 2 mM) en varios vehiculos

+Cogeficientes de permeabilidad, K, (cm/h) x 10

Duracio

Factores que afectan la absorcion
percutanea de metales

< Factores exdégenos:
= Dosis
Vehiculo
Volumen molecular

Estado de oxidacion
Reactividad
proteica y
deposicion en los
tejidos

pH

Tiempo de post-
aplicacion

Exposicion de 0.1-0.5 mL de
dimetilmercurio aumenta la
concentracion de Hg en
sangre a 4000pug/L (normal:
<10 pg/L)
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Factores que afectan la absorciéon
percutanea de metales

< Factores exd6genos:
= Dosis
Vehiculo
Volumen molecular
Naturaleza del
enlace quimico y

polaridad )
El estrato cérneo es la

barrera que inhibe la

" difusion del Cr(l11)
proteica y formando complejos
deposici6n en los estables con proteinas
tejidos que disminuyen la

pH velocidad de difusion y no
Tiempo de post- asi el cromato
aplicacion

Reactividad

Factores que afectan la absorcion
percutanea de metales

« Factores ex6égenos:
= Dosis

Vehiculo
Volumen molecular
Naturaleza del
enlace quimico y
polaridad
Estado de oxidacion

elrreversibles: Al(111), Ag(l),

Hg(l1), Cr(1H1), Ni(l1)

*Reversible: Zn(l1)
PH (metalotioneinas)
Tiempo de post-
aplicacion

Dermatitis de contacto en
ajadores por Cr de cementos

Factores que afectan la absorcion

percutanea de metales

< Factores exégenos:

Dosis
Vehiculo
Volumen molecular

Naturaleza del
enlace quimico y

Conc.(M)
polaridad : : 0.017 Cr,0,2
Estado de oxidacion

0.239 Cr,0,%
tejidos 0.239 CrO,*

Reactividad
proteica y
deposicion en los

Tiempo de post-
aplicacion

ZnO: Kp (pH=5.4) > Kp (pH=7.4) (piel
humana in vitro
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Factores que afectan la absorciéon

percutanea de metales

< Factores exd6genos:

Dosis

Vehiculo

Volumen molecular

Naturaleza del

enlace quimico y

polaridad

Estado de oxidacion

Reactividad

proteica y

deposicién en los

tejidos

pH
CoCl, 0.085M alta
permeabilidad en las primeras 5h
(piel humana) y después decae

Estudio de complejos Cu-
sulfonamidas,
potenciales farmacos
para patologias de la piel

Factores que afectan la absorcion

percutanea de metales

 ————

+ Factores endégenos:

= Edad de la piel
= Disminucién de la irrigacién
sanguinea

= Disminucion del contenido lipidico de

la superficie
= Anatomia de la zona
= Delgadez de la capa cornea

= Variacion en la composiciéon de los

lipidos intercelulares
= Controles homeostatico

Cu: ¢por qué?

Es un elemento esencial

Se esta jerarquizando su
importancia

Antecedentes de problemas por

deficiencias
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Procesos fisiolégicos Cu-dependientes Enzimas Cu-dependientes
[ SRS

Eritropoyesis
poy Superoxido dismutasa

Lisil oxidasa
Formacién del tejido conectivo Tirosinasa

Oxidacion de aminas biégenas

Biosintesis de la mielina Dopamina B—hldroxﬂasa
Ceruloplasmina

Amino oxidasas
Pigmentacion Citocromo c oxidasa
Metabolismo lipidico Factor V de la coagulacion
Peptidil monooxigenasa

Mantenimiento de la fc. gustativa normal

Metabolismo glucidico

Proteccion contra los radicales libres

O, , Cu y piel

rigen de O,: La piel es vulnerable a especies oxigenadas reactivas

como O, producido por ej. por radiaciones UVB en la
epidermis y puede reaccionar con lipidos de las

O, — Oy — H,0, — H,0 membranas celulares, proteinas y acidos nucleicos

_ SoD ~ A . . m
20, + 2 H* H,0, + O, O, puede produu‘r eritemas, degra_dacu_)n del tejido
conectivo, fotocarcinogénesis, entre otros.

. Células localizadas en la superficie de la piel tienen
Toxicidad del O,: alto potencial antioxidante (SOD).

Mn+ + Oz_ M-+ 02 (Iag %(Eltividad SOD disminuye cuando hay deficiencia

M@O-D+ + H,0, — M"™ + OH- + HO: Numerosos complejos de Cu presentan una
importante actividad SOD-mimética y son capaces de
suplementar Cu activando la SOD




Lisil oxidasa

Requerida para el entrecruzamiento de
la elastina y el colageno con el fin de
mantener y reparar el tejido conectivo

LO O
= /
-CH2-CH2-NH2 — -CH2-CH

Procolageno
Proelastina

Tirosinasa

* Requerida para la sintesis de
dihidrofenilalanina (DOPA) y sus
consecuentes transformaciones a melanina,
esencial en la pigmentacion

NH,
DOPA

+ Reduccidén en la biosintesis de melanina
disminuye la proteccion frente a los rayos
UV y causa pigmentaciéon no uniforme.

m Deficiencia de Cu en la reticulacion

de la elastina y el colageno

Organismos
deficientes en Cu
Y presentan
Elastic Fibers transtornos en el
mantenimiento y
reparacion del
tejido conectivo.

Copper deficient

Cu en cosmeéticos

Cdig: 75,
NEUTROGENA VISIBLY FIRM NIGHT CREAM 1.7 OZ.
NEUTROGENA VISIBLY FIRM CREMA DENOCHE x50g

Rixdue: ka aparnencia de lineas linds y amugas
& Mejeea o fona da |a piel
+Titdvata L piel
*Deuso &
Resuitado: La apariencia da la pisl sard mas fime, suave y
oven,
* Mo comedagénica (o oirstiuye los poros)
= Sin fraganca
* No grasa
* Tesleada dermalolgicamente
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Cu en cosmeéticos Por qué sulfonamidas?

ANTI AGING SKIN CARE WITH Sulfonamidas: nueva jerarquizacion
COPPER PEPTIDE

Sulfonamidas usadas en dermatologia
FROM DR. LOREN PICKART

(CHES LB BACK E CLOCISROC ), Complejos metalicos con mayor actividad

antibacteriana que las sulfonamidas libres
(Ag(l)-sulfadiazina, sulfonamidas-Ce(ll1),

Bi(111), Cd(I1) y Hg(I1)

The strongest Copper Peptide
available!

Qué se busca con la complejacion? Qué se busca con la complejacion?

Activar enzimas o lograr efectos enzimo-
miméticos

Mejorar la biodisponibilidad de drogas

Aumentar la estabilidad de la droga activa Aumentar la estabilidad de la droga activa
Lograr menores efectos secundarios Lograr menores efectos secundarios
Lograr compuestos con menor resistencia Lograr compuestos con menor resistencia
Cambiar los efectos farmacoldgicos Cambiar los efectos farmacologicos

Lograr farmacos activos por via oral Lograr farmacos activos por via oral

10
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Objetivo Sulfonamidas
B -

Obtener nuevos complejos Cu(ll)-

sulfonamidas bien caracterizados. Derivados de la sulfanilamida

Seleccionar compuestos:
con actividades SOD-mimética
con mejor actividad antibacteriana
con absorcién percutanea HZN SOZNHZ
aptos para ciertas patologias 4 1
dermatoldégicas (heridas, quemaduras,
procesos infecciosos, acné, entre otros)
donde es necesaria una accion
antibacteriana, de regeneraciéon y/o
proteccion de los tejidos de la piel.

Sulfonamidas con grupo piridina y

Sulfonamidas con grupo pirimidina piridazina

SULFADIAZINA SBULFAMETER

BULFARIRIDINA

CHy Hy
o Opron T e om Y
SULFAMERAZINA BULFAMETAZINA = N
u,u—@—ao,uu-@-cn n.u-@-ao,«n—@-w!.
“‘ BULFACLOROPIRIDAZINA .ummx‘-t.'m_.:.”_.ﬁ.
n,»-O-ea

SULFADIMETOXINA
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Sulfonamidas con grupo isoxazol y Sintesis de complejos Cu(ll)-
diazometizol sulfonamidas

PR,

H20
H:NQSO:N Sulfonamida + NaOH — NaSulfonamida
pH=9-10

sucrisoxazow HiC

NaSulfonamida + Cu?*(ac) -» Complejo

SULFAMETOXAZOL L \

BULFAMETIZOL Yield: 40-78%

Informacion espectroscopica ORTEP de [Cu(sulfisoxazole),(H;
 —

“
Crystal system: Monoclinic
sulfameter), 2.5 358/557/841 = Space group:C2/c
[Cu(sulfamerazine),]- H,O b Bond distances (A):
" Cu-O(2W) 2.051(3)
Cu-N(1)  2.074(3)
I - = :
— Bond angles [°]:
" O(2W)-Cu-O(1W) 92.75(12)
- O(2W)-Cu-N(1)  91.03(13)
Ci If: th d: - H0O 362/562/714
e e T T . — SEWICuNG) 395712
O(2W)i-Cu-N(1)l  91.03(13)

[Cu(sulfamethoxazole),]- H,0 456/568/648 _
_“ E. Kremer, G. Facchin, E. Estévez, P. Alborés, E.J.Baran, J. Ellena and M. H.
Torre, J. Inorg. Biochem., 100, 1167, 2006

12



07/12/2010

ORTEP de Cu(sulfadimethoxina),-DMSO Unidad asimétrica de [Cu,(sulfameter),];

Crystal system: Monoclinic
Space group:C2/c

Bond distances (A):
Cu-Nh  1.980(2)
CuN  2.047(2)
Cu-Nh  2.048(2)
Cu“N  2.369(3)
Bond angles [°]:
115.7(3)

J. Ellena, E. Kremer, G. Facchin, E.J.Baran, O. R. Nascimento, A.J. Costa-Filho, M.H.Torre,
Polyhedron 26 (2007) 3277-3285

M.H.Torre, G.Facchin, E.Kre E.Castellano, O.Piro, E.J.Baran, J. Inorg. Biochem. 94(2003)200

Actividad antibacteriana Actividad antibacteriana: MIC(ug/mL)

P e

Test de dilucion en agar basado en las recomendaciones del National Committee
for Clinical Laboratory Standards S. aureus

Heterociclo Ag. antimicrobiano ATCC
29213

Sulf: ter /
[Cuz(sulfla‘maentweer)eé,lj3 .2.5H,0
Sulfamethoxazol
Sulfadiazina / 32 />128
[Cu(sulfadiazina),]-H,O
T rah Sulfamerazina /
Pirimidina [Cu(sulfamerazina),]- 32/ >128 327128
Sulfametazina /
[Cu(sulfametazina),]-H,O 32732 1287128
Sulfadimetoxina /
[Cu(Sulfamethoxazole),]-H,O| [Cu(sulfadimetoxina),]-H,0 >128/ >128
[RE\Z >128/>128 |>128 />128

Piridina
Sulfasalazina/
[Cu(sulfasalazina)]-2H,0 =l ==

128(pg/mL) ... 64(ug/mL) 32(ng/mL) 16(ug/mL) ... 0.25(pg/mL)

13
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Actividad antibacteriana: MIC(pg/mL) Actividad antibacteriana: MIC(pg/m

S. aureus
S. aureus Het. Ag. antimicrobiano ATCC
Ag. antimicrobiano ATCC 29213
2O Sulfisoxazol >128/ >128/
[Cu(sulfisoxazol),(H,0),]-2H,0 128 128
e c Smetoxipiridazina/
piridazina [Cu(Smetoxipiridazina),]- BB Isoxazol Sulfametoxazol 16/ 128/
[Cu(sulfametoxazol),(H,0) ] 4 32
3H,0
[Cu(sulfametoxazol),]-H,O 16 16
. q Sulfaquinoxalina/
quinoxalin [Cu(sulfaquinoxalina),]-4H,0 64/64 64/256
. - Sulfametizol
Diazometizol Cu(sulfametizol),}H,0 64/32 64/32
>400/>400 | >400/>400
g Sulfafenazol/
Pirazol [Cu(sulfafenazol),]-8H,0 80/80 >400/200

R | Succinilsulfatiazol
tiazo! [Cu(succinilsulfatiazol),]-8H,0

Lipofilia: coeficiente de particion
n-octanol/suero fisiolégico

[Cu(sulfisoxazole),(H,0),] -2H, 1

Sulfamethoxazole 0.23 £ 0.03

[Cu(sulfamethoxazole),(H,0),] 067 +0.11
-3H,0 e

Actividad antibacteriana

Mlléactores que afectan el pKay lipofilia afectan el

2
La forma iénica de las sulfonamidas es la especie rerEnliEmE e )l
activa pero tiene baja lipofilia Sulfamethizole 0.49 + 0.07
La forma molecular tiene alta lipofilia pero no es
activa a menos que se ionice en clerto grado dentro STl Py
de la célula. Sulfafenazol

14



Propuesta 1

difusion
Cu(llL ., Cu(“)LDemmuemQ

Fuera del org.

Compuestos inactivos frente a cepas resistentes
obtenidas de exudados humanos

Ni (11)-sulfisoxazol

Melina Mondelli, Verénica Bruné, Graciela Borthagaray, Javier Ellena, Otaciro R. Nacimiento, Clarice
Q. Leite, Alzar A. Batista, Maria H. Torre
J. Inorg. Biochem. 102 (2008) 285-292

Propuesta 2

Cu(ll)L + RSH — RSSR + Cu(l) + L-

Dentro del org

E Cu(l1)/Cu(l) = 0.400-0.529 mV

Actividad SOD-mimética
.

[Cu(sulfadiazine),]-H,O _

[Cu,(sulfameter),]5-2.5H,0

[Cu(sulfamethazine),]-H,O _
[Cu(sulfamethoxipyridazine),]-H,O _

[Cu(sulfamethoxazole),(H,0),]
-3H,0
Native SOD _

*Actividad SOD similar a la de complejos
farmacolégicamente activos, asociados con la
dismutacion del radical superéxido.

07/12/2010
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Estudios celulares en cultivos de

/JML

Técnica 1: Tratadas con y
sin complejo Cu-
Sulfametoxazol (en DMSO)
y revelado con NBT
incubado por 4 hs

Grafica 1

Técnica 2: Solubilizacién
del NBT reducido con KOH
y DMSO. Lectura en lector
de micro ELISA con filtro
de 600 nm

Estudios in vitro de permeacion
y retencion cutanea

Formacién de microparticulas con
polimeros de acido lactico-co-glicolico
(PLGA)

Estudios de permeacidn usando celdas de
difusion

Estudios de retencién cutanea usando la
técnica de “tape stripping”

Medicion de Cu en los diferentes

compartimentos celulares

Cultivos control B Fraccion citosélica
Cultivos tratados con complejo Fraccion membranay
Cu-sulfametoxazol mitocondria

Métodos para estudiar la
permeacion

07/12/2010
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Conclusiones

——

Hemos obtenido nuevos complejos de Cu, bien
caracterizados y hemos sistematizado el analisis
espectroscopico.

Hemos obtenido complejos con mayor actividad
antimicrobiana que los ligandos libres y con
actividad SOD-mimética.

El [Cu(sulfamethoxazole),(H,0),]-3H,0 provoca
un aumento de Cu intracelular en cultivos de
MDCK.

Los ensayos preliminares indican que el
compuesto activa la SOD.
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