Estudio in vitro del riesgo de
fototoxicidad de farmacos
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FOTOSENSIBILIZACION

Existen compuestos, que sin tener un efecto
toX1co por s1 mismos, son capaces de absorber
radiacion ultravioleta y producir un efecto
adverso (toxicidad).

Farmaco Sin efecto tOxico
Luz Sin efecto tOx1co
Farmaco + Luz



Riesgos Fotobiologicos
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Espectro Solar

Infrarrojo (IR): Longitud de onda > 760 nm
Visible (Vis): 400 - 760 nm

Ultravioleta (UV):

UV-A: 320 -400 nm *
UV-B: 290 - 320 nm (absorbida estrato corneo)

UV-C: <290 nm (filtrada por la atmoésfera)



Radiacion Solar y la Piel
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Uuvc UVBUVA VIS

= UVC: no llega a la piel
= UVB: eritema, quemaduras

= UVA/VIS: fototoxicidad,
fotoalérgia

+ Fotos ensibiliz%te} | UvA/ I,/IS: Alcanza capilares
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FARMACOS FOTOSENSIBILIZANTES
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FARMACOS NO FOTOSENSIBILIZANTES
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REACCIONES FOTOTOXICAS
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FOTOTOXICIDAD (ley de Grotthus)

Los efectos toxicos pueden ser debidos a:

‘*3..;'-' -
‘i% v Intermedios de vida media muy corta
\\ (estados activados, radicales etc.)
UVA TArmnaco
‘ v'Intermedios de vida media corta
j (especies reactivas de oxigeno)
—

‘ \ v'Fotoproductos estables

Dano
celular



Estrategia racional para investigar los efectos
fotobiologicos de nuevos compuestos

Los efectos biologicos producidos por un

compuesto fototoxico, van a depender de la
contribucion de los siguientes factores.

La intervencion relativa de las foto-reacciones primarias

La accesibilidad del compuesto fotoactivado al lugar de
accion

El grado de dano causado a biomoléeculas



Estrategia racional para investigar los efectos
fotobiologicos de nuevos compuestos (1)

Propiedades Fotofisicas
Estudios Fotoquimicos con biomoléculas

Correlacion estructura/actividad

Fotosensibilizacion in vitro (aguda) efectos
c1totox1cos

Fotogenotoxicidad, mutagenesis y carcinogénesis
Efectos inmunologicos inducidos por la luz

Fototoxicidad sistémica; fototoxicidad de
metabolitos




Investigacion in vitro del potencial
fototoxico de farmacos



Superposicion de los espectros de absorcion de farmacos y
el espectro de luz solar incidente en la piel

Famaco Fotosensibilizante

—— Famaco No Fotosensibilizante

Absorbancia
Abundancia relativa

250 300 350 400



\

ototoxicidad

Farmaco™ (interaccion con Lipidos, Proteinas o
DNA)

Dano celular. Técnicas de analisis

Peroxidacion Lipidica
Modificacion de proteinas (Foto-union)
Dafio al ADN (Foto-genotoxicidad)




‘ototoxicidad

Peroxidacion Lipidica



LA hydroperoxides (nM)
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Fotoperoxidacion Lipidica

Acido Linoleico
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‘ototoxicidad

Modificacion de proteinas (Foto-union)




Modificaciones de proteinas

» Tyr, Trp, His
OH

a
NS

OH AT / ‘ Union covalente
@ \ ) @ Proteina
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hv ‘
‘ 2x)
Proteina Proteina
OH OH
)j
|j Fotocrosslinking
* Chem. Res. Toxicol. 11, 172-177 (1998). Proteina Proteina

* Eur. J. Org. Chem, 497-502 (1999)



Foto-union a proteinas (union covalente)

Espectrofotometria / Fluorimetria (previa purificacion o extraccion)
Dot blot / western blot *
ELISA *

* Son necesarios anticuerpos especificc



Obtencion de Anticuerpos Farmaco-Especificos

Formacion de aductos

NH;

EDC O
- -C-NH-RSA
RSA Hapteno

Inmunizacion de los conejos

Hapteno + Adjuvante

1 |
' —'U — Anticuerpos — I
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Foto-union a proteinas
Gel-filtracion

Farmaco
libre

Aducto
Monitorizacion Farmaco-Proteina

<

espectrofotométrica




‘0to-union a proteinas

Formacion de aductos de proteina

— BSA
— TPA
8 0,5_ —— BSA-TPA
<

240 280 320 360 400

Andlisis mediante gel-filtracion y monitorizacion espectrofotomeétrica



‘0to-union a proteinas
Mezclas de irradiacion (UV, HSA, Fco)

» Western blot -
»Farmacos marcados LALLM
+ : ]
* Sustrato Electroforesis Far_macqs
Hrh radioactivos
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Western blot i
proteinas




Modificaciones en proteinas fotosensibilizadas por TPA

M BSA +TPA

Proteina 3 horas Western
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ELI SA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
SIEMBRA:

»Mezclas de irradiacion (UV, HSA, Fco.)

> quimicamente I'l

ity 4
L

Lavado 4 gystrato




‘0to-union a proteinas

Cuantificacion de foto-aductos por medio de ELISA

Curva patron
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‘ototoxicidad

Dano al ADN (Fotogenotoxicidad)




FOTOGENOTOXICIDAD

Especies Dano al ADN
reactivas

Ruptura de ADN
Modificaciones de bas
Mutaciones



FOTOGENOTOXICIDAD

Efectos biologicos
{} Dafio al ADN (ruptura de ADN, dafio oxidativo)

I Mutagénesis

I Carcinogénesis

Técnicas experimentales

{ Modificacion de ADN (rupturas de cadena, bases, Comet
assay)

U Test de reparacion de Saccharomyces cerevisiae mutante

{ Carcinogénesis in vivo (e.g. Skh-1 mouse)



FOTOGENOTOXICIDAD

*Secuenciacion
*Ruptura de ADN (SSB)
*Comet Assay



Ruptura de ADN (SSB)

Plasmido Super-enrollado

Pbr 322 @ . ‘Férmaco

e Ruptura de cadena Simple m
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Ruptura de ADN (SSB)

Pbr 322 Pbr 322 + TPA 0.25 mM

.
' o - . . . . “ Forma II (circul:

. w=+ <+«— Forma III (lineal

- ‘ . — ‘ * e = . Formal (empaq

0 135 0O 15 45 75 105 135

Irradiacion UV A (minutos)
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_uantificacion de la abundancia relativa de las formas Il y 11

% Forma Il y Il

(mediante densitomeria de un gel)

120-
100-

O Forma lll
80- ® Forma ll

60 -
40-
20 -
0 -
0 135 0 15 45 75 135
Control TPA 0.25 mM

Tiempo de irradiacion UVA (minutos)



Utilizacion de enzimas especificos para revelar
danos en el ADN

v' T4 Endonucleasa V: Revela los dimeros de timidina,
citosina (pirimidinas) y los sitios sin bases.

v  Fpg (Formamido pyrimidine glycolase) : Revela daflo oxidativo en
guaninas (8-oxoguanina) y adeninas.

v Endonucleasa III: Revela dafios oxidativos en timidinas,

citosinas y los sitios sin bases.



Utilizacion de enzimas especificos para revelar
danios en el ADN por TPA
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ESTRUCTURA DEL ADN
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Comet Assay

'Farmaco
&
+ Agarosa
: I
¢lulas en
1spension
Control TPA
UVA TPA + UVA




Técnicas de valoracion in vitro de la
Fototoxicidad a nivel celular



‘ototoxicidad Celular
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‘ototoxicidad Celular

Farmaco




Cultivo de celulas epiteliales humanas

v« Keratinocitos

7« Fibroblastos
v« Modelos de piel (Episkin, Epiderm..)
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Foto-reactor / Simulador Solar
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TECNICAS DE VALORACION DE
VIABILIDAD CELULAR

* LDH

* Rojo Neutro (NRU)
e MTT
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Test del Rojo Neutro (RNU)

l @ Farmaco

Solo las celulas que no estan dafiadas con capaces de tomar el
rojo neutro en sus lisosomas



»M¢étodo colorimétrico, basado en la capacidad que presentan las celulas viables de
educir el MTT (sal de tetrazolio) en un compuesto insoluble en agua que qued
etenido en las células (azul de formazan). Esta actividad estd presente en la

itocondrias y el enzima responsable es la succinato deshidrogenasa. Transcurrido e
yeriodo de incubacion con las células, el colorante formado se extrae de las células,
e disuelve y se lee su absorbancia a 550 nm.

Formazan

No absorbe a 550 nm Maximo de abs a 550 nm




Test de viabilidad MTT

»Farmacos a 0.3 mM.
> UVA = 0.9 mw/cm?
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Medida de Prostaglandina en fibroblastos humanos
irradiados en presencia de acido fenofibrico
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Fotoalergia
Diferenciacion (recciones fotoalérgicas/fotoirritantes)
Sensibilizacion y proliferacion linfocitos



FOTOTOTOXICIDAD

* Generalizada

* Manifestaciones en todos los individuos a
la dosis adecuada

* Puede aparecer en la primera exposicion

* Los efectos son dependientes de la dosis
del agente y la radiacion

* Erupcién monomorfa con edema

* Periodo prodrémico

* Citotoxicidad debida a productos
intermedios

* Lesiéon exclusivamente en el area expuesta

* No hay reaccién cruzada

* El individuo no queda sensibilizado

FOTOALERGIA

* |diosincrasica

* Baja incidencia

* Requiere una segunda exposicion

* No dependiente de la dosis de agente y
radiacion

* Eczema, papulas, urticaria

* Las primeras manifestaciones no
aparecen hasta los 7-21 dias

* Participacion del Sistema Inmunoldgic

* Lesiones diseminadas, brotes

* Reacciones cruzadas

* El individuo queda sensibilizado, incluso
durante anos



REACCIONES FOTOALERGICAS
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FOTOALERGIA

Thi
Dano celular mediado

Macrofagos : X
por el sistema inmune
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Foto-union a células

Visualizacion directa al microscopio (solo compuestos fluorescentes)
Inmunotinion *

Dot blot / western blot *

Citometria de flujo *

* Son necesarios anticuerpos especificc



“0to-union a celulas

Inmunotinci(')n
Farmaco
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Inmunotincion de células 3T3 irradiadas con TPA

Control

Texas Red

Peroxidase

(Anti TPA + labelled 2™ antibody)

TPA (0.3 mM)
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Citometria de flujo de celulas de raton irradiados en
presencia de TPA y DTPA

2 J. Irradiation Kinetic UVA irradiation

(o]
©

TPA o
8 - DTPA =

—@— TPA 50 pg/ml
8 | —®m DTPA 50 pug/ml

Fluorescence (Geometric mean)
(o)}
|

Fluorescence (Geometric mean)
(o)}

0 10 20 30 40 50 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Concentration (ug/ml) Irrdiation (Juls)

(Anti TPA labelled with texas red)



Deteccion de Linfocitos sensibilizados contra farmacos

Extraccion del Bazo,

obtencion de linfocitos
(gradiente de centrifugacion)

Inmunizacidon

de Ratones

Fibroblastos de raton
irradiados con SUP

Siembra en Placa
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de linfocitos




Proliferacion de Linfocitos

2000
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Modelo integrado para la diferenciacion entre farmacos que

inducen a reacciones fotoalérgicas y/o fotoirritantes

Farmaco

—
—
—

UVA

Medida inflamacion de la orej

(mediante un micrometro)

Extraccion y analisis de nodulos linfaticos proximos a la zona

(contaje total de células y subpoblaciones)



% del n°® maximo de células del NL

Indice de Diferenciacion:

incremento en % del la inflamacion

oral + UV
SPA
3118

8-MOP

Irritant Potential

Allergic Potential
dermal +UV

8- MOP 0,3% epicu.+tUVA
TCSA 1% epicu. +tUVA

dermal - UV
CROT.1% epicu.
OXA 1% epicu.




Fototoxicidad de metabolitos

» Fototoxicidad epitelial mediada por metabolitos
producidos en otros organos ( Higado)

» Fototoxicidad sistémica mediada por fotoproductos
producidos en la piel



Fototoxicidad
mediada por
metabolitos




Ensayo in vitro para investigar el riesgo
fototoxico de los metabolitos de un farmaco

Uso de células modificadas geneticamente para producir metabolitos

CYP-Virus Farmaco
o
\ \ Formac1on de
Células epiteliales Celulas modificadas Test de viabilida

(expresan CYPs)



Fototoxicidad
sistemica mediada
por fotoproductos
producidos en la
piel




Analisis de farmacos potencialmente fotosensibilizantes

S aie ing Efectos en DNA

* SSB plasmid DNA

 Dafio Oxidativo

1= Screening  'Test de viabilidad 3T3/fibroblastos humanos

Farmaco Fotosensibilizante

2° Screening

Efectos fototoxicos

Genotoxicidad ;
dependientes de

Inmunotoxicidad &

 Comet assay F. otoalérgia

metabolitos

* Danio oxidativo a ADN celular * Discriminacion entre potencial

B i ante/alérgico * Fotoxicidad de Fotoproductos
=}

* Reparacion def. Sacharomyces . .
* Fototoxicidad de Metabolitos







