' Escola Tecnica Superior
- d’Enginyeria Agrondmica i del Medi Natural

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA
ETSIAMN

Grado en Biotecnologia

TRABAJO FIN DE GRADO

Analisis del potencial
sensibilizante de bevacizumab y
sunitinib mediante técnicas in
chemico e in vitro.

Alumno: Samuel Rosell6 Andrés
Tutora UPV: Prof. Dra. Patricia Almudéver Folch

Tutores externos: Dr. Julio Cortijo Gimeno; Dfa. Pilar Ribera Alta

Valéncia, julio 2020



Titulo: Analisis del potencial sensibilizante de bevacizumab y sunitinib mediante técnicas in
chemico e in vitro.

Resumen:

La dermatitis de contacto alérgica (DCA) es la manifestacion clinica ante la exposicién a un
agente sensibilizante. Este proceso de sensibilizacidon cutanea comprende una serie de eventos
clave que se conocen bien y que estdn recogidos en un Adverse Outcome Pathway (AOP) por
parte de la OECD. Tradicionalmente, el estudio de sensibilizacidn cutanea se llevaba a cabo en
animales. Como resultado de la prohibicién del uso de animales en experimentacién para
cosmeéticos, se desarrollaron una serie de técnicas in chemico e in vitro que permiten valorar
tres de los cuatro eventos claves. Estas son: Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA), una técnica
in chemico que se enfoca en el primero de los eventos, es decir, la interaccion covalente del
hapteno con proteinas de la piel; KeratinoSens™, un ensayo in vitro dirigido al segundo evento,
la activacidon de los queratinocitos de la piel, y, por ultimo, el ensayo human Cell Line Activation
test (h-CLAT) que apunta al tercer evento clave, la activacion de las células dendriticas y su
expresion de marcadores de superficie especificos. Se ha demostrado que sunitinib y
bevacizumab, dos antineoplasicos de amplio uso en terapias antiangiogénicas contra el cancer,
provocan reacciones de hipersensibilidad en los pacientes. Sunitinib es un inhibidor de multiples
receptores quinasa, entre los que se encuentran los receptores del factor de crecimiento
endotelial vascular 1, 2 y 3 (VEGFR 1, 2, 3), implicados en la neoangiogénesis y la supervivencia
tumoral. Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado anti-VEGF, uniéndose de
forma selectiva a todas las isoformas de VEGF y blogqueando su funcién. Asi pues, este trabajo
trata de estudiar mediante dichas técnicas el efecto sensibilizante de sunitinib y bevacizumab, y
evaluar la incorporacién de estas técnicas, como alternativa a los animales, en la fase preclinica
de los candidatos a farmacos.

Allergic contact dermatitis is the clinical manifestation of exposure to a sensitizing agent. This
skin sensitization process includes four key events that are well-known and collected in an
Adverse Outcome Pathway (AOP) by the OECD. Traditionally, the skin sensitization study was
carried out in animals. As a result of the prohibition of the use of animals in cosmetic
experimentation, a series of techniques were developed in chemico and in vitro to evaluate
three of the four key events. These are: Direct peptide reactivity assay (DPRA), an in chemico
technique that focuses on the first of events, i.e. the covalent interaction of the haptene with
skin proteins; KeratinoSens™, an in vitro assay targeting the second event, the activation of skin
keratinocytes, and finally the human cell line activation test (h-CLAT) that points to the third key
event, the activation of dendritic cells and their expression of specific cell surface markers. It has
been proved that sunitinib and bevacizumab, two antineoplastics widely used in antiangiogenic
therapies against cancer, produce hypersensitivity reactions in patients. Sunitinib is a multi-
receiver kinase inhibitor, including vascular endothelial growth factor receptors 1, 2 and 3
(VEGFR 1, 2, 3), involved in neoangiogenesis and tumour survival. Bevacizumab is an anti-VEGF
humanized monoclonal antibody, which selectively binds to all VEGF isoforms and blocks its
function. Therefore, this work tries to study through these techniques the sensitizing effect of
sunitinib and bevacizumab, and to assess the incorporation of this techniques, as an alternative
of using animals, in preclinical stages of antineoplastics.
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1. INTRODUCCION

1.1. Sensibilizaciéon cutanea

La dermatitis de contacto alérgica (DCA) es la manifestacion clinica de la respuesta del sistema
inmune adaptativo a la exposicidon a un agente sensibilizante. Segln la clasificacién de Gell y
Coombs, representa una reaccion de hipersensibilidad retardada tipo IV y se caracteriza por el
desarrollo de lesiones de eczema agudo o crénico. A diferencia de los otros tipos de sensibilidad,
la de tipo IV no es mediada por anticuerpos, sino por células inmunitarias, mas concretamente
por linfocitos T (Strickland et al., 2016).

La DCA es de origen exdgeno y engloba varios tipos aparte de la propia DCA en si, que es la mas
frecuente, como, por ejemplo, la dermatitis de contacto alérgica aerotransportada, la dermatitis
de contacto fotoalérgica o la dermatitis de contacto alérgica inducida por via sistémica. Mas
concretamente, en esta Ultima la manera en que se expone el alérgeno, no es necesariamente
por via tdpica, sino que puede ser por via oral, intravenosa, inhalada o intramuscular (Aquino y
Rosner, 2019). Encontramos una gran diversidad de metales, como el niquel, el mercurio o el
cobalto, asi como numerosos farmacos que pueden provocar dicha dermatitis (Serra y Puig,
2011).

En la DCA, la sustancia implicada es un hapteno, es decir, una sustancia quimica de bajo peso
molecular que no es capaz por si misma de inducir una reaccién inmunoldgica, y, por tanto,
tampoco una accion sensibilizante. Para ser un agente sensibilizante, ha de unirse a proteinas
epidérmicas, creando un complejo hapteno-proteina (Tennstedt et al., 2019).

Como en todas las reacciones alérgicas, podemos distinguir dos etapas en la fisiopatologia de la
DCA: induccidn y elicitacién (Strickland et al., 2016).

La primera, la fase aferente o de induccién (Figura 1), consiste en la induccién de memoria
inmunolégica especializada posterior a la exposicidn inicial con el alérgeno, es decir, la
sensibilizacidon en si. Empieza con el contacto de un hapteno con la piel, lo que lleva a la
produccién en los nédulos linfaticos de células T especificas para el reconocimiento del hapteno.
La exposicion al alérgeno, estimula la produccion de citoquinas por parte de los queratinocitos,
de las células de Langerhans y de otras células presentes en la piel. Estas citocinas inflamatorias
hacen que las células dendriticas de la piel, mayoritariamente células de Langerhans, pasen de
un estado “latente’ a uno “activado” y que de esta manera capten los haptenos y los procesen
como péptidos haptenizados, que son expresados en la superficie celular formando parte del
complejo mayor de histocompatibilidad de tipo | y Il (CMHI y CMHII). Finalmente, las células
presentadoras de antigenos migran al ganglio linfatico local y presentan el antigeno a los
linfocitos T virgenes, que presentan el receptor clonotipico de células T (TCR) especifico, dando
lugar a su activacion. Esto provoca su expansion clonal y su diferenciacion en efectores. A
diferencia de otras hipersensibilidades de respuesta tardia, mediadas en su mayoria por
linfocitos T CD4*, las células efectoras que predominan en este caso son los linfocitos T CD8".
Estas células efectoras entran en recirculacion y migran de vuelta a la piel, esperando
encontrarse nuevamente con el antigeno en un futuro (Bolognia et al., 2018).
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Figura 1. Fase de induccidn del proceso fisiopatoldgico de la dermatitis de contacto alérgica (DCA). El
contacto con la piel de un antigeno, provoca la liberacidn de citocinas por parte de los queratinocitos (QC)
y las células de Langerhans (CL). Esto activa a las CL que procesan y expresan el antigeno, migrando a
continuacion a los ganglios linfaticos, donde se lo presentan a los linfocitos T. Tras su expansidn clonal y
su diferenciacion en linfocitos efectores regresan a la piel, esperando una nueva exposicion.

En segundo lugar, la elicitacion o fase eferente, es la respuesta alérgica que genera la
manifestacion clinica cutdanea en aquellos individuos ya sensibilizados. Cuando se vuelve a entrar
en contacto con el hapteno, de nuevo los queratinocitos y las células de Langerhans liberan
citocinas, lo que induce la expresiéon de moléculas de adhesion y la activacion de las células
endoteliales. Esto provoca la atraccidon de los leucocitos, entre los que se encuentran los
linfocitos T efectores que se activan en cuanto las células dendriticas o los macréfagos
infiltrantes les presentan el antigeno. Esta activacién del linfocito T, que tiene especificidad
antigénica, estimula la liberacidn de citocinas por su parte. Esto, a su vez, atrae a otras células
inflamatorias, como pueden ser macréfagos y granulocitos, que son los responsables de las
manifestaciones clinicas de la DCA, tales como enrojecimiento, picor y quemazén en la piel
(Bolognia et al., 2018).

Una AOP (por sus siglas en inglés Adverse Outcome Pathway) es un modelo que establece la
secuencia de eventos moleculares o celulares que desencadenan en un efecto adverso cuando
se produce una exposicidn a una sustancia (Vinken, 2013). Esta herramienta permite mejorar,
estructurar y relacionar el conocimiento sobre los mecanismos de toxicidad y sus interacciones
en el organismo, asi como favorecer la implantacién de nuevos estudios celulares o bioquimicos
que evaluen dicha toxicidad (Kleinstreuer et al., 2016). De este modo, la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OECD), ha recopilado el conocimiento sobre los
eventos quimicos y bioldgicos relacionados con la sensibilidad cutanea con el fin de facilitar



estudios toxicoldgicos de posibles compuestos sensibilizantes, permitiendo focalizarse en cada
uno de los eventos clave (Strickland et al., 2016).

Asi pues, la AOP de la sensibilizacidn cutanea esta descrita en el documento publicado por la
OECD, en el que se identifican los cuatro eventos clave (OECD, 2017):

1) El primer evento clave es la unidn covalente del hapteno, o de sus derivados reactivos,
con proteinas enddgenas de la piel. Esta interaccion se produce en residuos de cisteina
y/o lisina. El resultado de esta unién es un complejo hapteno-proteina que es estable y
gueda activado, permitiendo su reconocimiento por parte de las células dendriticas.

2) Elsegundo evento clave es la activacion de los queratinocitos de la piel, incluyendo tanto
las respuestas inflamatorias, como la expresibn de genes asociada a vias
citoprotectoras, en particular la ruta dependiente del elemento de respuesta
antioxidante/electrofilo (antioxidant/electrophile response element; ARE/EpRE).

3) El tercer evento clave se trata, tanto de la activacidn o maduracién de las células
dendriticas, células de Langerhans, como de su movilizacién.

4) El dltimo evento clave es la presentacién del antigeno por parte de las células
dendriticas a los linfocitos T virgenes, asi como su diferenciacién y proliferacidn en
linfocitos T especificos de antigeno.

1.2. Antecedentes de la evaluacion de la sensibilizacion cutanea

Tradicionalmente, los estudios realizados sobre la sensibilizacion cutanea se han realizado
empleando modelos animales, siendo la cobaya y el ratdn los mas utilizados. Cabe destacar pues
el Magnusson Kligman Guinea Pig Maximisation Test (GPMT), descrito y desarrollado por
Magnusson y Kligman en 1969, en el que se evallan las dos fases de la sensibilizacién cutdnea
en cobaya (Alejandro et al., 2014), y el Local Lymph Node Assay (LLNA), donde se estudia
exclusivamente la fase de induccion en ratdn (Frank Gerberick et al., 2007).

El GPMT consiste en aplicar el compuesto a testar mediante inyecciones intradérmicas junto con
adyuvante de Freund. Pasada una semana, se rasura la misma area de inyeccidn, se realiza una
aplicacion topica directa del producto y se cubre con un vendaje oclusivo durante 48 horas. Este
paso se corresponderia con la fase de induccion, en la que se desarrollard la respuesta del
sistema inmune durante al menos de 10 a 14 dias (Magnusson y Kligman, 1969). La siguiente
fase, que se corresponde con la elicitacién, se evalla pasado este tiempo, mediante la aplicacién
de nuevo del producto que se estd testando. Se mantiene durante 24 horas y al retirarse se
procede a la valoracion del estado de la piel, observandose la aparicion o no de eritemas o
edemas de varios grados a las 24 y 48 horas (OECD, 1992).

Por otro lado, y debido a que se ha investigado mds y se conoce mejor el sistema inmune del
raton, este animal, como se ha mencionado anteriormente, también se ha usado como modelo
para el estudio de la sensibilizacién cutdnea destacando el LLNA (OECD, 1992). Aprobado
originalmente en 2002 y sujeto a varias actualizaciones desde entonces, proporciona notables
ventajas con respecto al GPMT, desde el punto de vista del bienestar animal y, si bien no elimina
el uso de animales, si que reduce el nimero de animales requeridos (OECD, 2010).

El ensayo LLNA se basa en los eventos inmunolégicos que tienen lugar durante la fase de
induccion de la sensibilizacidon cutdnea, en concreto, estudia la proliferacién linfocitaria en los
nodulos linfaticos locales. El procedimiento consiste en aplicar una disolucidn del compuesto a



testar sobre el dorso de cada oreja del animal, una vez al dia durante los tres primeros dias. Al
sexto dia se les inyecta a los ratones, por via intravenosa a través de la cola, una solucién que
contiene timidina tritiada. A las 5 horas, se sacrifican los animales, extirpando los nédulos
linfaticos auriculares de cada oreja del ratdon. Se procede a extraer el ADN de las células y se
cuentan las desintegraciones por minuto o DPM, para asi poder cuantificar la timina marcada
que habran incorporado las células en divisién. Es de esta manera como se puede evaluar el
incremento leucocitario en el ganglio linfatico ligado a la fase de induccién como consecuencia
de la exposicién a una sustancia sensibilizante (OECD, 2010).

Una de las ventajas de dicho estudio es que proporciona informacién cuantitativa para una
valoracion dosis-respuesta. Sin embargo, hay que tener en cuenta sus limitaciones, ya que, en
caso de un resultado negativo, este debe ser comprobado usando el GPMT. Esto no ocurre asi
con un resultado positivo, que si que sirve para catalogar una sustancia como sensibilizante
(OECD, 2010).

1.3. Técnicas alternativas a la experimentacion animal

Hace 44 afios que la Unidn Europea firmaba la Convencidon Europea para la Proteccién de
Animales en explotaciones ganaderas. Desde entonces, gracias a numerosas medidas, se ha
convertido en una de las potencias mundiales que mas ha avanzado en el terreno de la ética
animal, tratando de garantizar en todo momento su bienestar (Munoz, 2019).

Mas concretamente, en 2013 entrd en vigor la prohibicidon de ensayos en animales para testar
productos cosméticos y la comercializacion de aquellos cuya produccién haya requerido la
experimentacion animal. Esta fue la culminacidon de una eliminacion progresiva del uso de
modelos in vivo, en la que se llevaba afios trabajando. En 2003, se publicé la Directiva
2003/15/CE que ya prohibia en sus disposiciones la experimentacidén con animales para los
productos cosméticos acabados (UE, 2003). Mas tarde, en marzo de 2009, mediante el
Reglamento (CE) 1223/2009 se amplia la prohibicion a aquellos productos cosméticos cuyos
ingredientes o combinaciones de estos hayan sido testados en animales, asi como la
comercializacién de aquellos productos que contengan ingredientes que hayan requerido el uso
de animales (UE, 2009).

La posicidn actual de Europa, el mayor mercado de cosméticos mundial, sigue siendo la
seguridad para la salud de los consumidores teniendo en cuenta el bienestar animal, y por
consiguiente su objetivo actual es conseguir una supresidn a nivel internacional de la
experimentacién animal en la industria cosmética (UE, 2018).

Gracias a este marco ético y normativo en el que nos encontramos, donde prima la calidad de
vida de los animales sin descuidar la salud humana; y al progreso del conocimiento sobre el
proceso de sensibilizacidon cutdnea, se han desarrollado técnicas alternativas a los modelos in
vivo. Estas técnicas han sido aprobadas por la OECD y forman parte de la estrategia conjunta del
EURL-ECVAM (European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing) para la
sustitucidon de los ensayos con animales. Asi pues, los métodos recomendados por el EURL-
ECVAM para la evaluacién del potencial sensibilizante de un compuesto son DPRA (Direct
Peptide Reactivity Assay), KeratinoSens™ y h-CLAT (human Cell Line Activation Test), cada uno
de los cuales se dirige a un evento clave del AOP de la sensibilizacién. Un método por si mismo
es complicado que reemplace a los modelos animales, por eso, se trabaja con varias técnicas



conjuntamente (Casati etal., 2013). Cabe destacar también, que las tres técnicas fueron
validadas y puestas a punto en nuestro laboratorio (Fombuena, 2019).

1.3.1. Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA)

El DPRA es una técnica in chemico que mide el primer evento clave. Este método cuantifica la
concentracién del péptido lisina o cisteina que queda sin unir, después de 24 horas de
incubacién con el compuesto a testar. Esta cuantificacion se lleva a cabo mediante
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con elucidn en gradiente y un detector UV (OECD,
2019).

Por tanto, esta técnica evalua el proceso de haptenacién, en el que los haptenos electrofilicos
de bajo peso molecular forman complejos hapteno-proteina al unirse de manera covalente a
proteinas transportadoras de la piel, dotando de inmunogenicidad a dicho complejo, que se
vuelve antigénico. En este punto, cabe resaltar una de las limitaciones de esta técnica, ya que se
trata de una técnica in chemico que no implica el uso de células y, por tanto, carece de un
sistema metabdlico. Por esto, no se pueden detectar aquellos haptenos que necesitan una
bioactivacién enzimatica (prohaptenos). En cambio, si que es posible medir aquellos haptenos
que se vuelven sensibilizantes tras una activacién abiética (prehaptenos) (OECD, 2019).

Tal y como refleja la OECD (2019), el método DPRA ha sido evaluado y validado por el EURL
ECVAM, mostrando unos niveles de reproducibilidad de entre el 80-85% y una precisidn para
diferenciar los compuestos sensibilizantes de aquellos que no lo son del 80%, con una
sensibilidad del 80% y una especificidad del 77%.

1.3.2. KeratinoSens™

Esta técnica in vitro tiene como objetivo evaluar el segundo evento clave de la sensibilizacion
cutanea. En concreto, KeratinoSens™ se trata de un ensayo que permite determinar, mediante
la enzima luciferasa, la respuesta de activacion mediada por Nrf2 de los genes dependientes de
ARE (OECD, 2018).

Como podemos observar en la Figura 2, bajo condiciones normales, el factor transcripcional Nrf2
se encuentra unido a Keapl en el citoplasma celular, facilitando asi su ubiquitinacién mediada
por Cul3, su transporte al proteasoma, y, por ultimo, su degradacién. Keap1 es una proteina que
actla como sensor, con una alta cantidad de residuos de cisteina reactivos. El contacto con
pequefias moléculas electréfilas modifica covalentemente los residuos reactivos de cisteina de
Keap1, lo que conlleva su disociacidon de Nrf2. Esto produce una acumulacion de Nrf2 en el
citoplasma y su translocacién al nucleo, donde induce la activaciéon de aquellos genes que
contienen ARE en sus promotores, principalmente genes que codifican enzimas de la fase Il de
detoxificacidon (Natsch, 2010).
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Figura 2. Ruta de activacion de la via Nrf2-Keap1l-ARE. En condiciones normales, Nrf2 y Keapl se
encuentran unidos en el citoplasma celular, lo que favorece la ubiquitinacién de Nrf2 mediada por Cul3 'y
su posterior degradacion proteolitica. Sin embargo, la unién de un sensibilizante electréfilo a los residuos
reactivos de cisteina ocasiona la disociacion del complejo Keapl-Nrf2, translocdndose este ultimo al
nucleo y ejerciendo su funcién de factor transcripcional.

El método KeratinoSens™ utiliza una linea celular adherente e inmortalizada derivada de los
queratinocitos humanos. Se trata de una linea celular que ha sido transfectada con el gen
reportero de la luciferasa, que se encuentra bajo el control transcripcional de un promotor que
contiene el elemento ARE, que también controla el gen humano de respuesta antioxidante
AKR1C2. Asi pues, esto nos permite medir cuantitativamente la induccién del gen de la
luciferasa, lo que muestra la actividad del factor nuclear Nrf2 consecuencia de la exposicion a
compuestos electrofilicos sensibilizantes (OECD, 2018).

De forma paralela a KeratinoSens™, se realizan mediciones de citotoxicidad mediante un ensayo
MTT con el objetivo de asegurarse que la induccidn de la luciferasa tiene lugar a concentraciones
subcitotodxicas.

Esta técnica también ha sido evaluada y validada por el EURL ECVAM, y ha demostrado ser
transferible entre laboratorios, con una reproducibilidad del 85%. Tiene la capacidad de
discriminar un compuesto sensibilizante de uno no sensibilizante, con una precision del 77%,
una sensibilidad del 78% y una especificidad del 76%, en comparacidn con el ensayo LLNA (OECD,
2018).



1.3.3. h-CLAT

Este ensayo in vitro aborda el tercer evento clave de la sensibilizacién cutdnea, es decir, el
cambio de expresién de marcadores de superficie celulares asociado a la activacidon de las células
dendriticas y de los monocitos, especialmente de los marcadores de membrana CD54 y CD86
(OECD, 2018)

Se ha demostrado que, en contacto con compuestos quimicos sensibilizantes, las células
dendriticas aumentan la expresion en su superficie de CD54 y CD86, como parte de su proceso
de activacion y maduracién tras haber entrado en contacto con un hapteno, que concluye con
la presentacidn antigénica a los linfocitos T (Aiba et al., 1997).

De esta manera, el ensayo h-CLAT permite cuantificar estos cambios de expresién de
marcadores de superficie (CD54, CD86) en una linea celular humana de monocitos derivadas de
leucemia o THP-1. Estos cambios se miden, tras 24 horas de exposicién con el compuesto a
testar, mediante citometria de flujo usando anticuerpos que llevan unidos fluorocromos. De
manera adicional se lleva a cabo una medida de la citotoxicidad, para asegurarse que el proceso
de cambio de expresion de los marcadores ocurre en condiciones subcitotéxicas (OECD, 2018).

Como en las técnicas anteriores, el EURL ECVAM se ha encargado de llevar a cabo los estudios
de validacion de la técnica, demostrando ser una técnica transferible entre laboratorios con un
nivel de reproducibilidad de entorno al 80%. Ademads, ha demostrado ser una técnica capaz de
discriminar los compuestos en sensibilizantes o no sensibilizantes, con una precisién del 85%,
una sensibilidad del 93% y una especificidad del 66%, si se compara con el LLNA (OECD, 2018).

1.4. Angiogénesis tumoral

Como ocurre con los tejidos sanos, los tumores necesitan un aporte continuo de nutrientes y
oxigeno, asi como un sistema para deshacerse de los deshechos metabdlicos y del didxido de
carbono. La angiogénesis tumoral, es decir, la proliferacién asociada al tumor de nuevos vasos
sanguineos, cubre estas necesidades del tumor (Hanahan y Weinberg, 2011).

Durante el proceso de la embriogénesis, la formacion de vasos sanguineos se produce mediante
dos procesos consecutivos: vasculogénesis en primer lugar, en el que se forman los vasos
sanguineos a partir de progenitores endoteliales; seguido de la angiogénesis, donde se
desarrollan nuevos vasos a partir de los existentes. En adultos, Unicamente se forman nuevos
vasos sanguineos a través de la angiogénesis, y es un proceso que normalmente se encuentra
inactivo, salvo en procesos fisioldgicos, tales como la curacién de heridas, o en el ciclo
reproductivo femenino. Sin embargo, durante el proceso de angiogénesis del tumor, el
“interruptor angiogénico” se activa y permanece asi, ocasionando el surgimiento continuo de
nuevos vasos sanguineos, favoreciendo asi al sostenimiento y crecimiento del tumor (Hanahan
y Folkman, 1996).

El tumor necesita de este proceso para crecer y poder superar el tamafio de los 2 mm de
didmetro, y para establecer, mediante la sintesis y secrecidn de factores angiogénicos, una red
vascular alrededor del tejido huésped, paso previo requerido para la progresidn y la metastasis
(Talmadge y Fidler, 2010).

Se ha demostrado que este cambio que favorece la angiogénesis se rige por moléculas que o
bien inducen o bien inhiben el proceso de neovascularizacion. Generalmente se trata de
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proteinas de sefializacién que actlan como ligandos de receptores de membrana -tanto
estimuladores como inhibidores- de las células del endotelio vascular. Un ejemplo
representativo de cada uno seria, el factor de crecimiento del endotelio vascular A (VEGFA), que
promueve la angiogénesis, y la trombospondina 1 (TSP-1), que la reprime (Baeriswyl y
Christofori, 2009).

1.4.1. VEGF

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un mitdgeno de las células endoteliales
con capacidad para inducir angiogénesis fisiolégica y patoldgica. Se trata de una familia génica
gue incluye varios factores: VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD y el factor de crecimiento placentario
(PLGF). Todos estos difieren entre si por su funcién bioldgica, la especificidad por los receptores
y por sus perfiles de expresion. El miembro mas caracteristico de esta familia y en el que se
centra este trabajo debido a su rol clave en la angiogénesis es VEGFA (Ferrara et al., 2003).

VEGFA, conocido también como VEGF, es una proteina homodimérica que presenta diversas
isoformas (VEGF121, VEGF145, VEGF143, VEGF165, VEGF183, VEGF189 Yy VEGFZOG) COMmo consecuencia
de las distintas variantes en el splicing alternativo y que también se diferencian por su funcién,
viniendo determinada esta por una mayor o menor afinidad por la heparina, de manera que
presentan propiedades de union a la matriz extracelular o de difusividad, respectivamente (Apte
et al., 2019).

El gen que codifica VEGFA es exclusivo en cuanto a su insuficiencia haploide, es decir, con que
una sola copia del gensea deficiente, el embrién mutante resultante perece durante la
embriogénesis temprana, debido a que se produce una maduracién incompleta que resulta en
una disfuncién del sistema circulatorio. Esto revela la importancia de VEGF y de su concentracion
local en el tejido, que se encuentra regulada de manera muy ajustada durante la embriogénesis,
ya que la mitad de la cantidad de la proteina VEGFA no es suficiente para formar por completo
el sistema circulatorio en el cuerpo (Ferrara y Kerbel, 2005).

1.4.2. VEGFR

Los receptores del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR) pertenecen al conjunto de
receptores tirosina quinasa (RTK). Encontramos tres subtipos mayoritarios de estos receptores:
VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1) y VEGFR-3 (FIt-4) (Shibuya, 2011). La estructura basica de
estos consiste en un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio
citoplasmatico, estructura similar a la de otros miembros de la familia RTK, como el receptor de
PDGF o de FGF. En el caso de los VEGFR, estos contienen un dominio extracelular de
aproximadamente 750 aminodcidos, organizados en siete dominios inmunoglobulinicos (/g-like),
residiendo en el segundo y el tercer dominio la capacidad de unién a su ligando. A continuacion,
encontramos un Unico dominio transmembrana, un dominio yuxtamembrana, un dominio
tirosina quinasa divido en dos, interrumpido por un inserto de quinasa de 70 aminodcidos v,
finalmente, una cola C-terminal (Olsson et al., 2006).

El homodimero VEGFA tiene una afinidad muy alta para VEGFR-1, con una constante de
disociacion (Kd) de entre 10-20 pM, un orden de magnitud mayor que con el VEGFR-2. A pesar
de esto, la actividad tirosina quinasa de receptor VEGFR-1 es diez veces menor que la de VEGFR-
2, siendo este la principal sefal que promueve la angiogénesis por su unién con su ligando
(Sawano et al., 1996). VEGFR-3 pertenece a la misma familia, pero no actia como receptor de



VEGFA, sino que sus ligandos son otras isoformas, tales como VEGFC y VEGFD (Karkkainen et al.,
2002).

VEGFA
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Figura 3. Receptores VEGFR y sus respectivos ligandos.

Como en el resto de los RTK, al unirse el ligando al receptor, se produce la dimerizacion de este
ultimo, activandose asi la actividad quinasa, lo que lleva a una trans-autofosforilacién de ciertos
residuos de tirosina. En concreto, los dominios que resultan autofosforilados son el dominio de
insercidn de quinasa, el segundo dominio quinasay el dominio carboxi-terminal. A continuacion,
estos receptores que han sido autofosforilados, atraen y reclutan ciertas proteinas, lo que da
pie al inicio de cascadas de sefializacion intracelulares mediadas por segundos mensajeros
produciéndose la fosforilacion de otras proteinas, tales como el fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI13K), la proteina quinasa C (PKC), la fosfolipasa C gamma (PLC-y) la sintasa de éxido nitrico
endotelial (eNOS) o la diana de rapamicina en mamiferos (mTOR) (Roa, 2018).

En cuanto al tipo celular que expresan estos receptores, encontramos que tanto VEGFR-1 como
VEGFR-2 se expresan principalmente en células endoteliales. Ademas, se ha demostrado que
VEGFR-1 es expresado también en monocitos, macréfagos y células madre hematopoyéticas, las
cuales expresan también VEGFR-2. El caso de VEGFR-3, encargado de la regulacién de la
linfangiogénesis, su presencia se limita a las células endoteliales del sistema linfatico (Cross
et al., 2003).

Cabe mencionar otro tipo de receptores: las neuropilinas (NRP). NRP-1 y NRP-2, que son
glicoproteinas transmembrana que inicialmente se identificaron como receptores neuronales
de semaforinas de clase 3, cuyo papel es crucial en el desarrollo del sistema nervioso. Su funcién
generalmente se basa en ser correceptores, ya que carecen de dominios cataliticos que les
permitan desencadenar una ruta de sefializacion (Pellet-Many et al., 2008). Ademas, se ha
demostrado que estas moléculas transmembrana, también se encuentran en las células
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endoteliales, actuando como receptores de VEGF vy, por tanto, realizan un papel crucial en
angiogénesis fisioldgica (Parker et al., 2012).

1.4.3. VEGF en el microambiente tumoral

En el contexto del microambiente tumoral, el VEGF liberado de forma paracrina tanto por las
células tumorales como por las células estromales tiene dos funciones principales: estimular la
angiogénesis y aumentar la permeabilidad vascular. En cuanto a la angiogénesis, la uniéon a los
receptores de VEGF activa las vias de sefializacién que permiten la proliferacién y la migracion
de células endoteliales, ademas de capacitarlas para la degradaciéon y el remodelado de la matriz
extracelular. Por otro lado, el aumento de la permeabilidad vascular favorece el depésito de una
matriz compuesta por fibrina, lo que desemboca en un estroma desmopldsico. Contrariamente,
la secrecién autocrina de VEGF por parte de las células tumorales cumple funciones
independientes de la neovascularizacién como la desdiferenciacidon o la transicidn epitelio-
mesenquimal, que lleva consigo un aumento de la capacidad de invasiéon y supervivencia
tumorales (Cao et al., 2012).
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Figura 4. Funciones de VEGF en el ambiente tumoral.

Se ha demostrado que la via de sefalizacidn principal en las células tumorales es la autocrina
(Lee et al., 2012) (Perrot-Applanat y Di Benedetto, 2012), y que se trata de una via regulada en
varios niveles. Asi, la expresién génica de VEGF se ve favorecida por situaciones de hipoxia y por
vias de sefializacién oncogénicas. Referente a la hipoxia, mediante el factor inducible de hipoxia
(HIF) y bajo condiciones de baja tension de oxigeno se induce la expresidon de VEGF. Sumado a
esto, hay una gran variedad de factores de crecimiento, entre los que se incluyen EGF, TGF-q,
TGF-B, KGF, IGF-1, FGF y PDGF, que regulan positivamente la expresion del ARNm del gen VEGFA,
lo que sugiere que la liberacion tanto paracrina como autocrina de estos factores, junto con la
hipoxia, regulan la liberacion de VEGF en el microambiente tumoral (Ferrara et al., 2003). Por
ultimo, ciertas mutaciones oncogénicas, como la supresidon del gen von Hippel-Lindau (vHL),
conllevan también una induccion de la expresion de VEGF (Patard et al., 2009).
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Interesantemente, la hipdtesis de que VEGF seiializa de manera autocrina y contribuye en
ciertas funciones de las células tumorales supone que estas células también expresan en sus
superficies receptores VEGFR y NRP. Asi, se ha dejado atras la idea de que la expresidn de este
tipo de receptores se limitaba Unicamente a células endoteliales, ya que se ha visto que muchos
tipos de tumores expresan estos receptores de VEGF, existiendo incluso una correlacidn entre
su expresién y ciertos parametros clinicos, como la metastasis (Goel y Mercurio, 2013). Por
ejemplo, se ha demostrado que la expresién dependiente de VEGFR-1 de la metaloproteinasa-9
de la matriz en células endoteliales del tumor premetastasico de pulmadn, impulsa la metastasis
pulmonar (Kaplan et al., 2005).

Cabe destacar también la influencia del VEGF en las células inmunes del microambiente tumoral.
Estas células, como es el caso de algunos linfocitos T reguladores, pueden presentar receptores
para VEGF, por tanto, su funcién depende de la sefalizacidon por VEGF, de manera que queda
afectada la respuesta antitumoral del sistema inmune del huésped (Goel y Mercurio, 2013).

1.4.4. Inhibidores de la angiogénesis como estrategia contra el cancer

Gracias a este conocimiento sobre la neoangiogénesis tumoral y al papel de VEGF/VEGFR, ya en
los afios 70 se teorizd sobre la importancia de inhibir este proceso con el objetivo de limitar al
maximo la progresiéon tumoral, especialmente de aquellos canceres mads agresivos. Se abrié asi
una nueva puerta en el tratamiento contra el cdncer, centrando los esfuerzos en una estrategia
antiangiogénica que pueda servir como una alternativa a la quimioterapia tradicional o como un
complemento de esta. Hasta la fecha, se han descubierto mas de 300 inhibidores de la
angiogénesis, los cuales se pueden clasificar en tres grupos dependiendo de las distintas etapas
del proceso angiogénico a las que se dirigen (Foldevila, 2004):

-Inhibidores directos de las células endoteliales, que provocan su apoptosis

-Inhibidores de la cascada de sefializacidn, que interfieren tanto en la produccion de VEGF, en
su union a su receptor, como en el propio receptor VEGFR. Dentro de este grupo, cabe destacar
los inhibidores dirigidos a los dominios quinasa, que, a su vez, se dividen en tres tipos principales
que se diferencian en el sitio de unién al receptor.

-Por ultimo, se encuentran los inhibidores que tienen como objetivo las metaloproteinasas,
bloquedndolas y evitando asi la degradacion de la matriz extracelular.

1.5. Sunitinib

Debido al éxito de inhibidores quinasa en la terapia contra el cancer, en concreto del mesilato
de imatinib (Gleevec; Novartis), se han desarrollado mas moléculas inhibidoras de quinasa, mas
concretamente inhibidores de multiples quinasas, ya que se ha visto que proporcionan una
actividad antitumoral efectiva con una toxicidad aceptable. De esta manera, y gracias a los datos
obtenidos de modelos preclinicos de que la inhibicién de los receptores VEGFR representa una
diana farmacoldgica para evitar el crecimiento y la progresién tumorales, se identificd sunitinib
(Atkins et al., 2006) que ademas de ser un potente inhibidor, presenta buenas caracteristicas de
union a proteinas, solubilidad y biodisponibilidad (Sun et al., 2003).

Sunitinib (Sutent; Pfizer) es una pequeiia molécula derivada del indol (Figura 5) que actia como
inhibidor de multiples receptores de tirosina quinasa (TKI), entre los que se encuentran: el
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receptor del factor de células madre (c-kit), el receptor del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGFR), el receptor del factor neurotréfico derivado de la glia, el receptor del factor
estimulante de colonias 1 (CSFR1), el receptor tirosina quinasa 3 similar a FMS (FLT3), y VEGFR
(Kim et al., 2014).
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Figura 5. Estructura quimica de sunitinib.

1.5.1. Mecanismo de accidn

Sunitinib se engloba dentro de los inhibidores de tipo | de VEGFR y el mecanismo por el cual
actua es el siguiente: en primer lugar, el compuesto penetra en la célula para, a continuacidn,
entrar en competencia con el ATP para unirse al dominio en forma de bolsillo de unién al ATP
de VEGFR. De esta manera, impide la activacién del receptor, de modo que tanto la fosforilacidn
como la activacion de la ruta de sefializacién aguas abajo quedan interrumpidas (Delbaldo et al.,
2012).

Las tirosina quinasas transfieren covalentemente un grupo fosfato de un ATP donador a residuos
de tirosina de otras proteinas. Para que tenga lugar esta reaccion, se necesitan tres sitios: sitio
de unién al ATP, un dominio catalitico para la trasferencia del grupo fosfato y un sitio de unién
para el sustrato. En este caso, tras la union del ligando al VEGFR se produce la dimerizacion, que
permite a los dominios quinasa intracelulares orientarse de manera precisa y que se produzca
la autofosforilacion (Carda, 2015).

Asi pues, el dominio quinasa de los VEGFR adquiere especial importancia para la actividad
inhibitoria de ciertos antineoplasicos. Se trata de una estructura bilobular, compuesta por un
I6bulo N pequefio y un Iébulo C grande, en la interfaz de los cuales se encuentra el bolsillo de
unién al ATP. Ambos Iébulos se encuentran unidos por un bucle llamado bisagra y la unién del
ATP depende de la conformacién de estos tres Idbulos (Modi y Kulkarni, 2019).
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El bolsillo de unidn al ATP del receptor estd repartido en tres regiones: dos regiones hidrofdbicas
(HYD) y una regioén hidrofilica. Los inhibidores competitivos de tipo I, entre los que se encuentra
sunitinib, se unen a la regién HYD-Il, que es el sitio de unidn a la adenina, formando enlaces de
hidrégeno con aminoacidos de la region de la bisagra (Huang et al., 2012).

1.5.2. Uso terapéutico

Sunitinib es un antineoplasico de via oral que alcanza la concentracidn plasmdtica maxima entre
6 y 12 horas después de su ingesta. El estado de concentraciones estables de sunitinib en el
plasma se alcanza tras 10-14 de tratamiento a la dosis diaria de 25-50 mg/mL, siendo el rango
de concentraciones plasmaticas efectivas entre 62,9 y 101 ng/mL (Pfizer Labs, 2006). Es por esto,
gue en este trabajo las concentraciones empleadas para testar este farmaco fueron de 20, 100
y 500 ng/mL, concentraciones que se encuentran alrededor de las plasmaticas.

La FDA ha aprobado el uso de sunitinib en los siguientes casos (FDA, 2017):

a) El tratamiento del tumor estromal gastrointestinal (GIST) tras su progresion y
metdstasis, o en caso de intolerancia al mesilato de imatinib.

b) El tratamiento del carcinoma de células renales (RCC) avanzado, o como adyuvante en
aquellos pacientes adultos que sufren un riesgo elevado de presentar RCC tras una
operaciéon de nefrectomia.

c) Eltratamiento de tumores neuroendocrinos pancreaticos (pNET) en aquellos pacientes
que presentan estos tumores bien diferenciados en un estado avanzado de progresién
local o metastasico, donde es imposible su eliminacién mediante cirugia.

1.5.3. Estudios de toxicidad cutanea

Los efectos de toxicidad cutdnea por sunitinib suelen aparecer después de 3-4 semanas de
tratamiento (Faivre et al., 2006). De entre los numerosos efectos secundarios asociados a la piel,
entre los que se encuentran el sindrome mano-pie, eritemas multiformes o el sindrome de
Stevens-Johnson, vamos a destacar el rash, es decir, una erupcidn cutanea con lesiones dérmicas
cuya causa puede ser la dermatitis de contacto (Kollmannsberger et al., 2007).

Los ensayos clinicos realizados por la propia compaiiia farmacéutica, en los que participaron
7.527 pacientes de GIST, RCC y pNET pusieron de manifiesto que la prevalencia de rash a causa
del sunitinib fue de entre el 14 al 29 %, dependiendo del tipo de tumor tratado (Pfizier, 2017).

De un estudio realizado entre 2006 y 2011 en la Republica Checa, en el que se analizd la toxicidad
cutanea de 811 pacientes de RCC tratados con sunitinib, el 7,2% presentaba una toxicidad
dermatoldgica significativa, de los cuales 8 pacientes (1,1%) mostraban un rash severo (Poprach
et al., 2012).

La informacién recabada en otro estudio clinico actualmente en fase Ill, muestra que, un total
de 47 pacientes (11,1%) han desarrollado rash cutaneo, 2 de los cuales (0,5%) suponen un grado
3 o superior (Rini et al., 2019).
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Todos estos datos, llevan a pensar que los efectos tdxicos sobre la piel de sunitinib son
considerables, y que los modelos in vitro e in chemico que se abordan en este trabajo deberian
mostrar su positividad para toxicidad cutdnea. Y asi, sentar las bases de una estrategia
alternativa de prediccién del potencial sensibilizante de antineopldsicos, para evaluar los
beneficios frente a los posibles riesgos en fase preclinica y sin el uso de animales de
experimentacion. Ademds, cabe destacar que ciertos estudios informan sobre la correlacion
entre el daino dérmico, mds o menos severo, con la eficacia del farmaco y la supervivencia de los
pacientes, es decir, a mas toxicidad cutdnea, mayor supervivencia general o libre de progresion
(Poprach et al., 2012), lo que realza la importancia de predecir con anterioridad la sensibilidad
cutanea.

1.6. Bevacizumab

Para suplir la necesidad de encontrar nuevas terapias que eviten la sefializacion de VEGF, se han
generado varios anticuerpos monoclonales murinos, utilizando VEGF humano recombinante
como inmundgeno. En concreto, se han producido cuatro anticuerpos monoclonales (A3.13.1,
A4.6.1, B4.3.1 y B2.6.2), de entre los cuales destaca A4.6.1 por su alta afinidad y su capacidad
de unirse a mas isoformas de VEGF (Kim et al., 1992).

Hace ya mds de 20 afios, en 1997, y con el fin de prevenir los efectos inmunolégicos adversos
derivados de emplear anticuerpos murinos en humanos y de aumentar su vida media, se llevd a
cabo la humanizacién del anticuerpo murino anti-VEGF A4.6.1, el anticuerpo predecesor a
bevacizumab en ratones (Presta et al., 1997). Este avance permitié la aprobacién en 2004 por
parte de la FDA de Avastin -cuyo principio activo es bevacizumab- convirtiéndose en el primer
tratamiento antiangiogénico general para pacientes con tumores en estado avanzado (Ecker
et al., 2015).

Bevacizumab (Avastin, Genentech-Roche) es un anticuerpo monoclonal IgG1 humanizado que
reconoce y se une especificamente al VEGFA, incluyendo todas sus isoformas y los fragmentos
proteoliticos bioactivos (Sousa et al., 2017).

1.6.1. Mecanismo de accidn

El mecanismo de accidn de bevacizumab es simple: neutraliza el factor de crecimiento VEGF de
forma que inhibe la interaccién de este factor con su receptor, evitando su activacion (Muller
et al., 1998).

Gracias a técnicas de cristalografia, se ha determinado tanto la estructura de bevacizumab,
como del complejo que forma con VEGF, permitiendo esclarecer de manera mas precisa su
mecanismo de accidn. Aun cuando los residuos criticos de unién de VEGF con su receptor son
distintos de aquellos que permiten su unién al anticuerpo, todos ellos ocupan una regién comun.
Esto quiere decir que el efecto neutralizante del anticuerpo consiste en un bloqueo alostérico
del factor de crecimiento con su receptor, ya que el epitopo de unién con el anticuerpo se
superpone con el epitopo de unidn al receptor (Muller et al., 1998).
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Figura 6. Esquema de los mecanismos de accion de bevacizumab y sunitinib.

1.6.2. Uso terapéutico

Bevacizumab es un farmaco que se administra mediante una infusién intravenosa y que alcanza
su pico de concentracién tras los 14 dias, siendo su farmacocinética lineal en el intervalo de dosis
1 a 10 mg por kg. La concentracion maxima alcanzada es de aproximadamente 284 pg/mL. Por
tanto, las concentraciones probadas en este estudio fueron 100, 300 y 600 pug/mL (FDA, 2013).

Este antiangiogénico esta indicado para tratar los siguientes casos (FDA,2018):

a)

Cancer colorrectal metastasico (mCRC), junto con una quimioterapia que presente algin
farmaco fluoropirimidinico, siendo la primera o la segunda linea en el tratamiento de
este tumor.

Cancer de pulmén no microcitico de células no pequefias avanzado (NSCLC), en
combinacion con paclitaxel y carboplatino.

Cancer renal metastasico (mRCC) con interferdn a.

Glioblastoma (GBM)

Carcinoma avanzado o metastdsico de cérvix uterino, junto con paclitaxel mas cisplatino
o paclitaxel mas topotecan.

Cancer de ovario, en combinacion con carboplatino y paclitaxel, seguido de un
tratamiento Unicamente con bevacizumab. También se emplea en los carcinomas
avanzados del epitelio ovdrico, las trompas de Falopio o del peritoneo primario.
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1.6.3. Estudios de toxicidad cutanea

En pacientes que han recibido bevacizumab junto con quimioterapia (paclitaxel, carboplatino)
se han observado una serie de efectos adversos, entre los que se encuentran un conjunto de
reacciones alérgicas relacionadas con la piel, con manifestaciones clinicas frecuentes como
enrojecimiento, erupciones, sequedad, descamacion e inflamacién (Roche, 2017).

Durante los ensayos clinicos llevados a término para la aprobacién del fdrmaco, concretamente
en el ensayo GOG-0213, los datos mostraron que 75 pacientes que recibieron un tratamiento
conjunto de bevacizumab con carboplatino y paclitaxel (23%) presentaron un rash exfoliativo,
en contraposicién con el 16% de pacientes cuyo tratamiento consistia Unicamente en
carboplatino y paclitaxel (FDA, 2019).

En el ensayo clinico E4599, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes tratados con paclitaxel-carboplatino o con paclitaxel-carboplatino-bevacizumab,
presentando estos ultimos sintomas como rash o descamacion de la piel del 2,3%, frente al 0,5%
del grupo sin bevacizumab (Sandler et al., 2006).

Otro estudio en fase lll realizado en los Paises Bajos, en el que se queria determinar la eficacia
del tratamiento de mantenimiento con capecitabina junto con bevacizumab para el mCRC,
muestra efectos tdxicos relacionados con la piel. Los resultados obtenidos detectaron que el
23% de los pacientes que se sometieron a este tratamiento de mantenimiento presentaron
reacciones cutaneas mano-pie, en comparaciéon con ningun paciente dentro del grupo de
observacién sin tratamiento (Simkens et al., 2015).

Al igual que ocurria con sunitinib, existen estudios que correlacionan la severidad del dafio
cutaneo producido por ciertos anticuerpos empleados contra en cancer, como cetuximab,
bevacizumab o panitumumab, con la supervivencia general o libre de progresién (Price et al.,
2016).
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2. OBIJETIVOS

e Estudiary evaluar el potencial sensibilizante de dos fdrmacos antineoplasicos — sunitinib
y bevacizumab- mediante las técnicas in chemico e in vitro DPRA, KeratinoSens™ y h-
CLAT.

e Determinar la adecuacién y la conformidad de estas técnicas para la evaluacién del
potencial sensibilizante de determinados farmacos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Farmacos

Los farmacos empleados para el estudio de sensibilizacion fueron los antineoplasicos Sunitinib
(Selleckchem, S7781) y Bevacizumab (Selleckchem, A2006), a las siguientes concentraciones:

Tabla 1: Farmacos utilizados y sus concentraciones

Farmaco ‘ Concentraciones
Sunitinib (ng/ml) 20 100 500
Bevacizumab (ug/ml) 100 300 600

3.2. Cultivos celulares

Se llevaron a cabo en una sala de cultivos celulares, equipada con campanas de flujo laminar,
incubadores y zona de vestuario, para incorporar los EPI al trabajador (guantes, gafas, gorro,
bata y peucos). En esta sala, se trabaja reproduciendo condiciones de laboratorio de
bioseguridad de nivel 2.

3.2.1. Cultivo rutinario linea celular KeratinoSens

Para mantener el cultivo rutinario de KeratinoSens (Givaudan Schweiz AG) se emplearon frascos
de 75 cm? con medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), low glucose, GlutaMAX™
Supplement, pyruvate (Gibco, 11570586) 9,1% Fetal Calf Serum (FCS) (Amimed, 2-01F00-1) con
Geneticin™ Selective Antibiotic (G418 Sulfate) (50mg/mL) (Gibco, 11558616) y se dejaron crecer
a unas condiciones de 5% de C02, 372C y un 95% humedad hasta alcanzar la confluencia celular
deseada, en este caso 80-90%.

3.2.2. Cultivo rutinario linea celular THP-1

Para mantener el cultivo rutinario de la linea celular THP-1, los frascos empleados fueron de 175
cm? con el medio RPMI-1640 (ATCC, 30-2001) suplementado con un 10% de Fetal Bovine Serum
(FBS) (GE Healthcare Life Sciences, SV30160.03), con una mezcla de 100 unidades/mL de
penicilina y 100pug/mL de estreptomicina (Lonza, DE 17-602E). Se dejaron crecer los monocitos
manteniendo unas condiciones de 5% de CO2, temperatura de 372C y 95% humedad, hasta
alcanzar la confluencia deseada.
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3.3. Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA)

Para llevar a cabo el ensayo DPRA se prepararon dos soluciones peptidicas en fresco justo antes
de su incubacion con el compuesto a testar: una solucidon que contenia péptidos sintéticos de
cisteina (Ac-RFAACAA-COOH) (Genosphere Biotechnologies), y la otra con péptidos sintéticos de
lisina (Ac-RFAAKAA-COOH) (Genosphere Biotechnologies). Para la primera solucion se empled
un tampdn fosfato a pH 7,5 para alcanzar una concentracion final de 0,667 mM, mientras que
para conseguir la solucién del péptido de lisina a la misma concentracién se usé tampon de
acetato de amonio a pH 10,2. Por otra parte, la preparacion del compuesto a testar, en este caso
sunitinib, se realizé a varias concentraciones (20, 100, 500 ng/mL) en un vial de vidrio (Agilent
Technologies, 5190-9062) y se incubaron con las soluciones peptidicas de cisteinay lisina en una
proporcién de 1:10 y 1:50, respectivamente, en condiciones de oscuridad y temperatura de
25+2,52C durante 24+2 horas previas a la ejecucion del analisis mediante HPLC.

Como incidencia, cabe resaltar el hecho de que el analisis mediante la técnica de DPRA no se
realizd para el antineoplasico bevacizumab, ya que se trata de un anticuerpo cuyo tamafo
imposibilita su paso por la columna del HPLC, segiin marca la OECD.

Como control de referencia (C) se usé una disolucion que contenia el péptido y en la que el
compuesto a testar o el control se sustituyd por el disolvente empleado. Adicionalmente, se
emplearon como controles positivos el 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB) (Sigma Aldrich, 237329-
10G) y el aldehido cinamico (Sigma Aldrich, W228613-100G-K); y el acido lactico (Sigma Aldrich,
W261114-1KG-K) y la 6-metilcoumarina (Sigma Aldrich, W269905-100G-K) como controles
negativos.

Con el fin de poder interpolar los resultados obtenidos, se realizd6 de manera previa una curva
de calibracién estandar para cada uno de los péptidos. Se prepararon 6 diluciones seriadas tanto
para la cisteina como para la lisina, de manera que el rango de concentraciones iba de 0,534 a
0,0167 mM, incluyendo un séptimo valor STD7 que constituia el blanco del tampdn de dilucién.

Ademas, para asegurarse de la correcta ejecucidén del experimento se tuvieron en cuenta los
siguientes criterios de aceptacion marcados por la OECD:

a) Larecta de calibracién estdndar debe tener una r? > 0,99.

b) El valor de la media de la deplecién peptidica de las tres réplicas del control positivo
(aldehido cindmico) debe ser tener un valor entre el 60,8% y el 100% en el caso de la
cisteina.

c) El coeficiente de variacién (CV) del area del pico del control de referencia C en
acetonitrilo debe ser menos del 15%.

d) La desviacion estandar maxima entre las réplicas del compuesto debe ser <14,9% para
el porcentaje de deplecidn de la cisteina.

e) La media de la concentracién peptidica de los 3 controles de referencia C en su
disolvente adecuado debe ser 0,5+0,05mM.

El porcentaje de deplecion peptidica se monitorizé6 mediante HPLC (Shimadzu 10AD) compuesto
por bomba (Shimadzu 10AD), autoinyector (Shimadzu 10AD), horno de columna (Waters) y y un
detector UV (Shimadzu 10AV), que midid el area bajo la curva a una longitud de onda de 220nm.
La columna utilizada fue una columna de fase reversa Zorbax SB-C-18 2,1mm x 100mm x 3,5um
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(Agilent, 861753-902). La fase mavil se prepard con 50% de 0.1% (v/v) acido trifluoroacético en
aguay 50% de 0.085% (v/v) acido trifluoroacético en acetonitrilo y se mantuvo a una T2 estable
de 302C y a un flujo de 0.35 mL/min. Para cada muestra se realizd un gradiente lineal de 10 a
25% de 0.085% (v/v) acido trifluoroacético en acetonitrilo durante los primeros 10 minutos, a
continuacién, se incrementd rdpidamente a 90% de acetonitrilo para eliminar posibles restos de
muestra de la columna y finalmente se reequilibré con la fase movil de inicio durante 5 min. El
volumen de muestra inyectado fue de 10uL. El tiempo de retencién de la cisteina fue de 8,5 min.

Se calculd la concentracién de péptido de cisteina como el drea del pico, es decir, el drea debajo
de la curva, interpolando gracias a la curva de calibrado estandar previamente realizada. A
continuacién, el porcentaje medio de deplecidn peptidica fue determinado para cada
compuesto mediante la siguiente féormula:

. e Area del pico (muestra)
% Deplecién peptidica = |1 — x 100

Media del drea de los controles C

Por ultimo, los datos obtenidos se interpretaron siguiendo el modelo de prediccion de DPRA,
como podemos observar en la Tabla 2:

Tabla 2. Modelo de prediccion de DPRA basado en el porcentaje de disminucion peptidica de la
cisteina.

Media del % de la deplecion

.. Tipo de reactividad Prediccion de DPRA
de cisteina

Reactividad nula o

0% < % deplecidn cisteina < 13,89% . Negativo
minima
13,89% < % deplecidn cisteina < 23,09% Reactividad baja
23,09% < % deplecidn cisteina < 98,24% Reactividad moderada Positivo
98,24% < % deplecidn cisteina <100% Reactividad alta

3.4. KeratinoSens™

Tras haber alcanzado una confluencia aproximada de entre 80-90%, las células se tripsinizaron
con TrypLE™ Select Enzyme (1X) (Gibco, 12563029). Acto seguido, se sembraron a una densidad
celular de 10000 células/pocillo en 4 placas de 96 pocillos, 3 de las cuales eran opacas (Greiner
Bio-One, 655083) para el experimento de luminiscencia, y 1 placa transparente (Sigma Aldrich,
CLS3595-50EA) para el ensayo de MTT. Las células se mantuvieron en el incubador durante 24
horas en medio DMEM 9,1% FCS sin antibiéticos. Pasado este tiempo, se retird el medio y se
sustituyd por el medio DMEM 1% FCS sin antibidticos que contenia el compuesto determinado
a las diferentes concentraciones, dejandolas incubar durante 48 horas en unas condiciones de
37°C de temperatura y una atmosfera al 5% de CO,. Una vez transcurrido este intervalo de
tiempo, se llevaron a cabo los ensayos de luminiscencia y MTT.

En primer lugar, con el fin de llevar a cabo el ensayo de la actividad de la luciferasa se empled el
kit Luciferase Assay System 10-pack (Promega, E1501) y el Passive Lysis 5X Buffer (Promega,
E1941). El primer paso realizado fue aspirar el sobrenadante de las placas y realizar dos lavados
con Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) (Biowest, L0615-500) para asi eliminar
cualquier resto de medio. Seguidamente, en cada pocillo se afiadieron 20 pL de la solucidn de
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lisis 1X dejando incubar 20 minutos en agitacidon y a temperatura ambiente. Inmediatamente
después, y sin retirar la solucion de lisis, se adicionaron 50 uL del sustrato y se procedid a la
lectura de la luminiscencia con el luminédmetro (LUMIstar Omega, BMG Labtech).

Por ultimo, se realizd el ensayo de citotoxicidad MTT, para el cual, pasadas las 48 horas de
incubacién, el medio fue reemplazado por 200 pL de medio fresco DMEM con 1% de FCS sin
antibioticos. A continuacidn, a cada pocillo se afiadieron 27 pL de una solucién de Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma Aldrich, M2128-1G) a una concentracidon de 5 mg/mL en
DPBS. Las células se dejaron incubando durante 4 horas a 372Cy un 5% de CO,. Transcurrido el
tiempo, se retird el medio y se incorporaron 100 uL de dimetilsulfoxido (DMSO) por pocillo,
dejando las placas en agitacién durante 10 minutos, para, finalmente, medir la absorbancia a
600 nm en el espectrofotémetro (Infinite M200, Tecan).

En cuanto a los controles empleados en esta técnica, como controles positivos se usaron el DNCB
(Sigma Aldrich, 237329-10G) y el aldehido cinamico (Sigma Aldrich, C80687-25G). De entre las
sustancias no sensibilizantes empleadas como controles negativos, se empled el acido lactico
(Sigma Aldrich, W261114-1KG-K) y el isopropanol (Sigma Aldrich, 19516-25ML).

A partir de los datos obtenidos en las dos pruebas, se obtuvieron los siguientes parametros:
- La induccién de la actividad de la luciferasa, que se calculéd mediante la siguiente ecuacién:

I _ Linuestra = Lpianco
max —

Lsolvente - Lblanca

Donde

Lmuestra €5 la lectura de luminiscencia del pocillo del compuesto testado.

Loianco €S la lectura de luminiscencia del pocillo blanco que no contiene ni células ni compuesto.
Lsovente €S la media de las lecturas de los pocillos del control negativo, que contienen células y
solvente (medio).

- Para el calculo del valor de la ECy15, que representa la concentracidon para la cual la induccién
de la actividad de la luciferasa supera en 1,5 veces el umbral con respecto al solvente, se empled
la siguiente ecuacidn:

15 — I,

EC15 = (Cy — Cy) X (—
Ib - Ia

) + Ca

Donde

Ca  eslaconcentracion mas pequefia con una Imax> 1,5.

Cb es la concentracion mas grande con una Imax< 1,5.

la es el valor de Imax para la concentracién menor con una Imax> 1,5 (Ca).
Ib es el valor de Imaxpara la concentracion mayor con una Imax< 1,5 (Cb).

- La viabilidad celular obtenida en el ensayo de MTT se calculé mediante la siguiente formula:

Viabilidad = (Vinuestra — Vbianco)
(Vsolvente - Vblanco)
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Donde

Vmuestra €5 |la lectura de la absorbancia del MTT en el pocillo del compuesto testado.

Vbanco €5 la lectura de la absorbancia del MTT en el pocillo blanco que no contiene ni células
ni compuesto.

Vsovente €S la media de las lecturas de la absorbancia de los pocillos de control negativo, que

contienen células y solvente (medio).

- Los valores de concentracion de ICsp e 1Cs0, es decir, la concentracion para la cual se induce una
reduccion de la viabilidad celular del 50% y del 30%, respectivamente, se calcularon con la
siguiente ecuacion:

(100 — X) — v,

Up — Vg

ICy = (Cy— a)x( )+ca

Donde

X esel % de reduccién a la concentracion que se debe calcular (50 parala ICsoy 30 para la
IC30).

Ca esla concentracién mas baja con una reduccion de la viabilidad > X%.

Co eslaconcentracidon mas alta con una reduccion de la viabilidad < X%.

Va es el % de viabilidad a la concentracion menor con una reduccién de la viabilidad mayor
del X% (Ca).

Vb es el % de viabilidad a la concentraciéon mayor con una reduccién de la viabilidad menor del
X% (Cb).

Se tuvieron en cuenta los siguientes criterios de aceptacién para poder considerar el
experimento de KeratinoSens™ como vdlido:

a) Lainduccidn de la actividad de la luciferasa para el control positivo, es decir, el aldehido
cindmico, debe ser estadisticamente significativa por encima del umbral de 1,5 (prueba
t de Student), en al menos una de las concentraciones.

b) El valor de la EC1.5 del aldehido cinamico debe estar entre 7 y 30 uM. Asimismo, la
media de las tres réplicas de la induccion del aldehido cindmico para la mayor
concentracion (64uM) debe estar entre 2 y 8.

c) El coeficiente de variacién de la lectura de la luminiscencia para el control del solvente
debe ser menor del 20% en cada réplica.

Ademas, para poder considerar una prediccidén positiva para KeratinoSens™, se deben cumplir
las siguientes condiciones, en las 2 repeticiones del experimento o en 2 de las 3 repeticiones, en
caso de discrepancia entre la primera y la segunda repeticién:

e La Imsx debe ser igual o mayor de 1,5 y estadisticamente significativa en comparacion
con el control negativo.

e La viabilidad celular debe ser mayor del 70% para la concentracion mas baja del
compuesto con una Ims 2 1,5.

e LaEC1.5 debe ser menor de 1000 pM o 200 pg/mL.

e Debe haber un incremento dosis-respuesta en la luminiscencia.
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3.5. h-CLAT

El punto de partida fue recuperar los monocitos THP-1 mediante una centrifugacién a 1200 rpm,
para poder sembrarlos en placas de 24 pocillos (Corning, 3526) a una densidad celular de 500000
células/pocillo. Una vez sembradas las placas, se dejaron en el incubador durante media hora
para que las células se estabilizaran. El siguiente paso fue anadir a cada pocillo tanto los
compuestos a testar como los controles determinados, que en este caso fueron el isopropanol
(Sigma Aldrich, 19516-25ML) y el acido lactico (Sigma Aldrich, W261114-1KG-K) como controles
negativos, y el sulfato de niquel (Sigma Aldrich, N4882-1KG) y el DNCB (Sigma Aldrich, 237329-
10G) como controles positivos. La manera de proceder fue la siguiente: por cada condicion, ya
sea farmaco o control, se contaba con 3 pocillos, uno se empled para detectar CD86, uno para
CD54 y otro para el control de isotipo de la IgG. Tras esto, las placas se dejaban incubar durante
24 horas a 372C y una atmdsfera al 5% de CO..

Al dia siguiente, transcurridas las 24 horas se agitaron ligeramente las placas para resuspender
los monocitos y se transfirid el contenido de cada pocillo a un tubo eppendorf diferente, de
manera que el volumen de cada pocillo ahora se encuentra en un tubo distinto. Estos tubos se
centrifugan durante 5 minutos a 42C y a 1500 rpm, descartando el sobrenadante y
resuspendiendo el pellet en un tampdn de bloqueo con globulina al 0,01% (Sigma-Aldrich,
G2388-10G) en Staining Buffer (Invitrogen, 00-4222-26). Se dejé incubar durante 15 minutos a
una temperatura de 42°C.

Una vez pasado ese tiempo, se centrifugd y se retiré6 completamente el sobrenadante para
afiadir 50 pL de la solucién de anticuerpos. Esto se trata de una solucién de tincidon que contiene
anticuerpos monoclonales anti-humano conjugados con fluoresceina isocianato (FITC) en
diferentes proporciones: CD86 (Dako, F7205) en una dilucidon 3:25 (v/v), y CD54 (Dako, F7143) e
IgG (Dako, X0927) en una dilucién 3:50 (v/v) en Staining Buffer. Asi pues, cada respectiva
solucidn se afiadié en el tubo correspondiente, es decir, la solucién anti-CD86 se adiciond en el
tubo de CD86, y asi sucesivamente. Una vez hecho, se dejo incubando en oscuridad durante 30
minutos a 42C. A continuacidn, se centrifugd, se elimind el sobrenadante y se realizaron dos
lavados con el Staining Buffer con centrifugaciones intermedias entre cada lavado. En la dltima
de estas, el sobrenadante fue retirado y se resuspendié en 300 uL de Staining Buffer, para
después afiadir 2 pL de yoduro de propidio (P1) (Sigma Aldrich, P4170-100MG) (1mg/mL) a cada
eppendorf. Por Ultimo, se preparé una placa transparente de 96 pocillos (Corning, 3590) a la que
se transfirié el contenido de los tubos, y la cual se introdujo en el citdometro de flujo (BD LSR
Fortessa X-20), para poder medir la intensidad de fluorescencia de los marcadores de superficie
de los monocitos THP-1.

Con el fin de evaluar la expresion de CD86 y CD54 en la superficie celular, se calculé la media
geométrica de la intensidad de fluorescencia (MFI) y la intensidad de fluorescencia relativa (RFI)
tanto de CD86 como de CD54. Para el calculo de esta, se empled la siguiente ecuacion:

R MFI de las cél. tratadas — MFI del control isotipo de las cél. tratadas 100
= X
MFI de las cél. control — MFI del control isotipo de las cél. control
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Para poder estimar como valido un experimento de h-CLAT, se tuvieron en cuenta los siguientes
criterios de aceptacion:

a)

b)

c)

La viabilidad de los controles negativos debe ser mayor del 90% vy la intensidad relativa
de fluorescencia (RFI) no debe superar los parametros positivos, es decir, mayor del
150% para CD86 y del 200% para CD54.

Para el control positivo DNCB, la intensidad relativa de fluorescencia (RFI) debe ser
mayor del 150% para el CD86 y del 200% para el CD54. Ademas, la viabilidad celular no
debe ser menor del 50%.

La viabilidad celular del compuesto a testar debe superar el 50%.

Asi, una prediccion de h-CLAT se considera positiva, si se cumple como minimo una de las
siguientes condiciones en 2 de 2 repeticiones, o en 2 de 3 repeticiones si es necesaria una tercera
repeticidon para solucionar posibles discrepancias entre la primera y la segunda repeticion:

La intensidad relativa de fluorescencia (RFI) de CD86 debe ser > 150% en al menos una
de las concentraciones probadas, y la viabilidad celular debe ser > 50%.
La intensidad relativa de fluorescencia (RFI) de CD54 debe ser > 200% en al menos una
de las concentraciones probadas, y la viabilidad celular debe ser > 50%.

De manera adicional, en aquellos compuestos cuya prediccion fue positiva, se emplearon sus
valores de la RFI obtenidos, y se calculd la concentracion minima que induce una respuesta
sensibilizante positiva. Para el CD86 se empled una RFI del 150% (EC150), mientras que, para el
CD54, una RFI de 200% (EC200), utilizandose las siguientes férmulas:

Donde

Aconc

150 - BRFI

EC150 (para CD86) = B +|——
cone (ARFI - BRFI)

X (Aconc - Bconc)]

200 — Bgp;

— X (4 - B
(ARFI — BRFI) ( conc conc)]

EC200 (para CD54) = Beope + [

es la concentracién mas pequeia para la que se obtiene una RFI>150 (CD86) o 200

(CD54).

Bconc

ARrFi
Brri

es la concentracion mas alta para la que se obtiene una RFI<150 (CD86) o 200 (CD54).
es el valor de RFI para la concentracién mas baja con un RFI>150 (CD86) o 200 (CD54)
es el valor de RFI para la concentraciéon mas alta con un RFI<150 (CD86) o 200 (CD54).
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4. RESULTADOS

4.1. Sunitinib

Tras pasar las muestras por el HPLC, los datos de las areas bajo la curva de los picos fueron
interpretados y se calculd el porcentaje de deplecion de la cisteina (Figura 6).

% disminucién cisteina

Figura 7. Andlisis de la disminucién peptidica de la cisteina tras 24 horas de incubacién con los
compuestos. Sunitinib; aldehido cindmico y DNCB como controles positivos, y 6-metilcoumarina y acido
lactico como controles negativos.

Como se puede observar en la Figura 6, en el caso del 6-metilcoumarina y el acido lactico, no se
supera el umbral de deplecién > 13.89% y, por tanto, estos compuestos se clasifican como no
sensibilizantes. No es el caso del aldehido cinamico y el DNCB donde los valores de deplecion
estan por encima del 70%, por lo que, dichos compuestos, si que son sensibilizantes y tienen
una reactividad moderada y fuerte, respectivamente. En el caso de sunitinib, a una
concentracién de 0.5 mM, el compuesto no se considera sensibilizante al no tener un porcentaje
>13.89% de deplecion, sin embargo, a partir de concentraciones mayores como 1 mM, se puede
observar cdmo aumenta el porcentaje de deplecidn siguiendo una correlacidn dosis-respuesta
y considerandose sensibilizante con una reactividad moderada (entre 23,09% y 98,24%)

En cuanto a la técnica de KeratinoSens™, una vez realizados los dos ensayos, el de luminiscencia
y el MTT, los resultados obtenidos se analizaron y se representaron como se muestra en la Figura
7.
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Figura 8. Efectos de sunitinib sobre la linea celular KeratinoSens. Representacion de la actividad de la
luciferasa (Imax) (A) y de la viabilidad celular (B) tras 48 horas de incubacién con sunitinib y los controles

correspondientes: aldehido cindmico y DNCB como controles positivos y acido lactico e isopropanol como
controles negativos.

Como se muestra en la Figura 7A, sunitinib da un resultado negativo, ya que ninguna de sus
concentraciones supera en 1,5 puntos la induccién de la actividad de la luciferasa. Ademas, se
observa una tendencia negativa, es decir, al aumentar la concentracidn de sunitinib, disminuye
la Imax. Esto, para la concentracién mas alta, se corresponde con la Figura 7B, ya que a
concentraciones de 500ng/mL de sunitinib, la viabilidad celular disminuye por lo que al ser un

compuesto citotoxico y reducir la confluencia celular, hay una bajada de la actividad de la
luciferasa.

Por ultimo, los resultados de expresion de marcadores en la superficie celular obtenidos por el
citémetro de la técnica h-CLAT, fueron procesados y representados en la Figura 8.
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Figura 9. Efectos de sunitinib sobre la linea celular de monocitos THP-1. Representacion de la expresion
de los marcadores CD86 (A) y CD54 (B), asi como de la viabilidad celular (C) tras 24 horas de incubacion
con sunitinib y los controles correspondientes: sulfato de niquel y DNCB como controles positivos y dcido
l[actico e isopropanol como controles negativos.

Tal y como se observa en la Figura 8A y 8B, sunitinib da resultados positivos para la técnica h-
CLAT, ya que cumple que, en al menos una de las concentraciones la RFl supera el 150% para el
CD86 y el 200% para el CD54. En este caso, la concentracidn que cumple con estos requisitos es
la mas alta, la de 500 ng/mL. Los datos de viabilidad celular ayudan en la corroboracion,
indicando que en ninguna de las tres concentraciones testadas sunitinib es un compuesto
citotéxico para la linea celular THP-1. Ademas, al obtener un resultado positivo se calculd la
EC150 de CD86 y la EC200 de CD54, obteniéndose unas concentraciones de 363,16 ng/mL y
76,11 ng/mL, respectivamente.

En el caso del sulfato de niquel y el DNCB, los valores de RFI fueron mayores del 300% para
ambos marcadores de superficie y por lo tanto positivos para esta técnica. Por su parte, el dcido
lactico y el isopropanol dieron resultados negativos.

4.2. Bevacizumab

Una vez finalizados el ensayo de la actividad de la luciferasa y el MTT, se analizaron los datos y
se representaron los valores de la Imdax obtenidos para cada concentracién, asi como los de
viabilidad celular (Figura 9).

A B

'_\
o
T

50

Viabilidad (%)

Figura 10. Efectos de bevacizumab sobre la linea celular KeratinoSens. Representacion de la actividad
de la luciferasa (Imax) (A) y de la viabilidad celular (B) tras 48 horas de incubacidn con bevacizumab, los
controles positivos aldehido cinamico y DNCB, y los controles negativos 6-metilcoumarina y acido lactico.
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Como se puede observar en la Figura 9A, la prediccidon de la técnica KeratinoSens™ para
bevacizumab es positiva, ya que para la concentracidon de 600 pg/mL obtenemos una Imax de
1,82 (>1,5) siendo estadisticamente significativo con respecto al control. Ademas, se calculé el
valor de la EC1.5, resultando una concentracién de 454,31 pg/mL, asi como la IC30, con un valor
de concentracion de 507,23 pg/mL. Ademas de esto, y de producirse un claro incremento dosis-
respuesta, se puede ver como la viabilidad para la concentracién de 600 pg/mL esta por encima
del 70% (Figura 9B). Los controles positivos, igual que en el caso de sunitinib, inducen en mas de
1,5 veces la actividad luciferasa con respecto al control solvente, por lo que se consideran
positivos. Como era de esperar, ocurre lo contrario en el caso del acido lactico y del isopropanol,
lo que valida la técnica.

Por ultimo, la informacién obtenida en el citdmetro con respecto a la técnica de h-CLAT, se
puede ver recogida en la Figura 10.
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Figura 11. Efectos de bevacizumab sobre la linea celular de monocitos THP-1. Representacion de la
expresion de los marcadores CD86 (A) y CD54 (B), asi como de la viabilidad celular (C) tras 24 horas de
incubacidn con bevacizumab y los controles correspondientes: sulfato de niquel y DNCB como controles
positivos, y acido lactico e isopropanol como controles negativos.

En este caso, se puede apreciar como en ninguna de las concentraciones se supera el umbral de
la RFI para poder considerar el compuesto positivo, ni el 150% para el CD86 ni el 200% para el
CD54, al igual que los controles negativos. No es el caso de los controles positivos, que dan
valores de RFI > 150% en el caso de CD86 y > 200% en el caso de CD54, como se esperaba. La
viabilidad celular es alta para las tres concentraciones de bevacizumab ensayadas.
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5. DISCUSION

La toxicidad cutanea asociada al tratamiento quimioterdpico no es un efecto adverso que ponga
en peligro la vida del paciente, pero si que puede influir en la interrupcién del tratamiento o en
posibles reducciones en la dosis, asi como también puede generar un impacto considerable en
el bienestar tanto fisico como psicoldgico del paciente (Lacouture et al., 2008). Son, por tanto,
efectos secundarios importantes para tener en cuenta.

Durante este trabajo, se ha analizado el potencial para producir sensibilizacién cutanea de dos
antineopldsicos empleados en la terapia antiangiogénica contra el cancer, como son sunitinib y
bevacizumab. En un futuro se pretende incorporar un tercer fadrmaco, un nuevo antineopldsico
sin o con pocos estudios de sensibilizacién cutdnea hasta el momento, que se encuentre en fase
Il o Il de investigacion. Para ello, se utilizaron tres técnicas in chemico e in vitro alternativas a la
experimentacion animal, cada una de ellas dirigida a un evento clave del proceso de
sensibilizacion: DPRA, KeratinoSens™ y h-CLAT (OECD, 2018) (OECD, 2018) (OECD, 2019).

Cabe mencionar, que en la técnica de DPRA, al realizar las diluciones se observé que las
concentraciones eran tan altas que se producian precipitaciones del compuesto, incompatibles
con una columna HPLC. La solucién fue bajar las concentraciones a testar, teniendo en cuenta
que, como explica la OECD, si al bajar la concentracidn se obtiene un resultado positivo este
puede ser utilizado en la caracterizacién del compuesto como sensibilizante, pero no para un
resultado negativo, del cual no se pueden extraer conclusiones firmes. Esto solo se pudo aplicar
con el péptido de cisteina, ya que, al reducir las concentraciones en el caso de la lisina, se seguian
produciendo precipitados. Es por eso, que el modelo de prediccion empleado fue Unicamente el
de la cisteina 1:10, posibilidad recogida en las normas de la OECD (OECD, 2019).

Si seguimos profundizando en la técnica de DPRA, encontramos otro aspecto para tener en
cuenta. Las especificaciones de la OECD marcan el uso de una columna cromatografica C-18 y
de una fase mdvil que permite la separacion de péptidos en una muestra, pero la presencia de
una matriz que contiene el anticuerpo monoclonal, con caracteristicas quimicas que favorecen
interacciones hidrofébicas fuertes entre el bevacizumab y la columna, dificulta mucho la
determinacidn de la cisteina y la conservacidn en buen estado de la columna. Hay varias
posibilidades que se podrian tener en cuenta para solucionar este problema. En primer lugar,
realizar un paso previo de filtracion por exclusién molecular, en el que separariamos el
anticuerpo de los péptidos que han quedado sin unir, siendo Unicamente estos los que
introduciriamos en la columna. Otra opcién, sin tratamiento previo de la muestra, seria
modificar por completo el método de HPLC (cambiar a una columna C8 y otra fase movil) o
incluso utilizar un espectrometro de masas con inyeccién directa y sin columna. Esta uUltima
técnica, es de coste mucho mas elevado, pero posee gran sensibilidad, y podria detectar y
cuantificar los péptidos, sin que interfieran los anticuerpos. Cualquiera de las opciones
supondria una modificacion del protocolo marcado por la OECD, y, por tanto, requeriria de la
puesta a punto de una nueva técnica inédita en nuestro laboratorio.

En el caso de sunitinib, los resultados obtenidos de las distintas técnicas proporcionan una
prediccidn positiva, ya que, aunque para KeratinoSens™ da negativo, da positivo para dos de las
tres técnicas, suficiente para considerar un compuesto como sensibilizante (OECD, 2017).
Profundizando en el resultado positivo para la técnica h-CLAT, y gracias al calculo de la EC150 de
CD86 y la EC200 de CD54, se puede afirmar que sunitinib activa a las células dendriticas
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produciéndose la consiguiente expresion de los marcadores de superficie a las concentraciones
de 363,16 ng/mLy 76,11 ng/mL, respectivamente.

Este resultado negativo por parte de la técnica KeratinoSens™ se podria explicar gracias a la
literatura cientifica, ya que varios estudios correlacionan el uso de sunitinib con la muerte
queratinocitica, mediante varios mecanismos celulares como la inhibicidn de STAT3, importante
en la supresion de la apoptosis (Yamamoto et al., 2014), o como el aumento de la proteina Fas
y de su ligando, que llevaria a la muerte celular (Yeh et al., 2014). Esto podria explicar lo
observado en la Figura 7B, ya que al aumentar la dosis de sunitinib a 500 ng/mlL, la viabilidad de
los queratinocitos disminuye. Esta disminucidn en la viabilidad en la concentracidn mas alta de
sunitinib explica el descenso en la luminiscencia, que se hace mas notable en la concentracidn
de 500 ng/mL.

La informacion facilitada por nuestro estudio, por tanto, concuerda con lo observado en la
practica clinica, debido a que todos los datos recopilados por parte tanto de la propia
farmacéutica Pfizer como de los numerosos estudios clinicos realizados acerca de sunitinib,
coinciden en que entre los efectos dermatoldgicos mds recurrentes se encuentran el sindrome
mano-pie, el rash o la dermatitis (Bar-Sela et al., 2010), reacciones que se pueden incluir dentro
de la hipersensibilidad de tipo IV (Baldo y Pham, 2013).

Por otro lado, en cuanto a bevacizumab, los datos sugieren una cosa distinta. Teniendo en
cuenta la limitacidon que supone no poder realizar la técnica de DPRA, nos encontramos con dos
resultados opuestos. En primer lugar, la técnica de KeratinoSens™ nos proporciona una
prediccidn positiva para el compuesto, mientras que la técnica de h-CLAT predice lo contrario,
que bevacizumab no es un compuesto sensibilizante. Como consecuencia, al no tener una
tercera técnica que lo confirme, consideramos a este farmaco como no sensibilizante.

Si dirigimos la mirada a la clinica, esta nos dice que bevacizumab no presenta tanta toxicidad
cutanea como otros farmacos similares (Ara y Pastushenko, 2014). De hecho, un estudio
realizado para investigar las reacciones de hipersensibilidad ocasionadas por anticuerpos, revela
que la sensibilidad tardia o de tipo IV es la menos comun entre los 16 anticuerpos testados, con
una presencia de tan solo el 3%. Mds concretamente, en este mismo ensayo se llevé a cabo una
prueba cutdnea a un paciente al cual se le administré bevacizumab, obteniéndose un resultado
negativo (Isabwe et al., 2018).

Todo esto pone de manifiesto que el conjunto de técnicas alternativas al uso de modelos
animales empleadas en este trabajo, tal y como se encuentran descritas ahora mismo en la
OECD, no seria el mas conveniente para evaluar la sensibilizacién cutanea de farmacos basados
en anticuerpos monoclonales. Esto se debe a dos razones principalmente. Una de ellas es la
imposibilidad de llevar a cabo la técnica DPRA. La segunda de las razones es que ya se ha
demostrado que los anticuerpos monoclonales no se caracterizan por producir reacciones de
hipersensibilidad de tipo IV (Isabwe et al., 2018).

No obstante, resulta interesante la posibilidad de modificar el protocolo de la OECD para la
técnica DPRA, en principio previsto para testar cosméticos, y abrir la puerta al desarrollo de
nuevas metodologias mas especificas que permitan evaluar la sensibilizacion cutdnea de
anticuerpos monoclonales.

Asi pues, para respaldar y confirmar los resultados obtenidos en el estudio de la clasificacién de
ambos antineoplasicos, seria interesante llevar a cabo un modelo animal llamado Lymph Node
Proliferation Assay (LNPA). Este modelo animal es idéneo para evaluar la hipersensibilidad
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sistémica ocasionada por farmacos. Se trata de una modificacion del LLNA, en el que el
compuesto a testar ya no se aplica tépicamente, sino de manera subcutanea, favoreciendo la
respuesta sistémica (Weaver et al., 2005).

Es dificil encontrar clasificaciones precisas de las reacciones de los distintos tipos de
hipersensibilidad ante un farmaco, debido a la falta de investigacién que proporcione las
herramientas precisas para determinar exactamente el tipo de hipersensibilidad. El campo de
los tratamientos quimioterapicos no es una excepcién (Baldo y Pham, 2013). Asi pues, el uso de
estas técnicas in chemico e in vitro, ademas de reducir el nimero de animales en
experimentacién, puede ayudar en la clasificacién precisa de la sensibilidad de tipo IV. Es
importante predecir el nivel de afectacidon que producirdn en los pacientes, de cara a preparar
tratamientos adyuvantes a la quimioterapia, que contribuyan a mejorar la calidad de vida del
paciente oncolégico.
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CONCLUSIONES

La prediccién mediante las técnicas in chemico e in vitro DPRA, KeratinoSens™ y h-CLAT,
para el farmaco sunitinib es positiva, por lo tanto, este farmaco se considera como
sensibilizante cutdneo.

La prediccién mediante las técnicas in vitro KeratinoSens™ y h-CLAT, para el farmaco
bevacizumab es negativa, por lo que no se puede considerar dicho farmaco como
sensibilizante cutaneo.

Las técnicas in chemico e in vitro DPRA, KeratinoSens™ y h-CLAT son adecuadas para la
evaluacidn del potencial sensibilizante de farmacos inhibidores multi-quinasa.

Las técnicas in vitro KeratinoSens™ y h-CLAT han mostrado su validez para la evaluacién
del potencial sensibilizante de farmacos basados en anticuerpos monoclonales. En
cambio, es necesario seguir investigando la técnica in chemico DPRA y desarrollar
nuevas metodologias que permitan adecuarla para la evaluacion del potencial
sensibilizante de anticuerpos monoclonales
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