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Titulo

Establecimiento de una metodologia alternativa a la experimentacién animal para la evaluaciéon
del potencial de sensibilizacion cutanea de los antineoplasicos Imatinib y Erlotinib.

Resumen

Segun la United Nation Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
(UN GHS), se entiende que un compuesto quimico es un sensibilizante cutaneo si es capaz de
desencadenar una reaccion alérgica cutanea al entrar en contacto con la piel. Se ha observado
gue no solo cosméticos o medicamentos de aplicacidn topica producen este tipo de reacciones,
sino que algunos farmacos de distribucién sistémica también pueden llegar a producirlas. Dichas
reacciones suelen caracterizarse por una serie de reacciones en cadena (AOP, Adverse Outcome
Pathway), siendo la primera de ellas la unién covalente de un hapteno a una proteina
transportadora de la piel dando como resultado un complejo que puede llegar a activar a los
queratinocitos, y estos a su vez a las células dendriticas, o bien, activarlas directamente;
desencadenandose en cualquier caso una respuesta inmune al producirse la activacion de los
linfocitos T en los nddulos linfaticos.

Normalmente la evaluacion del potencial sensibilizante de cualquier compuesto era evaluado
por procedimientos in vivo. Recientemente, con perspectivas de reducir al maximo la
experimentacion animal y, aprovechando esta serie de acontecimientos propios de las
reacciones sensibilizantes cutdneas, se propone un procedimiento con el cual predecir el
potencial sensibilizante de antineopldsicos, en este caso Erlotinib e Imatinib, empleando
técnicas in vitro e in chemico ya aprobadas previamente para su uso en cosméticos por la OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development). Para ello se analizardn ambos
antineoplasicos. En primer lugar, mediante la técnica de DPRA (Direct Peptide Reactivity Assay),
se pretende medir la capacidad de los compuestos a testar de formar el complejo activante
hapteno-proteina. Empleando un Test de ARE-Nrf2 Luciferasa, por cultivo in vitro de la linea
celular KeratinoSens™, comprobar la activacidn de queratinocitos. Y por ultimo, por citometria
de flujo, mediante h-CLAT (human- Cell Line Activation Test), cuantificar la variacion de la
presencia de ciertos marcadores de membrana (CD86 y CD54) caracteristicos de la activacion de
las células dendriticas.
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Title

Establishment of an alternative methodology to animal experimentation for the evaluation of
the skin sensitization potential of the antineoplastic drugs Imatinib and Erlotinib.

Abstract

According to the United Nation Globally Harmonized System of Classification and Labelling of
Chemicals (UN GHS), a chemical compound is understood as a skin sensitizer if it is capable to
lead an allergic response following skin contact. It has been observed that not only cosmetics or
medications with topical application could produce this kind of reactions, also other drugs with
systemic distribution can do it too. These reactions usually are characterized by following an
Adverse Outcome Pathway (AOP), being the first event of it the covalent union between the
hapten and the skin transporter protein resulting on a complex formation that can activate the
keratinocytes and those activate the dendritic cells, or just activate the last ones directly; in
either case, the immune response will develop once the activation of T cells occur in the limph
nodes.

Normally the evaluation of the sensitizing potential of any compound was evaluated by in vivo
procedures. Recently, with the prospect of minimizing animal experimentation and, taking
advantage of this series of events typical of skin sensitizing reactions, a procedure is proposed
to predict the sensitizing potential of antineoplastic agents, in this case Erlotinib and Imatinib,
employing in vitro and in chemico technics previously approved for their use with cosmetics by
the OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development). Both antineoplastics will
be analyse. Firstly using the DPRA technic (Direct Peptide Reactivity Assay), the ability of the
compounds to be tested to form the hapten-protein activating complex pretends to be
measured. With the aim to verify the keratinocytes activation an ARE-Nrf2 Luciferase test will
be done through an in vitro culture of KeratinoSens™ cell line. And ultimately, by flow
cytometry, employing an h-CLAT (human- Cell Line Activation Test), quantify the variation in the
presence of certain membrane markers (CD86 and CD54) characteristic of dendritic cell
activation.
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1. INTRODUCCION

Segun la United Nation Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
(UN GHS), se entiende que un compuesto quimico es un sensibilizante cutaneo si es capaz de
desencadenar una reaccion alérgica cutanea al entrar en contacto con la piel. Se ha observado
que no solo cosméticos o medicamentos de aplicacion tépica producen este tipo de reacciones,
sino que algunos farmacos de distribucién sistémica también pueden llegar a producirlas. Dichas
reacciones suelen caracterizarse por una serie de reacciones en cadena (AOP, Adverse Outcome
Pathway). La primera de ellas es la unidon covalente de un hapteno a una proteina
transportadora de la piel dando como resultado un complejo que puede llegar a activar a los
queratinocitos. Las células dendriticas, o bien, pueden ser activadas por los queratinocitos, o
bien, directamente por el complejo hapteno-proteina, en cualquiera de los dos casos acaba
desencadenandose una respuesta inmune al producirse la activacion de los linfocitos T en los
nodulos linfaticos (OECD 442C, 2015).

El fin de testar cualquier compuesto quimico es identificar aquellos que en ocasiones pueden
producir efectos secundarios, entre los que podemos encontrar reacciones de sensibilizacion
cutanea. Que, al igual que otras reacciones de sensibilizacién, inmunolégicamente hablando, se
puede decir que es una de efecto retardado, iniciada por un quimico de bajo peso molecular
que denominaremos hapteno. Se suele desarrollar en dos etapas principales: la de induccién y
la de provocacién. En la primera, generalmente asintomatica, se produciran linfocitos T
especificos de alérgeno; y en la segunda, la de activacién y respuesta, tiene lugar cuando un
individuo previamente sensibilizado vuelve a tener contacto con el alérgeno (Pichler, 2019;
OECD 442C, 2015).

1.1. Mecanismos moleculares de la sensibilizacion cutanea

De manera muy esquematica, la serie de reacciones que tienen lugar a partir del primer
contacto, estan caracterizadas por una secuencia de efectos adversos (Adverse outcome
pathway, AOP) muy concretos descritos por la OECD en 4 eventos clave y representados en la
Figura 1 a continuacion (OECD 442C, 2015; Strickland et al., 2016).

El primer evento clave es la unidn covalente del hapteno a proteinas transportadoras de la
epidermis, concretamente a residuos de cisteina y/o lisina, este hecho hace que se activen los
gueratinocitos, segundo evento clave, produciendo una mezcla de citoquinas. A su vez, tanto el
complejo hapteno-proteina como las citoquinas producidas por los queratinocitos, pueden
producir el tercer evento clave, la activacion de las células de Langerhans y dendriticas, que
absorbeny procesan el complejo hapteno-proteina, a la vez que maduran y empiezan a secretar
moléculas proinflamatorias como la IL-8 y a expresar en su superficie los marcadores CD86 y
CD54, receptores de quimiocinas. Estas células maduras migraran a los nddulos linfaticos donde
presentaran los antigenos a los linfocitos T, induciendo asi la diferenciacién y proliferacion de
los linfocitos T de memoria especificos de antigeno, cuarto evento clave de la sensibilizacion
cutanea (Goebel et al., 2012; OECD 168, 2012).

1.2. Métodos de prediccion de la sensibilizacidon cutanea

Tradicionalmente el testado del potencial sensibilizante de cualquier compuesto quimico solia
estar basado en el cuarto evento clave del proceso de sensibilizacion cutdnea mediante un
ensayo de nddulos linfaficos locales (Local Lymph Node Assay, LLNA); un estudio in vivo cuyo
principio radica en el aumento de la proliferacion celular en los nddulos linfaticos préximos al
punto de aplicacién del posible alérgeno y que, por ende, este aumento es proporcional al
potencial sensibilizante del alérgeno. Generalmente, requeria de marcaje radiactivo (OECD 429,
2010), pero se han desarrollado técnicas alternativas que no lo requieren, como son, la
bioluminiscencia como baremo de supervivencia celular, LLNA: DA (OECD 442A, 2010) las



técnicas ELISA o la citometria de flujo, con la que se mide el contenido de BrdU en el DNA de los
linfocitos, LLNA: BdrU-ELISA o -FCM (OECD 442B, 2010). Antes, dicho procedimiento, era
aplicado tanto en productos farmacéuticos como en cosméticos (Strickland et al., 2016) pero
con el REGLAMENTO (CE) N212/2009 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 30 de
noviembre de 2009, el testado de cosméticos en animales ha sido restringido, por lo que se han
desarrollado técnicas alternativas basadas en el resto de eventos clave.

Por ello, precisamente basandose en el resto de eventos clave previamente descritos e
ilustrados en la Figura 1 y empleando bases de datos comparativas se pueden llevar a cabo
diferentes pruebas in chemico, in vitro e in silico con las que comprobar el potencial
sensibilizante de los quimicos en cuestidn sin la utilizacidon de animales, todas ellas presentes en
los Enfoques Integrados para Pruebas y Evaluacién (Integrated Approaches to Testing and
Assessment, IATA).
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Figura 1. Representacion de los cuatro eventos clave en un proceso de sensibilizacion cutanea y las técnicas in
quimico, in vitro e in vivo aplicadas. (Creada en BioRender.com)

1.2.1. Ensayo Directo de Reactividad Peptidica (Direct Peptide Reactivity Assay, DPRA)

Se trata de un procedimiento in chemico basado en el primer evento clave del proceso de
sensibilizacion. Como se muestra en la Figura 1, este primer evento consiste en la formacion de
un complejo hapteno-proteina, es decir, el quimico sensibilizante electréfilo, bien por su
naturaleza o por la transformacidn que sufre en la piel, se une covalente e irreversiblemente a
los residuos nucleofilicos de las proteinas transportadoras de la epidermis, siendo los principales
los de lisina y cisteina (Schwobel et al., 2011).

Basandose en estas premisas, mediante la técnica de DPRA se pretende cuantificar el potencial
sensibilizante de un compuesto a partir de la medicidn de la cantidad de residuos de lisina y
cisteina que quedan por unir del péptido sintético creado para tal fin al compuesto problema
tras una incubacion de 24 horas.



Para ello, se emplea un equipo de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) con el que
se mide la concentracién relativa de péptido, es decir, el que ha quedado libre en la reaccién sin
unir al quimico a testar. Se calcula el porcentaje de disminucién peptidica, e introduciéndolo en
un modelo de prediccién, se clasifican los quimicos en cuatro niveles de reactividad que
permiten discriminar entre productos sensibilizantes y no-sensibilizantes (OECD 442C, 2015)
(Tabla 1, apartado de materiales y métodos).

El test de DPRA ha probado tener una reproducibilidad entre predicciones dentro del mismo
laboratorio del 85%, su precisidn de discriminacién entre sensibilizantes y no sensibilizantes es
del 80% con una sensibilidad del mismo valor y una especificidad del 77% en comparacién con
los resultados obtenidos mediante LLNA. Pese a esto, para esta técnica es probable que se
determinen como no sensibilizantes aquellos compuestos cuyo potencial sensibilizante esté en
el rango entre bajo y moderado mas que si muestran un potencial alto (Tabla 1). Ademas, no
serd posible detectar los compuestos que requieran un proceso de pro-haptenacion, es decir,
alguna modificacién enzimatica para que se unan a las proteinas transportadoras pero, en
algunos casos, si sera posible detectar los pre-haptenos, los que han sufrido modificaciones
abidticas antes de llegar a la epidermis. En contraposicion se pueden encontrar los compuestos
gue no se unen covalentemente al péptido sintético, pero si causan su oxidacién, en este caso
se puede considerar un porcentaje de disminucién peptidica mayor del que realmente es,
obteniéndose un falso positivo y/o la asignacidén de un potencial sensibilizante mayor del real
(OECD 442C, 2015; Natsch et al., 2013).

1.2.2 Test de ARE-Nrf2 Luciferasa mediante KeratinoSens™

Se trata de un procedimiento in vitro que aprovecha el segundo evento clave del proceso de
sensibilizacion, es decir, la entrada en contacto del alérgeno con los queratinocitos, siendo estos
las primeras células con las que interaccionan en una reaccién de sensibilizacién.

Cuando esto ocurre, estos haptenos sensibilizantes pueden inducir cambios en los residuos de
cisteina de la proteina sensor Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) localizada en el
citoplasma provocando su disociacién del factor de transcripcién Nrf2 (nuclear factor-erythroid
2-related factor 2) al que estaba unida. Ahora el Nrf2 libre es capaz de entrar en el nlcleo donde
puede unirse y activar la transcripcién de los genes dependientes de Elementos de Respuesta a
Estrés Oxidativo (Antioxidant Response Elements, ARE).

En el test, se emplea la linea celular inmortalizada KeratinoSens™ transfectada con el gen de la
luciferasa aguas abajo de un promotor constitutivo unido a un elemento ARE, de manera que,
al producirse una reaccion de sensibilizacién cutanea, Nrf2 se unira a los genes ARE y estos al
expresarse, a su vez produciran la expresiéon del gen de la luciferasa haciendo posible la
deteccién mediante la luminiscencia producida (OECD 442D, 2015; Strickland et al., 2016).

El test mediante KeratinoSens™ ha probado tener una reproducibilidad tanto entre
experimentos del mismo laboratorio como entre diferentes laboratorios una reproducibilidad
del 85% y, comparando con los datos obtenidos de compuestos quimicos mediante LLNA, su
precisién es del 77%, su sensibilidad del 78% y su especificidad del 76% a la hora de discriminar
entre compuestos sensibilizante y no sensibilizantes. Al igual que para la técnica de DPRA, esta
técnica puede que determine como no sensibilizante a aquellos compuestos qué tengan un
potencial de sensibilizacion entre bajo y moderado. A su vez también hay que desconfiar de una
prediccidn negativa realizada a sustancias exclusivamente reactivas a los residuos de lisina, que
por su mecanismo de accidén no provoquen un estrés oxidativo, a las que resultan ser pro y pre-
haptenos por la limitada capacidad metabdlica de las células empleadas (Fabian et al., 2013) y
las condiciones experimentales y por supuesto las sustancias citotdxicas o las que interfieran en
la actividad de la luciferasa, que pueden llegar a enmascarar un resultado positivo o exacerbarlo
(OECD 442D).



1.2.3. Test de Activacion de la Linea Celular (human-Cell Line Activation Test, h-CLAT)

En este caso también se trata de un procedimiento in vitro, esta vez basado en el tercer evento
clave del proceso de sensibilizacidn, la activacion de las células dendriticas tras la asimilacién del
complejo hapteno-proteina o bien como consecuencia de la activacion de los queratinocitos,
como se ilustra en la Figura 1 (OECD 442E, 2015).

Se considera que estas células presentadoras de antigenos estan maduras o activas cuando, al
entrar en contacto con el sensibilizante, sufren cambios fenotipicos importantes, entre ellos la
expresion de diferentes marcadores de superficie como CD54 (una molécula de adhesion
intercelular) y CD86 (una molécula coestimuladora) entre otras (Sakaguchi et al., 2007).

De manera que, mediante la linea celular THP-1 (human monocytes leukemia cell), capaz de
sufrir los mismos cambios que sufre una célula dendritica o de Langerhans en este tipo de
procesos (Ashikaga et al., 2006), tras 24 horas en incubacion junto al quimico problema,
empleando citometria de flujo, se pretende medir la expresién de estos marcadores de
superficie en las células a partir de la fluorescencia emitida por antigenos especificos de CD86 y
CD54 marcados previamente con fluorocromos distintos (OECD 442E, 2015).

El método de h-CLAT ha mostrado poseer una reproducibilidad del 80% tanto dentro del mismo
laboratorio como entre laboratorios y, en comparacién con los resultados obtenidos en
experimentos con LLNA, su precision para distinguir entre compuestos sensibilizantes y no
sensibilizantes es del 85%, su sensibilidad, del 93% y su especificidad, del 66%. Al igual que las
otras dos técnicas previamente mencionadas, se pueden obtener falsos negativos de aquellos
compuestos que tengan un potencial sensibilizante entre bajo y moderado con muchisima mas
frecuencia que si mostrase un potencial alto, asi como para aquellos compuestos con un
coeficiente de reparto octano-agua (Log Kow) superior a 3,5 (Takenouchi et al., 2013); y, como
en el caso de KeratinoSense™, debido tanto por las condiciones experimentales como por la
limitada capacidad metabdlica de la linea celular empleada (Fabian et al., 2013), los compuestos
citotéxicos y los pro y pre-haptenos, sobre todo aquellos con un ratio de oxidacién lento y que
necesitan de activacion enzimatico, por ejemplo de las de la via del citocromo P450, también
pueden dar resultados negativos (OECD 442E, 2015).

En cualquier caso, excepto para clasificar un quimico en la categoria 1 del Sistema Global de
clasificacion y etiquetado de productos quimicos de las Naciones Unidas (UN GHS), no sé podra
tomar un resultado positivo por si mismo como indicador del potencial sensibilizante del
guimico, sino que, por lo establecido en los IATA, serd necesario que dos de las tres pruebas den
positivo para ello (“GHS (Rev.8) (2019) - Transport - UNECE”).

1.2.4. Relacién cuantitativa ente estructura y actividad (Quantitative Structure-Activity
Relationship, QSAR)

Con el fin de predecir el potencial sensibilizante de posibles alérgenos, sin necesidad de llegar a
la experimentacidn, se combinan técnicas virtuales de disefio y visualizacion, de estimacién de
propiedades fisicoquimicas moleculares, sobretodo de los grupos funcionales, en contraste con
bases de datos, estadistica y bioinformatica. Para llevar a cabo este tipo de estudios se necesita
conocer la estructura molecular de diferentes compuestos con una misma farmacodinamica, es
decir, de posibles ligandos para una misma diana, sus propiedades fisicoquimicas calculadas in
silico y datos de actividad bioldgica de cada uno de los compuestos estudiados (Strickland et al.,
2016; Lozano-Aponte and Scior, 2012; The OECD QSAR Toolbox - OECD, 2020).



1.3. Cancer

Normalmente, que un individuo padezca cancer implica la alteracién de genes esenciales para
la supervivencia de la célula, que originalmente son imprescindibles para el desarrollo
embrionario, como Rb o Ras, regulador del ciclo celular y supresor de tumores y componente
central de las vias de sefializacidn celular, respectivamente.

La mutacion en un Unico gen no implica necesariamente que se vaya a sufrir un cancer, pero si
aumenta la probabilidad. Los genes decisivos para ello suelen ser los genes supresores de
tumores, sin los cuales no se supera la fase embrionaria, y los encargados de la interaccién entre
células, los que deciden si se debe impulsar a la célula a dividirse, diferenciarse o morir, la lista
de estos incluye ejemplos de prdcticamente cualquier tipo de molécula involucrada en la
sefializacion celular, receptores transmembrana y sus ligandos, proteinas de unidn a guanosin-
trifosfato, quinasas etc. (Alberts et al., 2002).

Una de las principales mutaciones sufridas y de las mas importantes es en el gen p53 puesto que
supone un triple punto de control, del ciclo celular, de la apoptosis y de la estabilidad génica;
otras veces, como en el caso de la activacion de tirosin-quinasas, como por ejemplo el receptor
de EGF (Epidermal Growth Factor) o de la proteina de la familia Ras, las mutaciones son
responsables de alterar las vias de sefializacién, autorizando la proliferacién celular cuando no
es necesaria (Alberts et al., 2002).

Generalmente los tratamientos mds extendidos contra el cancer, mas alld de la cirugia como
ultimo recurso, suelen ser la radioterapia y la quimioterapia que destruyen las células,
independientemente de si estas son sanas o tumorales. Actualmente, en algunos casos en los
gue las mutaciones causantes del cancer estan bien identificadas, se suele abogar por las
terapias dirigidas, con las que solamente se pretende atacar a las células mutadas al actuar
especificamente sobre las dianas moleculares alteradas (Figura 2), bloqueando las sefiales de
activacion de receptores esenciales para la divisién y expansion celular, impidiendo asi que se
reproduzcan las células cancerosas de manera descontrolada (Riley and Desai, 2009; “Terapias
dirigidas contra el cancer - Instituto Nacional del Cancer,” 2020).
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1.4. Terapias dirigidas

Por el método de actuacion de estas terapias dirigidas (Figura 2) seria de esperar que mostrasen
una menor toxicidad hacia las células sanas que los tratamientos mds convencionales, sin
embargo, dado que afectan a dianas que también estan activas en las células no mutadas,
aunque sea en menor medida, pueden llegar a manifestarse algunos efectos secundarios
importantes. Uno de los efectos adversos mas frecuentes son las reacciones de sensibilizacion
cutdnea como las previamente descritas, que normalmente suele estar desencadenadas por la
entrada en contacto directo del compuesto con la piel pero, en ocasiones también se desarrollan
por la distribucion sistémica del quimico (Pichler, 2019), pudiendo llegar a ser muy severas en
algunos casos. Un ejemplo de ello son aquellos casos en los que el farmaco es un inhibidor de la
Tirosin-Quinasa (Tyrosine-Kinase Inhibitor, TKI) por las funciones tan amplias a nivel celular que
tienen. En este grupo se encuentran Imatinib y Erlotinib, dos ejemplos de este tipo de terapias,
en las que este trabajo va a estar centrado, y con los cuales muchos de los pacientes suelen
experimentar una reaccion de este tipo de mayor o menor severidad (Eaby-Sandy and Lynch,
2014; Macdonald et al., 2015; Reyes-Habito and Roh, 2014).

1.4.1. Imatinib

Imatinib es un farmaco derivado de la molécula 2-fenilaminopirimidina que es comercializado
como su sal, melisato de imatinib bajo el nombre de Glivec® o Imatinib Normon®
(Europa/Australia) (“FICHA TECNICA IMATINIB SANDOZ 400 MG COMPRIMIDOS RECUBIERTOS
CON PELICULA EFG”), de los primeros en ser sintetizados como inhibidor competitivo del ATP
que iniciaria la fosforilacién de las tirosinas, y por tanto, la activacion de la Tirosin-Quinasa
(Tyrosine-Kinase, TK). Estad disefiado para sentir predileccién por el dominio TK de ciertas
proteinas, siendo las mas importantes, sobre todo por las enfermedades que provocan: bcr-
abl1, c-kit y PDGFR.

e Proto-oncogen bcr-abll es una proteina aberrante producida por el cromosoma Filadelfia
(Ph), es decir, el cromosoma 22 tras sufrir una translocacion reciproca con el 9. Al poseer
este genotipo, como se puede observar en la Figura 3A, tras la unidn del ATP al dominio TK
de la proteina, esta se queda en perpetuo funcionamiento, promoviendo la fosforilacion de
las tirosinas del sustrato, activandolo y desencadenando una cascada de transduccidn que
promueve la mieloproliferacién, por lo que es altamente probable desarrollar diversos tipos
de leucemia, siendo entre otras en las que mas se emplea Imatinib como tratamiento de
primera linea, la leucemia mieloide aguda (Acute Myeloid Leukemia , AML) y la leucemia
linfoblastica aguda (Acute Lymphoblastic Leukemia, ALL). (Kang et al., 2016; Macdonald et
al., 2015). En este caso, entre los diferentes dominios de esta proteina esta el de homologia
src (SH) a cuyo dominio de quinasa SH1 se unira Imatinib (Kang et al., 2016) impidiendo asi
la activacién del sustrato y la consecuente cascada de sefializacion (Figura 3B).
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Figura 3. Mecanismo de accion de Imatinib frente a la proteina bcr-abl. A- Activacion constitutiva de la
proteina mutada bcr-abl. B- Inhibicion de la activacion constitutiva tras la union de Imatinib al sitio de unién
TK de la proteina aberrante bcr-abl. (Creadas en BioRender.com).

c-kit (CD117), un protooncogen localizado en el cromosoma 4 y principalmente considerado
como un receptor del factor de células madre (Stem cell factor, SCF) resulta vital en procesos
tales como la gametogénesis, el mantenimiento de la melanogénesis y hematopoyesis, y
normalmente suele estar presente en el endotelio vascular, epitelio mamario, glandulas
sudoriparas y astrocitos de la retina, ademas de influenciar la normal actividad del sistema
nervioso y gastrointestinal al relacionarlo con las células intersticiales de Cajal. Es decir, que
si esta constitutivamente activado por una mutacion, independientemente de que se
produzca la unién con su sustrato o no, este receptor se fosforilara continuamente sin
regulacién haciendo que las cascadas de transduccion PI3K y MAPK estén constitutivamnete
activas, promoviendo la diferenciacion y proliferacion de células estromales (Figura 4A) por
lo que, dadas sus funciones, la sobrexpresiéon o la acumulacién de mutaciones en esta
proteina suele estar relacionada con diversos tipos de cdncer como diferentes tipos de
leucemia como bcr-abll, disgerminoma ovdrico unilateral y melanomas entre otros, pero
sobretodo, y para el que se recomienda el uso de Imatinib, es para el tumor del estroma
gastrointestinal (Gastrointestinal stromal tumor, GIST) metastasico y no resecable y para la
mastocitosis sistémica (Abbaspour Babaei et al., 2016; “Imatinib Mesylate - National Cancer
Institute,” 2006). En este caso, al igual que para el resto de dianas aqui sefialadas, Imatinib
impide la fosforilacién por parte del ATP del dominio TK de c-Kit impidiendo en consecuencia
que se activen las cascadas de sefalizacidn y provocando la apoptosis de las células mutadas
(Figura 4B).
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Figura 4. Mecanismo de accion de Imatinib frente al receptor de membrana c-kit. A- Receptor de membrana
c-Kit constitutivamente activado. B- Inhibicion de la division celular tras la unién de imatinib. (Creada con
BioRender.com)

PDGFR (Platelet-derived growth factor receptor) es el receptor del ligando del factor de
crecimiento derivado de plaquetas cuya funcién principal es la de estimular la divisidén
celular de células provenientes del neuroectodermo y del tejido mesenquimal, por lo que
estd presente en tejidos conectivos y drganos del sistema linfatico, circulatorio y musculo-
esquelético (Chang et al., 2018), es decir, que tiene propiedades quimioatrayentes y esta
relacionado con la osteo y eritrogénesis, asi como en la cicatrizacion. De manera que, las
células mutadas producen de manera constitutiva el sustrato (PDGF) que hace que se active
la divisidn, proliferacion, reclutamiento celular etc. al fosforilarse el dominio TK del receptor
y desencadenar las cascadas de transduccién MAPK y PI3K (Figura 5A).

Sin embargo, la funcion de mayor interés en los procesos tumorogénicos y por la que resulta
interesante como diana es la de la regulacién de la angiogénesis, puesto que tiene la
capacidad de regular el reclutamiento y proliferacién de células perivasculares mientras
hace que aumente la produccion del factor de crecimiento del endotelio vascular (Vascular
endotelial growth factor, VEGF), siendo este el encargado del control de la proliferacién del
tejido endotelial tanto sano como tumoral. Ademas, PDGF también controla la presion
intersticial del tumor y la estimulacion autocrina de sus células (Raica and Cimpean, 2010).
Por todo ello al par PDGF/PDGFR se lo ha relacionado con diferentes tipos de sarcomas
(Chang et al., 2018) y melanomas, asi como con el sindrome hipereosinofilico y la leucemia
mielomonaocitica, un tipo de AML poco frecuente, (Macdonald et al., 2015) y a la vez en
tumores pulmonares, mamarios, ovaricos y prostaticos con tendencia metastasica. (Raica
and Cimpean, 2010). De manera que, Imatinib, al igual que hacia para c-kit, bloquea la
activacion de las cascadas de sefializacién promovidas por el par PDGF/PDGFR tras su unién
al dominio TK de PDGFR (Figura 5B).
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Figura 5. Mecanismo de accion de Imatinib frente al PDGFR. A- PDGFR constitutivamente activado por
regulacidon autocrina de células mutadas. B- Inhibicion por Imatinib de las funciones normales del par
PDGF/PDGEFR tras unirse al dominio TK y bloquear las cascadas de sefializacion. (Creada con BioRender.com)

Efectos adversos cutaneos

Pese a que en diversos estudios tanto in vitro como in vivo en ratones (Abouantoun and
MacDonald, 2009; Kilic et al., 2000; Liu et al., 2014; Ohishi et al., 2013; Wang et al., 2017) se ha
demostrado sobradamente el efecto beneficiosos de Imatinib, no solo para las enfermedades
arriba descritas, sino que ademas, el efecto de la dosis sobre el crecimiento celular (Chu et al.,
2004; Cross and Lyseng-Williamson, 2007). Sin embargo, como previamente se ha mencionado,
también tiene diversos efectos adversos, aunque no han sido descritos en estos estudios,
solamente en los realizados con humanos.

Las reacciones cutaneas similares a las que se dan en las reacciones de sensibilizacion cutaneas
son uno de los efectos secundario no hematoldgicos mas habituales (entre un 7% y 88,9% de
los pacientes), su aparicion y gravedad suelen estar directamente relacionadas con la dosis (Jha
et al., 2013) si a ello le sumamos el bajo peso molecular del farmaco, segun lo establecido por
Amitay-Laish et al., 2011, se infiere que estos efectos adversos no son inmunogénicos, sino que
son debido al propio efecto del farmaco, es decir, que estan relacionados con las funciones
normales de sus dianas y su inhibicién, que impide que se lleven a cabo. Siendo algunos de los
mas habituales, de menor a mayor gravedad:

El edema periorbital (Figura 6A y B) y en extremidades asi como el aumento de peso por la
retencién de liquidos normalmente tratados con una reduccién de la sal presente en la dieta y
diuréticos, estd ocasionado por la desregulacién de la modulaciéon del flujo del fluido intersticial
debida a la inhibicion de PDGFR, que estd, a su vez, también relacionada con la aparicion
ocasional de una erupcién morbiliforme dependiente de dosis en tronco y antebrazos, y en la
cara en casos muy severos que suele ser tratada con esteroides tdépicos u orales vy
antihistaminicos o dependiendo del grado, con la directa suspensidn del tratamiento (Figura 6D
y E) (Reyes-Habito and Roh, 2014; Macdonald et al., 2015; Amitay-Laish et al., 2011).

Por otra parte, la inhibicion de c-kit provoca cambios en la pigmentacién, normalmente
hipopigmentacidon difusa y despigmentacidon relacionados con que el SCF induzca la
melanogénesis y guie a los melanocitos hacia la dermis en este caso la solucion a este problema
radica en la disminucién de la dosis o total suspension del tratamiento (Abbaspour Babaei et al.,
2016; Reyes-Habito and Roh, 2014; Amitay-Laish et al., 2011). A su vez también pueden darse
casos de hiperpigmentacion en parches (Figura 6F), aunque con mucha menos frecuencia,
atribuida a la presencia de melanéfagos dérmicos (Arora et al., 2004).



Ademas, en algunos pacientes, ya con menor frecuencia, aparecieron erupciones psoriasiformes
en cuero cabelludo, brazos y tronco (Figura 6C). En este caso a Imatinib, ademas de la supresion
de c-kit y PDGFR, también se le atribuye un papel modulador sobre los linfocitos T que, junto
con PDGF y SCF tienen un papel muy importante en el desarrollo de la psoriasis. Se ha propuesto
que el farmaco interfiere en la produccién de citosinas y en la proliferacidon de las células T,
ademds de inhibir la secrecién de interferén-y (INF-y) por parte de los linfocitos T efectores, es
decir, que provoca una desregulacion del sistema inmune. (Amitay-Laish et al., 2011).

Otro efecto registrado con una incidencia bastante baja en pacientes de AML es la induccion del
Sindrome Stevens-Johnson (Figura 6G y H), un tipo de exantema grave con componentes
descamativos potencialmente mortal, que suele estar relacionado con reacciones
inmunolégicas a diferentes farmacos, normalmente antiinflamatorios no esteroideos y en algin
caso aislado, con bacterias. No se conoce mucho porqué se da esta enfermedad, solamente que
podria estar relacionada con la proliferacion de linfocitos T. El tratamiento inmediato radica en
la supresion del farmaco, dado que ha demostrado tener un componente dependiente de la
dosis (Petzer et al., 2010); y la administracion de corticosterides sistémicos, inmunoglobulinas
intravenosas, ciclosporina y antagonistas del factor de necrosis tumoral alfa (Tumoral necrosis
factor alpha, TNFa) (Amitay-Laish et al.,, 2011; Hasegawa and Abe, 2020; Jha et al., 2013;
Shanbhag et al., 2020). En este caso se requiere mas investigacion.

En enfermedades inflamatorias crénicas de la piel provocadas por linfocitos T como la psoriasis,
la dermatitis atdpica y la dermatitis alérgica de contacto, segiin Mascia et al., 2003 todos estos
efectos secundarios, podrian explicarse porque los linfocitos Thl activados son la principal
fuente de TNF-a e IFN-y y estas citocinas a su vez, suelen iniciar una sobreexpresion de
mediadores inflamatorios en los queratinocitos (CCL2,CCL5,CXCL8 y CXCL10), y como se ha
comentado previamente, la desregulacién de estos procesos y sus consecuencias serian
esperables dado que Imatinib interfiere en todas estar reacciones.
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Figura 6. Efectos adversos posibles al ser tratado con Imatinib. A- Edema periorbital tras tratamiento con Mesilato
de Imatinib. Pre-operacion B- Post-operacion (McClelland et al., 2010). C- Placa psoriasiforme. D- Erupcién
exantematosa en tronco. E- Dermatitis exfoliativa, ligada a fiebre, dependiente de dosis y consistente en
maculopdpulas eritematosas y purpuricas asociadas a pustulas no foliculares (Valeyrie et al., 2003). F-
Hiperpigmentacion (Amitay-Laish et al., 2011) G- Erosiones graves de la mucosa oral que se manifiestan varios dias
después del desarrollo de las lesiones cutaneas, parte de la sintomatologia del Sindrome Stevens-Johnson. H-
Lesiones cutdneas generalizadas en pecho y abdomen después de una semana de tratamiento con Imatinib
caracterizadas por una erupcion eritematosa morbiliforme pruriginosa, parte de la sintomatologia del Sindrome
Stevens-Johnson (Hsiao et al., 2002).

1.4.2. Erlotinib

Erlotinib es un compuesto derivado de la quinazolina, normalmente comercializado bajo el
nombre de Terceva® catalogado como inhibidor del receptor del factor de crecimiento epitelial
(Epithelial growth factor receptor, EGFR, ErbB1 o HER1 en humanos) (“Tarceva, European
Medicines Agency,” 2018) y como su propio nombre indica, este receptor se encarga del
mantenimiento del epitelio (Aw et al., 2018), es decir, que suele estar altamente expresado en
células endoteliales, queratinocitos indiferenciados y con capacidad proliferativa de las capas
basales y suprabasales de la epidermis, sebocitos y la vaina radicular externa del pelo (Liu et al.,
2013; Reyes-Habito and Roh, 2014).

Normalmente EGFR suele estar inactivo hasta que sus ligandos principales EGF y el factor
transformante de crecimiento (Transforming growth factor, TGFa) se le unen, pasa a estar en
forma homodimérica, autofosforila su extremo C-terminal provocando la sefializacién y
activacion de una cascada de proteinas que se asociaran con las fosfotirosinas al unirse a sus
dominios SH,. Este hecho propiciara el inicio de cascadas de transduccion de diversas sefiales,
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qgue conducen a la sintesis de DNAy a la proliferacidn celular y que, a su vez, seran responsables
de modular respuestas como la migracién y adhesién celular; por lo tanto, cualquier
sobreexpresion o mutacion de este receptor puede conllevar a la activacidn constitutiva de
muchos factores diferentes implicados en la proliferacién, apoptosis, angiogénesis y metastasis
(Figura 7A) (Riley and Desai, 2009). De manera que, Erlotinib, compitiendo con el ATP, se une
de manera reversible al dominio catalitico intracelular de la TK del EGFR, impidiendo asi la
fosforilacion de este, bloqueando la cadena de transduccién de sefial y con ello, los efectos
tumorogénicos asociados con la activacién de EGFR (Figura 7B) (“Tarceva, European Medicines
Agency,” 2018).
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Figura 7. Mecanismo de accidn de Erlotinib frente a EGFR. A- Mecanismo de activacion normal de EGFR. B-
Inhibicidon de la division celular tras la unién de Erlotinib. (Creada con BioRender.com)

Las mutaciones mas comunes sufridas en el gen de este receptor son una delecién del exén 19
en las que se elimina un motivo del dominio TK de Leucina-Arginina-Glutamato-Alanina y una
sustitucion en el exdn 21 de una Arginina por una Leucina en el coddn 858 (Rosell et al., 2006;
Togashi et al., 2014). Dichas mutaciones suelen emplearse como marcadores moleculares en
diferentes tipos de cancer en los que se recomienda el uso de Erlotinib en caso de ser las células
positivas para ellas, puesto que si no lo son, el tratamiento no surtird efecto debido al
mecanismo de accion seguido por este antineoplasico (“Tarceva, European Medicines Agency,”
2018); este es el caso de los canceres de pulmon de células no microciticas (Non-small cell lung
cdncer, NSCLC) (Gallagher-Colombo et al., 2015) metastasicos no resecables, entre los que se
incluyen el carcinoma de células escamosas, el de células grandes y el adenocarcinoma
(Pazhouhandeh et al., 2017), en ellos se emplea como tratamiento principal, y como secundario
junto a Gemcitabina para el cdncer pancredtico metastasico (“Tarceva, European Medicines
Agency,” 2018).

Efectos adversos cutaneos

Al contrario que en el caso de Imatinib, la administracion de Erlotinib suele relacionarse con
reacciones adversas mas graves y con una incidencia bastante alta (entre un 50 y 90% de los
pacientes (Macdonald et al., 2015)) pero también dependientes de dosis, siendo, de menor a
mayor gravedad, la sequedad y picor, alteraciones capilares, paroniquia en ufias y dedos y la
mas frecuente, la aparicion de una erupcion papulopustular acneiforme (Figura 8) en cuero
cabelludo, cara, pecho y espalda (Reyes-Habito and Roh, 2014). Todas estas reacciones no
resultan extrafas si se tiene en cuenta en qué células estd presente y su funcién para con la
regeneracién 'y mantenimiento epidérmico. Suelen tratarse con corticosteroides,
antiinflamatorios, antibiéticos con el fin de evitar infecciones bacterianas secundarias y en
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algunos casos, por las molestias y la severidad de las erupciones, se llega a suspender el
tratamiento (Aw et al., 2018; Shi et al., 2016).

Figura 8. Erupcion acneiforme. Lesiones papulopustulares tras tratamiento con inhibidores de EGFR (Grado 1) en
A- pecho, B- cuero cabelludo y C- cara; (Grado 2) en D- brazos y E-F- piernas (Reyes-Habito and Roh, 2014); G- Reaccidn
severa (Grado 3) en cara tras un tratamiento con Erlotinib (Eaby-Sandy and Lynch, 2014).

En un estudio cuyo objetivo era definir los cambios cutaneos y sistémicos causados por terapias
con esta diana realizado en ratones a los que se les habia eliminado el EGFR de la epidermis, se
observaron a partir del sexto dia de vida de estos, los mismos sintomas que se aprecian en
pacientes tras recibir este tratamiento (Figura 8)(Mascia et al., 2013). Segun este mismo estudio
“Antes del desarrollo de lesiones se detecté un aumento de la expresién de ARNm de
guimiocinas asociado con la infiltracién temprana de macrdfagos y mastocitos vy la infiltracion
posterior de eosindfilos, linfocitos T y neutrdfilos”. Por ello, segln estos resultados, podrian
emplearse estas células como posibles biomarcadores a una reacciéon temprana de un farmaco
anti-EGFR.

El caso es que los resultados obtenidos en el estudio en ratones de Mascia et al., 2013
demostraron que al inhibir EGFR, se produce un dafo en el tejido provocando que las células
basales empiecen a liberar CXCL y CCL, quimioatrayentes que reclutan leucocitos y neutrofilos
gue liberan mas citosinas efectoras que contribuiran a aumentar la inflamacion tisular, como la
IL-8 (Eaby-Sandy and Lynch, 2014). Ademas, a este receptor también se le atribuye la capacidad
de frenar las reacciones inflamatorias dependientes de IL-1 a nivel folicular, molécula liberada
por macréfagos, monocitos y células dendriticas como respuesta al TNFa, por lo que se
promueve favorablemente la inflamacion tisular y la aparicion de las erupciones cutaneas etc.
al inhabilitar las sefiales de control (Macdonald et al., 2015).

A su vez en la mayoria de casos, la erupcién cutanea suele emplearse como marcador clinico de
la eficiencia terapéutica del tratamiento, al ser una sefial clara de la inhibicion de EGFR no solo
en las células sanas, sino también, en consecuencia, sobre las células tumorales en pacientes
con NSCLC (Liu et al., 2013) al mismo tiempo, diferentes estudios de eficiencia realizados sobre
pacientes con este tipo de cdncer han denotado una diferencia poblacional entre los que eran o
habian sido fumadores y no fumadores, siendo los primeros menos propensos a mostrar
sintomas cutdneos adversos y en consecuencia, el farmaco tiene una menor eficacia en ellos por
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tener una menor biodisponibilidad en plasma (Steffens et al., 2016; “Tarceva, European
Medicines Agency,” 2018).

2. OBIJETIVOS

Comprobar la validez de las técnicas citadas, DPRA, KeratinoSens, h-CLAT y QSAR para predecir
el potencial sensibilizante de los medicamentos antineoplasicos Erlotinib e Imatinib mediante
las técnicas y los criterios establecidos por la OECD para tal fin.

3. MATERIALES Y METODOS

A continuacién, se detalla el procedimiento establecido para cada una de las técnicas a evaluar
con las que se pretende establecer el potencial sensibilizante de los antineoplasicos Imatinib
(STI571 Selleckchem) y Erlotinib (57786 Selleckchem).

3.1. Condiciones de cultivos celulares

Previa a la realizacidn de las diferentes técnicas in vitro, es necesario el cultivo rutinario de las
diferentes lineas celulares que van a ser empleadas.

3.1.1. KeratinoSens™

Para llevar a cabo el cultivo de la linea celular transfectada KeratinoSens™ (Givaudan Schweiz
AG) empleada en el test de ARE-Nrf2 Luciferasa, las células se incubaron hasta alcanzar la
confluencia deseada en frascos de 75cm?, en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium), low glucose, Glutamax™ Supplement, pyruvate (Gibco, 11570586) al 9,1% de FCS
(Fetal Calf Serum) (Amimed, 2-01F00-1) con 5,5mL de Geneticin™ Selective Antibiotic (G418
Sulfate) (50mg/mL) (Gibco, 11558616).

3.1.2. THP-1

En lo referente al cultivo de las células THP-1 (human monocytes leukemia cell) (LGC Standars,
ATCC-TIB-202) empleadas en la técnica de h-CLAT, también se incubaron hasta alcanzar la
confluencia deseada, en este caso empleando frascos de 175cm?, medio RPMI-1640 (Medio
Roswell Park Memorial Institute) (ATCC, 30-2001) suplementado con un 10% de FBS (Fetal
Bovine Serum) (GE Healthcare Life Sciences, SV30160.03), 100 unidades/mL de penicilina y
100pg/mL de estreptomicina (Lonza, DE 17-602E).

3.2. DPRA

Con el fin de realizar la determinacién de sensibilizacion mediante la técnica de DPRA es
necesario preparar dos soluciones estandar con los péptidos sintéticos de cisteina (Ac-RFAACAA-
COOH) (Genosphere Biotechnologies) y de lisina (Ac-RFAAKAA-COOH) (Genosphere
Biotechnologies) explicitamente cada vez que vaya a realizarse un experimento; la primera en
tampédn fosfato pH 7,5 y la segunda en tampdn de acetato de amonio pH 10,2, ambas a una
concentracion final de 0,667mM.

A partir de estas soluciones estandar, se procedid a preparar una curva de calibrado del péptido,
los controles establecidos por la OECD y las mezclas con los antineopldsicos anteriormente
mencionados, Erlotinib e Imatinib, a diferentes concentraciones; y todas ellas se incubaron en
viales de cristal adecuados para su futuro anadlisis mediante HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), en oscuridad a 25+2,5°C durante 24+2horas.

Las disoluciones con los antineoplasicos a testar, técnicamente y siguiendo las directrices
establecidas por la OECD, debian ser incubadas con la soluciéon estandar con los péptidos
sintéticos a una relacién 1:10 para la cisteina (0,5mM de péptido y 5mM compuesto a testar) y
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1: 50 respecto a la lisina (0,5mM de péptido y 25mM compuesto a testar). Sin embargo, llegar a
dichas concentraciones con los antineoplasicos resulta inviable puesto que precipitan al instante
dificultando el saber cuanto quimico queda realmente disuelto en la solucién y pudiendo
ocasionar dafios en el equipo de medicidn al poder obstruir la columna con el precipitado, por
ejemplo. Por ello, al final se llevaron a cabo disoluciones a 5mM y puesto que seguia
produciéndose precipitacién, se adaptaron las concentraciones de las disoluciones a testar (2,5,
1 y 0,5mM), siendo aun asi los resultados aceptados por la OECD siempre y cuando sean
positivos. Finalmente, por estos mismos problemas de precipitacién, se decidid llevar a cabo
solamente el modelo de cisteina propuesto por la OECD para estos casos (Tabla 2).

Por ello, solamente se prepard la recta de calibrado que cubria un rango de concentracion de
cisteina de 0,534mM a 0,0167mM haciendo disoluciones seriadas en tampén fosfato pH 7,5 con
un 20% de acetonitrilo a partir de la disolucién estandar de cisteina. Ademds, se incluyé un
ultimo estandar que solamente contenia el tampdn de dilucion como blanco de la curva patron.

Respecto a los controles empleados para verificar el buen funcionamiento de la técnica, se
emplearon soluciones de aldehido cindmico y DNCB (2,4-dinitroclorobenceno) como controles
positivos, como controles negativos, soluciones de acido lactico y 6-metilcumarina y ademas un
control de referencia, Control C, con el fin de comprobar que el acetonitrilo empleado para
disolver el quimico a testar no afecta al porcentaje de disminucidn peptidica; cada cual con sus
respectivas réplicas y estando los primeros a una concentracion de 5mM, como indica la OECD
y el Control Ca 0,5mM.

Una vez preparadas e incubadas las pertinentes disoluciones y sus réplicas, el analisis de la
disminucién peptidica se llevd a cabo en un equipo de HPLC (Shimadzu 10AD) con una columna
de fase reversa Zorbax SB-C-18 2,1mm x 100 mm x 3,5um (Agilent, 861753-902) conectado a un
detector UV (SPD-10AV VP UV-vis; Shimadzu 10AD) con el que medir la absorbancia a una
longitud de onda de 220nm. Para llevarlo a cabo, se fij6 un volumen de inyeccidén de 10uL,
manteniendo la columna a 30°C a un flujo de 0,35mL/min con un gradiente de fase movil A (0,1%
vol / vol TFA en agua) y fase moévil B (0,085% vol / vol TFA en acetonitrilo).

Por ultimo, integrando el area bajo la curva del pico correspondiente al tiempo de retencién de
la cisteina en el cromatograma obtenido por el HPLC e interpolandola en la recta de calibrado,
mediante la siguiente férmula, se calculd el porcentaje de disminucidn peptidica de cada una de
las muestras:

%Dismi . vidica = |1 Area del pico de la muestra 0

pLULSTITICLOR peptiaica = Media del area del pico de los controles de referencia
Normalmente, para esta técnica se considerara que el compuesto a testar es sensibilizante si al
realizar la media de las disminuciones peptidicas de cisteina y lisina da un valor superior al 6,38%
segln el marco de trabajo de los IATA con diferentes grados de reactividad como se indica en la
Tabla 1.

Tabla 1. Modelo de prediccion del potencial sensibilizante de un compuesto segun los porcentajes de disminucién
peptidica.

_Me.dla de los %,d? Reactividad Prediccidn
disminucidn peptidica
0% < media £ 6,38% Nula o minima Negativa
6,38% < media £22,62% Baja
22,62% < media £42,47% Moderada Positiva
42,47% < media < 100% Alta
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En los casos en los que el quimico problema tiene el mismo tiempo de retencién y se produce
un fenédmeno de co-elucidn y no se ha podido separar el péptido del quimico, se considera que
el resultado es “no concluyente”. A su vez, si existen problemas con el péptido de lisina, como
en este caso, debe usarse el modelo de prediccién de cisteina indicado en la Tabla 2, en el que
para considerar a un compuesto sensibilizante debe superarse el umbral de 13,89% de
disminucidén peptidica.

Tabla 2. Modelo de prediccion de Cisteina.

% Disminucidn peptidica de Cys Reactividad Prediccidn
0% < Cys% <13,89% Nula o minima Negativa
13,89% < Cys% < 23,09% Baja
23,09% < Cys% <98,24% Moderada Positiva
98,24% < Cys% < 100% Alta

3.3. KeratinoSens™

Una vez alcanzada la confluencia recomendada por la OECD del 80-90%, para llevar a cabo esta
técnica, las células fueron tripsinizadas con TrypLE™ Select Enzyme (1X) (Gibco, 12563029) y
sembradas en tres placas opacas y una transparente todas de 96 pocillos a una densidad de
10000células/pocillo. Las siguientes 24h, las células fueron incubadas en medio DMEM al 9,1%
de FCS, sin antibidtico alguno.

Se procedid a realizar las disoluciones y sus triplicados a distintas concentraciones de ambos
antineopldsicos en medio DMEM al 9,1% de FCS sin antibidtico, de 1, 10, 10 y 1000ng/mL para
Erlotinib y de 50, 100 y 150ng/mL para Imatinib; asi como también se prepararon las diferentes
disoluciones seriadas de aldehido cindmico (Sigma Aldrich, W228613) a 4, 8, 16, 32 y 64uM y de
DNCB (2,4-Dinitroclorobenceno) (Sigma Aldich, 237329-10G) a 7,8, 3,91, 1,95 y 0,98uM, es decir,
de los controles positivos y de isopropanol (Sigma Aldrich, 19516-25ML) y de acido lactico (Sigma
Aldrich, W261114-1KG-K), ambas a 1000uM, que serian los controles negativos. Asi pues, se
dejaron incubar las células con los compuestos a testar durante 48h a 37°C al 5% de CO..
Ademads, a su vez como control del solvente empleado, se dejaron pocillos solamente con células
en su medio sin los quimicos en cuestidn.

Para llevar a cabo el ensayo de la luciferasa en las placas opacas con el kit Luciferase Assay
System 10-pack (Promega, E1501), primeramente, se aspiré el sobrenadante cuidadosamente y
se lavaron las células dos veces con DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) (Biowest,
L0615-500) con el fin de eliminar los posibles restos de medio que hubiesen quedado. Se
afiadieron a cada pocillo 20uL de la solucién de lisis Passive Lysis 5X Buffer (Promega, E1941)
previamente diluida a 1X y tras incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente en
agitacion, se anadieron 50uL de sustrato y rdpidamente se midié la luminiscencia en el
luminémetro (LUMIstar Omega, BMG Labtech).

Estos experimentos fueron realizados en dos ocasiones independientes entre si para cada uno
de los compuestos a testar.

La induccion de la actividad luciferasa se obtuvo a partir de los datos obtenidos en el
luminédmetro mediante la férmula:

(Lmuestra - Lblanco)

Actividad luciferasa inducida =
(Lsolvente - Lblanco)
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Siendo:
Linuestra, 12 lectura de la luminiscencia obtenida en un pocillo con antineoplasico.

Lpianco, 12 lectura de la luminiscencia obtenida en el pocillo que no contiene ni células ni
compuesto.

Lgotvente, 1a media de las lecturas de los pocillos que contienen células y solvente (DMSO) pero
no compuesto (controles negativos).

Una vez calculada la actividad luciferasa inducida para cada pocillo, mediante el promedio de la
induccion de las réplicas, se obtuvo la medida de la induccion de la actividad de la luciferasa
madxima global (I,,,4,) para cada una de las concentraciones.

Con el fin de poder calcular la capacidad inductiva de la actividad luciferasa de cada compuesto,
se calculdé EC; 5 mediante interpolacion lineal segun la siguiente ecuacion:

1,5 -1
LSy,

ECis = (6 =€) (T

Siendo:

C,, la menor concentracion en pM con una actividad luciferasa inducida mayor de 1,5

Cp, la mayor concentracidn en uM con una actividad luciferasa inducida menor de 1,5

I,, la actividad luciferasa inducida para la concentracién mds baja con una I,;,5,, mayor de 1,5
I, la actividad luciferasa inducida para la concentracién mas alta con una I,,3, menor de 1,5

Paralelamente al ensayo de expresion de la luciferasa, se llevé a cabo un ensayo de viabilidad
en la placa transparente restante, con el que se comprobd el grado de citotoxicidad de los dos
antineopldsicos. Se cambié el sobrenadante de esta placa por 200uL de DMEM al 1% de FCS sin
antibidticos, ademds de afiadirsele a cada uno de los pocillos 27uL de una solucién de MTT
(Thiazolyl blue tetrazolium bromide; bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio)
(Sigma Aldrich, M2128-1G) (5mg/mL en DPBS) y se dejé incubar en oscuridad durante 4h a 37°C
al 5% de CO,. Una vez finalizado este periodo, se sustituyé el medio por 100uL de DMSO (Sigma
Aldrich, 34869-1L-M), transcurridos 10 minutos en agitacién a temperatura ambiente, se
procedio a medir la absorbancia en el espectrofotometro (Infinite M200, Tecan) a 600nm.

A partir de las medidas obtenidas, se calculd la viabilidad celular segun la férmula:

(Vmuestra - Vblanco)

Viabilidad = 100

(Vsolvente - Vblanco)

Siendo:

Vinuestra, 12 lectura de la absorbancia de los pocillos con el compuesto a testar.

Vsowente |2 lectura de la absorbancia del pocillo que solamente contiene células y solvente.
Viianco, 12 lectura de la absorbancia del pocillo que no contiene ni células ni compuesto.

A continuacion, empleando los valores de viabilidad obtenidos previamente para las distintas
dosis testadas de ambos antineoplasicos, se calculé mediante interpolacion lineal la
concentracién minima necesaria de estos para obtener una viabilidad del 50 y del 30%, es decir
IC5q e 1C5p, respectivamente, empleando la siguiente formula:

100 — x) =V,
( ) a>+Ca

16:= 6~ € (2,
a
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Siendo:

x, el porcentaje de reduccién a la concentracién a calcular (50 y 30 para ICg e IC3p).
C,, la concentracion mas baja en pM con una reduccién de la viabilidad superior al x%.
Cp, la concentraciéon mas alta en uM con una reduccién de la viabilidad inferior al x%.

V,, el porcentaje de viabilidad a la menor concentracién con una reduccién de la viabilidad
superior al x% (Cy).

V,, el porcentaje de viabilidad a la mayor concentracidn con una reduccién de la viabilidad
inferior al x% (Cp,).

Posteriormente, los valores totales de ICgq e IC3, se obtuvieron calculando la media geométrica
de cada una de las repeticiones, en este caso 2.

Para esta técnica se considera que el quimico a testar es sensibilizante si todas las condiciones
siguientes se dan en al menos 2 repeticiones del experimento independientes, en caso contrario
se considerara no sensibilizante:

1. La I,4, €s superior a 1,5 y estadisticamente significativa en comparacidn con el control
negativo (solvente, DMSO).

2. Laviabilidad celular es superior al 70% para la concentracién mas baja con un 4, por
encima de 1,5.

3. EIEC;s esinferior a 1000uM.

4. Debe haber una correlacién clara entre la dosis y la respuesta obtenida en la induccidn
de la luciferasa.

En caso de que no haya concordancia entre los experimentos, sera necesario realizar un
tercero y el resultado final serd el que indique la mayoria.

3.4. h-CLAT

Al igual que para el Test de KeratinoSens™, se realiz6 de manera independiente dos veces el
experimento.

Para empezar con la técnica de h-CLAT, el primer paso fue sembrar las células THP-1 en dos
placas de 24 pocillos a una densidad de 500000 células/pocillo. Se dejaron incubar a 37°C al 5%
de CO; durante media hora para facilitar su adaptacién al medio y reducir el estrés celular al
minimo.

Mientras tanto se prepard suficiente volumen para hacer triplicados de cada una de las
concentraciones a ensayar, es decir, de los controles positivos, DNCB a 2ug/mL y sulfato de
niquel (Sigma Aldrich, N4882-1KG) a 140ug/mL, de los controles negativos, acido lactico a
500ug/mL e isopropanol a 2500ug/mL, y una condicidn simplemente con células y medio; y por
supuesto, las diferentes concentraciones de Erlotinib e Imatinib a 1, 2,5 y 5ug/mL el primero y
0,5, 1y 5, el segundo. En todos los casos se afiadieron 500uL de disolucidn a 500uL de células a
cada pocillo y se incubaron 24h a 37°C al 5% de CO,.

Tras la incubacidn con los antineoplasicos, las células se centrifugaron durante 5 minutos a
1500rpm a 4°C. Se procedié a eliminar el sobrenadante obtenido y a resuspender el pellet con
las células en tampdn de bloqueo (0,01g de Globina (Sigma- Aldrich, G2388-10G) en 100mL en
Staining Buffer (Invitrogen, 00-4222-26)) para bloquear los receptores Fc, con el que se incubé
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durante 15 minutos a 4°C. Durante este tiempo, se procedid a preparar las soluciones de los
anticuerpos monoclonales anti-CD86 (Dako, F7205), anti-CD54 (Dako, F7143) y el del isotipo
control de ratén IgG1 (Dako, X0927) conjugados con FITC (Isotiocianato de fluoresceina, sefial
de emisidn a 525nm) con Staining Buffer en una proporcion 3:25 para CD86 y una de 3:50 para
CD54 e IgG, este ultimo siendo empleado como control de isotipo. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacidn, se afiadié un anticuerpo a uno de los tres pocillos destinados a cada
concentracién o control y se volvieron a dejar en incubacién a 4°C en oscuridad durante media
hora mas. Tras centrifugar y eliminar el sobrenadante, se hicieron dos lavados con 500uL de
Staining Buffer y finalmente se resuspendid el pellet otra vez con 300uL de Staining Buffer y 2ulL
de yoduro de propidio (Sigma Aldrich, P4170-100MG) a cada uno de los eppendorfs como
indicador de viabilidad celular (sefal de emisién a 620nm).

Una vez terminado este proceso, se procedié a medir la intensidad de fluorescencia de FITC de
CD86 y CD54 vy la viabilidad celular mediante un citémetro de flujo (BD LSR Fortessa X-20). Y
basandose en el valor de la MFI (Mean Fluorescence Intensity, Intensidad de Fluorescencia
media), se calculd el valor de RFI (Relative Fluorescence Intensity, Intensidad de Fluorescencia
Relativa) segun la siguiente féormula como indicador de la expresién de los marcadores de
superficie CD86 y CD54:

MFIde células tratadas — MFIde células tratadas con el isotipo control

RFI = -100

MFIde células control con solvente — MFIde las células control con el isotipo control

Y respecto a la viabilidad, fue calculada segun la siguiente formula:

Numero de células vivas
100

Viabilidad celular = Numero total de células adquiridas .
Para esta técnica, se considerard que un compuesto es sensibilizante cutaneo siempre y cuando
en al menos uno de los dos experimentos independiente realizados cumpla que la RFI de CD86
sea mayor o igual al 150% a cualquier concentracidn testada y con una viabilidad celular mayor
o igual al 50% y/o que la RFI de CD54 sea mayor o igual al 200% a cualquier concentracion
testada y con una viabilidad celular mayor o igual al 50%, en caso contrario, el compuesto sera
considerado como no sensibilizante.

A parte, opcionalmente, para los compuestos calificados como sensibilizantes cutdneos la OECD
recomienda calcular segun la siguiente féormula los valores de las concentraciones a las cuales el
guimico en cuestiéon induce un RFI de 150 o 200 (EC, Effective Concentration), EC150para CD86
y EC200 para CD54, para cada uno de los experimentos, siendo el valor final la media de estos.

EC150 = Bgose + w (Adose — Bdose)]
(ARFI - BRFI)
(200 — Bgpy)

EC200 = Bgyse + * (Agose — Bdose)]

(Arer = Brer)
Siendo:

A jose, 12 menor concentracion en pg/mL con un RFl superior a 150 para CD86 o a 200 para CD54
Bgose, 1a mayor concentracion en pg/mL con un RFl inferior a 150 para CD86 o a 200 para CD54
Agrr, el RFl de la menor concentracidn con un RFI superior a 150 para CD86 o a 200 para CD54

Brr1, el RFI de la mayor concentracidn con un RFl inferior a 150 para CD86 o a 200 para CD54
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3.5. Criterios de aceptacion del potencial sensibilizante

Un compuesto serad considerado como sensibilizante segin la OECD siempre y cuando dé un
resultado valido positivo para dos de las tres técnicas comentadas y para aceptar un resultado
como valido, los resultados obtenidos deben cumplir una serie de requisitos para cada una de

ellas.

DPRA

Para aceptar un experimento de DPRA como valido debe cumplir los siguientes requisitos (OECD
442C, 2015):

La curva de calibraciéon debe tener una r?>0,99.

La media del porcentaje de disminucion peptidica de las réplicas del aldehido cinamico
debe estar entre el 60,8 y 100% para la cisteina y su desviacién estandar (SD) no debe
superar el 14,9%. Esto ultimo también debe aplicarse a los replicados de los compuestos
guimicos a testar.

La media de la concentracidon peptidica de los replicados para cada uno de los controles
de referencia en el solvente empleado, debe ser 0,50+0,05mM.

El coeficiente de variacion (CV) de las areas de los picos del péptido para el control C en
acetonitrilo debe ser inferior al 15%.

Test de ARE-Nrf2 Luciferasa mediante KeratinoSens™

Para aceptar un experimento de KeratinoSens™ como vélido debe cumplir los siguientes
requisitos (OECD 442D, 2015):

h-CLAT

La actividad luciferasa para el aldehido cindmico para al menos una de las
concentraciones testadas entre 4 y 64uM debe ser estadisticamente significativa
superando el umbral de 1,5 por ejemplo usando un t-test.

El EC; 5 para el aldehido cindamico debe estar entre 7 y 30uM y la media de la induccién
de sus réplicas a 64uM debe estar entre 2 y 8.

El CV promedio de la luminiscencia del control negativo (solvente, DMSO) debe ser
inferior al 20% en cada repeticion, de lo contrario, los resultados deben ser descartados.

Para aceptar un experimento de h-CLAT como valido debe cumplir los siguientes requisitos
(OECD 442E, 2015):

La viabilidad celular de los controles negativos empleados, tanto en medio como en
solventes (DMSO) debe ser superior al 90%.

La viabilidad celular del control positivo DNCB tiene que ser superior al 50% ademas de
que sus valores de RFIl para cada uno de los marcadores deben cumplir los criterios

establecidos para considerar un resultado como positivo [RFlcpss = 150 y RFlcpsa = 200].

Tanto en DNCB como en medio, la relacién de ambos marcadores de superficie respecto
al control de isotipo (IgG) debe ser mayor del 50%.
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e Respecto a los compuestos quimicos testados, la viabilidad celular debe ser superior al
50%.

3.6. QSAR

Ademas, con el fin de complementar los resultados obtenidos por las técnicas previamente
descritas, se realizé un analisis mediante la herramienta QSAR Toolbox versién 4.4.1 (2020) de
la OECD empleando un flujo de trabajo automatizado. Primero, dado que se trata de quimicos
simples y no de mezclas, se inserté un identificador especifico de cada antineopldsico en el
primer moédulo de Input, en este caso, el nUmero CAS (Chemical Abstract Services) (Imatinib:
152459-95-5; Erlotinib: 183321-76-6). Después en el mddulo Data gap filling, se selecciond el
modo de trabajo automadtico y el punto final de sensibilizacion cutanea con datos
experimentales de pruebas de LLNA y GPMT (Prueba de Maximizacion del Conejillo de Indias) y
se inicid el proceso de prediccion con estos parametros. Para terminar, en el médulo Report se
obtuvo un informe independiente para cada farmaco con el resultado de la prediccién sobre el
potencial de sensibilizacién cutanea de cada uno.

4. RESULTADOS
4.1. Resultados del ensayo de DPRA

Esta técnica, como ya se ha comentado previamente, hace uso de la capacidad que tienen los
compuestos sensibilizantes de unirse a los grupos nucleofilicos de las proteinas transportadoras
de la piel, es decir, aprovechando el primer evento clave de un proceso de sensibilizacidon
cutanea. De esta manera se pretende comprobar si los dos antineoplasicos problema, Imatinib
y Erlotinib, son capaces de unirse a los péptidos sintetizados con tal fin de cisteina vy lisina al
poseer grupos nucleofilicos en su cadena lateral.

En este andlisis en concreto, como ya se ha comentado en el apartado de materiales y métodos
dedicado a esta técnica, solamente va a considerarse el modelo de prediccion de cisteina
propuesto por la OECD (Tabla 2) debido a problemas de precipitacion inmediata a las
concentraciones establecidas en el protocolo de la OECD y a la obtencion de resultados no
analizables para concentraciones inferiores en las disoluciones del péptido de lisina.

Respecto al antineoplasico Imatinib, se hicieron disoluciones a una concentracién de 2,5 mM,
1ImM y 0,5mM. La primera de ellas presentd una elevada precipitacién imposibilitando su
analisis y para el resto, aln solo considerando el modelo de cisteina, el resultado era no
concluyente por un fenémeno de co-elucién con el péptido empleado que impedia la integracién
del drea del pico y por tanto, el cdlculo del porcentaje de disminucion peptidica.

En lo referente a Erlotinib, se hicieron disoluciones a 5, 2,5, 1 y 0,5mM. Para las dos primeras,
los resultados fueron descartados por problemas de precipitacién masiva, en cambio, para las
otras dos disoluciones se obtuvieron lecturas analizables y con las que se cumplia los criterios
de aceptacién de la OECD, siendo los resultados obtenidos para las disoluciones de Erlotinib, de
acido lactico y 6-metilcumarina como controles negativos y de aldehido cindmico y de DNCB
como controles positivos, los mostrados en la Figura 9:
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Figura 9. Analisis del potencial sensibilizante de Erlotinib por DPRA. Se representan los valores de la media
aritmética de las repeticiones + SD del porcentaje de disminucion peptidica de Erlotinib a distintas concentraciones y
de los diferentes controles por la técnica DPRA tras 24h de incubacion con el péptido sintético de cisteina.

Como se puede observar en la figura anterior, al calcular los porcentajes de disminucidn
peptidica para la cisteina, los valores de los controles positivos estan muy por encima del umbral
establecido de 13,89% de disminucién peptidica, mientras que los negativos, no llegaron a
alcanzarlo, como era de esperar. Respecto al farmaco en si, el porcentaje medio de disminucidn
peptidica para la disolucién 0,5mM fue de 37,66% y para la de 1ImM fue de 54,18%, las dos con
una SD muy inferior al 14,9% establecido como requisito de aceptacion de los resultados. Asi
pues, viendo que ambas concentraciones estdn dentro del rango de reactividad moderada segun
los criterios para este modelo (Tabla 2) se concluye que la prediccion es positiva.

4.2. Resultados del ensayo KeratinoSens™

Mediante esta técnica se valora la capacidad de un compuesto de desencadenar el segundo
evento clave de un proceso de sensibilizacién cutdnea, es decir, la activacion de los
queratinocitos valiéndose del mecanismo de activacion de la via Keap1/Nrf2 ante un estrés
oxidativo, detectable al emplear la linea transfectada KeratinoSens™, mediante la expresion del
gen de la luciferasa.

Para Imatinib se testaron los respectivos controles positivos (acido lactico e isopropanol) y
negativos (DNCB y aldehido cindmico) con los que se obtuvieron los resultados esperados,
indicando asi la fiabilidad del experimento y las diluciones de farmaco a 50, 100 y 150ng/mL. En
todas ellas, excepto para la menor, la I,,5, es superior o igual al umbral de 1,5, como se puede
observar en la Figura 10A, cumpliéndose asi la primera premisa de los criterios de aceptacién
para esta técnicas. La viabilidad para la menor concentracién con una I,,,4, superior a 1,5 supera
el 70% y el valor de EC; 5 para este compuesto es inferior a 1000uM, es decir, que se cumplen
otros dos criterios de aceptacion; y mediante la Figura 10B se confirma el cuarto criterio, una
clara dependencia entre la dosis de farmaco y su efecto sobre la viabilidad celular y la respuesta
obtenida por la luciferasa.
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Figura 10. Analisis del potencial sensibilizante de Imatinib mediante KeratinoSens™. Efectos de Imatinib y de los
respectivos controles para la linea celular KeratinoSens™ tras 48h de incubacion. A- Se representan los valores de la
media aritmética + SD de los dos experimentos independientes realizados para los valores de la induccidn de la
actividad de la luciferasa maxima global, ,,,5,. B- Se representan los valores de la media aritmética + SD de los dos
experimentos independientes realizados para los valores de la viabilidad celular.

Puesto que el experimento cumple con los criterios de aceptacidn establecidos por la OECD ya
mencionados, se puede afirmar que la prediccion del potencial sensibilizante para este farmaco
es positiva.

Para Erlotinib se testaron los respectivos controles positivos (acido lactico e isopropanol) y
negativos (DNCB y aldehido cindmico) con los que se obtuvo los resultados esperados, indicando
asi la fiabilidad del experimento y las diluciones de farmaco a 1, 10, 100 y 1000ng/mL. En este
caso en ninguna de las concentraciones probadas se alcanza el umbral de 1,5 para la I,,,5, (Figura

23



11A), en consecuencia no se puede saber el valor de EC; 5 ni la viabilidad celular para la
concentracidn mas baja con una I,,5, superior al limite establecido. Solamente se puede decir
que la respuesta obtenida para la expresion de la luciferasa es proporcional a la viabilidad (Figura
11B). Por tanto, en este caso, el descenso de la Imax, se puede atribuir al menor nimero de
células.

Puesto que no se cumplen los criterios basicos establecidos por la OECD para aceptar la
prediccidon de esta prueba acerca del potencial sensibilizante de este compuesto no se puede
afirmar que este compuesto tenga o no un potencial sensibilizante.
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Figura 11. Anilisis del potencial sensibilizante de Erlotinib mediante KeratinoSens™. Efectos de Erlotinib y de los
respectivos controles para la linea celular KeratinoSens™ tras 48h de incubacién. A- Se representan los valores de la
media aritmética + SD de los dos experimentos independientes realizados para los valores de la induccién de la
actividad de la luciferasa maxima global, ,,,5,, asi como el umbral establecido por la OECD con una linea horizontal
discontinua. B- Se representan los valores de la media aritmética = SD de los tres experimentos independientes
realizados para los valores de la viabilidad celular.
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4.3. Resultados de la técnica h-CLAT

En esta técnica, como ya se ha comentado, se pretende medir la capacidad que tiene el farmaco
de activar las células dendriticas, en este caso los monocitos de la linea celular THP-1, es decir,
de desencadenar el tercer evento clave de una reaccién de sensibilizacidn cutdnea.

Para Imatinib se testaron los controles pertinentes, isopropanol y acido lactico como positivos y
DNCB vy sulfato de niquel como negativos, con los que se obtuvo el resultado esperado para
ellos, confirmandose que el test se habia realizado correctamente; respecto al antineopldsico
en si, se analizaron disoluciones a 500, 1000 y 5000ug/mL. En este caso siempre se obtuvo una
viabilidad superior al 50% y superior al 90% en el caso los controles negativos, pero hasta llegar
a la mayor de las concentraciones testadas no se aprecia una activacion celular que sobrepase
los umbrales establecidos por la OECD para la intensidad de fluorescencia relativa para los dos
marcadores (RFlcpss 2 150 y RFlcpsa = 200), siendo la RFlcpss de 183 y la RFlcpss de 209 (Figura 12).
Por todo esto se deduce que Imatinib si tiene un potencial sensibilizante puesto que se cumplen
los requisitos para dar por valida la prediccién obtenida por esta técnica, asi como un efecto
dependiente de la dosis.
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Figura 12. Analisis del potencial sensibilizante de Imatinib realizado por h-CLAT. Efecto de los controles e Imatinib
sobre la linea celular THP-1 a distintas concentraciones después de su incubacién durante 24h. Se representan la
media aritmética de los valores de RFl + SD de dos experimentos independientes. Se realizé tanto para CD56 como
para CD54. El valor umbral establecido por la OECD para ambos marcadores se muestra mediante lineas discontinuas
horizontales.

En lo referente a Erlotinib, se realizaron los mismos controles que para Imatinib y con los que
también se obtuvo el resultado esperado para ellos, confirmandose que el test se realizd
correctamente y en este caso, para el farmaco se llevaron a cabo disolucionesa 1, 2,5y 5ug/mL.
Siempre se obtuvo una viabilidad superior al 50% y superior al 90% en el caso de los controles
negativos, pero en ninguna de las disoluciones testadas se alcanzan los estandares de RFlcpgs >
150y RFlepsqa > 200 establecidos por la OECD (Figura 13). Puesto que se cumplen los criterios de
aceptacion de la prueba, la predicciéon acerca del potencial sensibilizante de Erlotinib es
negativa.
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Figura 13. Andlisis del potencial sensibilizante de Erlotinib realizado por h-CLAT. Efectos de los controles y Erlotinib
sobre la linea celular THP-1 a distintas concentraciones después de su incubacidén durante 24h. Se representan la
media aritmética de los valores de RFI + SD de dos experimentos independientes. Se realizé tanto para CD56 como
para CD54. El valor umbral establecido por la OECD para ambos marcadores se muestra mediante lineas discontinuas
horizontales.

4.4, Resultados obtenidos mediante QSAR Toolbox

Como ya se ha comentado previamente, con el fin de obtener informacién adicional de soporte
a los test in chemico e in vitro sobre el potencial sensibilizante de los farmacos en cuestion,
también se llevd a cabo un analisis in silico mediante el software de prediccidn QSAR Toolbox.

Esta herramienta de prediccidn, trabajando en modo de flujo automadtico, a partir de datos
estructurales de la molécula y compardndolas con la informacién presente en diferentes bases
de datos generd una prediccidn para cada uno de los antineopldsicos. En un principio compara
distintas caracteristicas del propio compuesto como sus grupos funcionales y su capacidad de
unién a proteinas transportadoras de la piel, frente a compuestos ya evaluados. Después, la
informacién obtenida es comparada con datos experiementales obtenidos por pruebas LLNA y
GPMT recopilados en diferentes bases de datos especializadas en sensibilizacién cutdnea. Los
compuestos similares presentes en estos dos primeros analisis se clasifican como los analogos
mas similares al quimico que se esté analizando. Como resultado, se obtiene un grafico en el
que se clasifica el quimico a testar y los compuestos analogos como sensibilizantes o no
sensibilizantes en funcion de Log Kow (el coeficiente de reparto octanol-agua), de manera
predeterminada por el modo de trabajo empleado, en el eje de abcisas. Como se puede observar
en las figuras 13 y 14, las predicciones realizadas por esta herramienta para Imatinib y Erlotinib
son negativa y positiva, respectivamente.
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Read-across prediction for EC3, S M W N, Skin sensitisation, based on 5 values
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Figura 14. Prediccidn negativa de QSAR Toolbox de la OECD sobre potencial sensibilizante de Imatinib. Aparecen
representados, en funcidn del coeficiente de reparto octanol-agua, el antineoplasico a evaluar (puntos rojos) junto a
los compuestos estucturamente andlogos con resultados experiementales sobre su potencial sensibilizante evaluado
por LLNA y GPMT, tanto utilizados (puntos rojo oscuro) como no utilizados (puntos azules) en la comparacion.

Read-across prediction for EC3, Skin sensitisation, based on 5 values
Predicted: Positive
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Figura 15. Prediccion positiva de QSAR Toolbox de la OECD sobre potencial sensibilizante de Erlotinib. Aparecen
representados, en funcién del coeficiente de reparto octanol-agua, el antineoplasico a evaluar junto a los compuestos
estucturamente analogos con resultados experiementales sobre su potencial sensibilizante evaluado por LLNA y
GPMT, tanto utilizados como no en la comparacion.

5. Discusion

Como se puede observar en la Tabla 3, al menos dos de las tres pruebas aceptadas por la OECD
coinciden con sus resultados, al menos para Imatinib; de manera que, sin tener en cuenta nada
mas, Imatinib seria sensibilizante y respecto a Erlotinib, el resultado seria no-concluyente.
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Tabla 3. Resumen de las predicciones obtenidas por las cuatro técnicas probadas

DPRA KeratinoSens h-CLAT QSAR
Imatinib No-concluyente Positivo Positivo Negativo
Erlotinib Positivo No-concluyente Negativo Positivo

Imatinib, en principio tiene un potencial moderado de sensibilizacidn, a pesar del resultado no
concluyente obtenido por la técnica DPRA, y, como se confirma con el analisis realizado
mediante QSAR Toolbox, dicha capacidad no es por su estructura o grupos funcionales, sino mas
especificamente por las funciones en las que intervienen las dianas celulares hacia las que va
dirigido este antineoplasico en concreto, como se sefiala mas detalladamente en el punto 1.4.1
de este trabajo.

A su vez, los datos obtenidos mediante el test de KeratinoSens™ son coherentes con la literatura
consultada respecto a la dosis y a los efectos adversos (Amitay-Laish et al., 2011; Jha et al., 2013),
puesto que en dosis inferiores a 140mg/dia en pacientes no se suelen observar, por lo que a las
concentraciones testadas tampoco seria de esperar observar una citotoxicidad muy elevada
(Figura 10B). Asi como, los resultados obtenidos mediante h-CLAT (Figura 12) coinciden con los
mecanismos en los que Imatinib interfiere descritos en Amitay-Laish et al., 2011. Es decir, que
no necesariamente el farmaco tiene un efecto inmunogénico, sino que produce los efectos
cutdneos adversos por el mero hecho de inhibir ciertos mecanismos en los que interfieren sus
dianas como por ejemplo la renovacién de melanocitos, la normal actividad de las células
intersticiales de Cajal o la angiogénesis entre otros (Abbaspour Babaei et al., 2016; “Imatinib
Mesylate - National Cancer Institute,” 2006; Raica and Cimpean, 2010).

Respecto a Erlotinib, se podria considerar que es un compuesto sensibilizante si se tiene en
cuenta el resultado del andlisis realizado por DPRA y QSAR Toolbox y las pruebas aportadas por
la literatura consultada en este trabajo (apartado 1.3.2).

Sin embargo, dado que la OECD no contempla la herramienta QSAR dentro de las dos de tres
técnicas que tienen que dar el mismo resultado para considerar un compuesto como
sensibilizante, se consideraria que la prediccién obtenida para este farmaco es no concluyente,
ya que al menos una de las pruebas negativas (KeratinoSens™), no cumple los criterios de
aceptacion de los resultados. Esto es debido principalmente a la citotoxicidad demostrada en el
andlisis de la viabilidad del test de KeratinoSens™ (Figura 11B), resultado coincidente con la
literatura consultada (Aw et al., 2018; Shi et al., 2016) y por ende, esperable, sobre todo si se
tiene en cuenta en qué células se expresa EGFR, diana de Erlotinib, como por ejemplo las células
endoteliales, queratinocitos indiferenciados y proliferantes de las capas basales y suprabasales
de la epidermis, sebocitos y de la vaina radicular (Liu et al., 2013; Reyes-Habito and Roh, 2014),
es decir que se inhiben procesos tales como la proliferaciéon, migracion y adhesion celular al
unirse el farmaco a su diana (Riley and Desai, 2009). A su vez, como el mecanismo de accién de
Erlotinib esta basado en la inhibicidn por competitividad frente al ATP, impidiendo que fosforile
el dominio TK de EGFR (“Tarceva, European Medicines Agency,” 2018), y puesto que no provoca
un estrés oxidativo como tal, la expresién de la luciferasa no se produciria al actuar Erlotinib, es
decir, que podria considerarse que el resultado para esta técnica no es valido por la falta de
adecuacion de esta al mecanismo de accién de este fdrmaco en cuestion. Seria un factor a tener
en cuenta para futuras modificaciones o adaptaciones de la técnica a los diferentes farmacos.

Por otro lado, aunque los resultados obtenidos por h-CLAT cumplen los requisitos de aceptacion
de la prueba establecidos por la OECD, contradicen completamente la literatura consultada,
como por ejemplo a Macdonald et al., 2015; de manera que, se podria hipotetizar una posible
explicacion basandose en las limitaciones que puede tener esta técnica (OECD 442E, 2015), mas
concretamente en su dificultad para determinar correctamente el potencial sensibilizante de
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aquellos compuestos que necesitan ser metabolizados previamente para desarrollar un
potencial sensibilizante (pro-haptenos), por ejemplo, por enzimas de la via del citocromo P450
siendo este el caso de Erlotinib (FICHA TECNICA ERLOTINIB TEVA 150 MG COMPRIMIDOS
RECUBIERTOS CON PELICULA EFG; Li et al., 2007); en tales casos, esta técnica suele dar falsos
negativos. Esto suele deberse a la pérdida de ciertas capacidades metabdlicas por parte de las
células, por el mero hecho de establecer y mejorar una linea celular, como es el caso de las dos
empleadas en las técnicas in vitro, THP-1 y KeratinoSens™(Fabian et al., 2013).

Vistos los resultados obtenidos por las técnicas en general y la probada validez de su
combinacion con diferentes compuestos (Strickland et al., 2017, 2016; Urbisch et al., 2015;
Yamamoto et al., 2019) se podria considerar que son excelentes sustitutas del testado en
animales para predecir el potencial sensibilizante de compuestos quimicos, al menos a primera
vista; sin embargo, aqui se ha hecho patente un punto ciego para estas técnicas, en muchos
casos queda obviado el mecanismo de accién seguido por el quimico o su diana molecular y en
cémo todo esto afecta a las células empleadas y al resultado reportado por ellas, siendo este el
caso por ejemplo de Erlotinib, cuyo resultado, si no se tuviesen en cuenta todos estos factores,
se diria que no es sensibilizante contradiciendo toda la bibliografia consulta; todo ello
consecuencia de ser técnicas pensadas para farmacos de uso tépico, no sistémico como es el
caso de los antineopldsicos, no estd optimizado para compuestos que necesitan ser
metabolizados previamente, es decir, necesita de ciertas modificaciones como las ya
mencionadas o la realizacién de un ensayo paralelo con el metabolito sistémico final o incluso,
en un microambiente tumoral no limitandose solamente a la linea celular establecida para poder
ser estandarizadas como sustitutas definitivas del testado animal.

Aun asi, pese a los resultados no concluyentes obtenidos, desde un punto de vista clinico, dado
que hay un amplio rango de efectos adversos y que no aparecen ni los mismos ni todos en todos
los pacientes tratados con terapias dirigidas, tanto las aqui comentadas como otras, el empleo
de las técnicas comentadas previamente podrian suponer un método de prediccidon y pronta
toma de medidas preventivas contra los citados efectos secundarios cutaneos si se llevasen a
cabo con células propias de cada paciente, de manera que supusiese para ellos no solo una
mejora en su calidad de vida durante el tratamiento sino uno mejor y un ahorro en recursos
tanto para los propios pacientes como para el sistema sanitario al evitar tener que suspender la
administracién de tratamientos a mitad de estos y sustituirlos por otros, o reducir la dosis y
hacer que el paciente esté tratandose durante mds tiempo. De manera que, en una situacion
ideal, y econdmicamente poco factible, la aplicacién de estas técnicas de forma habitual y
personalizada podria suponer un gran avance para evitar las reacciones adversas de
sensibilizacion cutanea antes siquiera de que se manifieste sintoma alguno, a la vez que
prevendria la aparicién de posibles secuelas al decidir con antelacion medidas profilacticas para
tal fin.

6. CONCLUSION

e Paraelantineopldsico Imatinib, pese al resultado no concluyente obtenido por la técnica
in chemico DPRA, teniendo en cuenta el resto de técnicas in vitro aceptadas por la OECD,
KeratinoSens™y h-CLAT y el resultado obtenido a través de QSAR Toolbox in silico, se
ha concluido un potencial sensibilizante moderado, coincidiendo asi con la literatura
consultada en la que se muestran los efectos adversos sufridos por los pacientes y que
remiten al retirar el tratamiento con este farmaco.

e Para el antineoplasico Erlotinib se ha obtenido una prediccién no concluyente, no hay
dos de las tres pruebas aceptadas por la OECD que den el mismo resultado,
posiblemente por una inadecuacién de las técnicas KeratinoSens y de h-CLAT a este tipo
de farmacos, ya que contradice completamente tanto la prediccién realizada mediante
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la herramienta QSAR Toolbox, como la literatura consultada, en la que se da fe de la
elevada frecuencia de los efectos adversos padecidos por los pacientes y de su remisién
al suprimir el tratamiento con Erlotinib.

Respecto al potencial de la combinacidon de las cuatro técnicas comentadas como
posibles sustitutos de los testados en animales de compuestos quimicos resulta obvio
su acierto, aunque deberian realizarse cambios que subsanasen las limitaciones de las
técnicas que aqui se han podido apreciar, con el fin de obtener resultados confiables en
un mayor numero de quimicos, con diferentes vias de administracién y diferentes
mecanismos de accién.

En el caso concreto de los antineopldsicos que son terapias dirigidas, dado que estan
disefiados para atacar a ciertas células, deberia considerarse tener en cuenta mas
factores como por ejemplo sus células diana o sus mecanismos de accién para mejorar
estas técnicas y con ello su capacidad predictiva de sensibilizacion cutanea.
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