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Resumen

En la presente tesis doctoral se ha desarrollado una metodologia multidisciplinar
para la evaluacion del potencial fotoquimico y fotobioldgico in vitro de los farmacos
inhibidores de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), combinando tanto estudios
fotofisicos y de caracterizacion como estudios fotobioldgicos en biomoléculas
modelo y en cultivos celulares, concretamente en queratinocitos humanos
inmortalizados (HaCaT). Asi, el objetivo general es investigar si estos farmacos, en
combinacion con la radiacion solar, son capaces de inducir reacciones de
fotosensibilidad y, por tanto, poder alertar a los onc6logos de estos hallazgos para
gue puedan indicar pautas de fotoproteccion adecuadas a sus pacientes, y asi

prevenir estos efectos indeseados. Esta tesis se divide en un total de 7 capitulos.

En el primero (introduccion), se recogen los hitos mas importantes relacionados con
los inhibidores de la PARP, asi como un resumen acerca de las reacciones de
fotosensibilizacién y de los mecanismos quimicos y bioldgicos involucrados en las
mismas. Tras una exhaustiva blsqueda bibliografica acerca de estos farmacos, se
hizo un primer cribado de los cinco de la tercera y Ultima generacion (rucaparib,
talazoparib, niraparib, olaparib y veliparib), identificando asi tres de ellos como
posibles agentes fotosensibilizantes: rucaparib, talazoparib y niraparib, cuyo estudio

se describe en profundidad en los capitulos 4, 5y 6 de la tesis.

En el capitulo 4 se evalla la fototoxicidad del rucaparib (RCP), un farmaco que, a
pesar de tener un cromdforo indol en su estructura quimica, posee un
desplazamiento batocrémico hacia la region UVA de la luz solar, siendo asi capaz
de inducir reacciones de fotosensibilidad. Se observé mediante experimentos de
fluorescencia y fotélisis de destello laser que, tras absorcién de luz en esta region
del espectro, tiene lugar la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que
podrian ser las responsables de generar un dafio fotooxidativo hacia el ADN celular
y a las proteinas transmembrana, originando como resultado una
foto(geno)toxicidad. Ademas, se establecié que el mecanismo de la muerte celular

fotoinducida por RCP es por apoptosis.



El capitulo 5 se centra en la evaluacion del perfil de fotoseguridad de talazoparib
(TLZ), el cual, tras su irradiacion con luz UVA da lugar a un fotoproducto que, tras
su aislamiento y caracterizacion, resultd6 no presentar fotorreactividad. Este
fotoproducto resultdé ademas ser el responsable de reducir significativamente el
potencial fototoxico del farmaco original, ya que no se detectaron especies
transitorias tras su irradiacion con luz UVA. Ademas, para el TLZ se revel6 la
produccion in vitro de ROS, especies que podrian ser las responsables de generar
un dafio fotooxidativo tanto hacia el ADN celular como a las proteinas de membrana,

originando como resultado una foto(geno)toxicidad.

En el capitulo 6 se evalla la fototoxicidad del niraparib (NRP) y su principal
metabolito (N-M1). A pesar de que ambos compuestos resultaron ser fototdxicos,
dicha fototoxicidad no afecto igual a las principales dianas celulares, ya que el dafio
fotooxidativo de NRP se observé en lipidos, en proteinas transmembrana y en el
ADN celular, mientras que en N-M1 se aprecia fundamentalmente en las proteinas
de membrana. Ademas, la toxicidad observada del NRP en células de cancer de
ovario (A2780 y A2780cis) indicé que este farmaco podria contemplarse como
candidato para su uso en un futuro en la terapia fotodindmica para el tratamiento del

cancer de ovario.

Finalmente, con todo ello se concluye que estos farmacos de la familia de los
inhibidores de la PARP (RCP, TLZ y NRP) son capaces de inducir reacciones de
fotosensibilidad, con valores de factor de fotoirritacion (PIF) de 41, 7 y 46,
respectivamente. Cabe destacar que el TLZ es el farmaco que presenta el menor
potencial fototoxico de los tres ensayados. Esto podria atribuirse a su rapida

fotoconversion en un fotoproducto que resulté ser no fotorreactivo.

Por todo lo mencionado anteriormente, se pone de manifiesto la necesidad de
conocer el potencial foto(geno)téxico de estos farmacos, utilizados ampliamente
para las terapias dirigidas contra el cancer, con el fin de evitar posibles reacciones
de fotosensibilidad, o al menos de minimizar sus efectos no deseados,

recomendando pautas de fotoproteccion adecuadas.



Resum

En la present tesi doctoral s'ha desenvolupat una metodologia multidisciplinaria per
a l'avaluacio del potencial fotoquimic i fotobiologic in vitro dels farmacs inhibidors de
la poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), combinant tant estudis fotofisics i de
caracteritzaci6 com estudis fotobiologics en biomolécules model i en cultius
cel-lulars, concretament en queratinocits humans immortalitzats (HaCaT). Aixi,
l'objectiu general és investigar si aquests farmacs, en combinacié amb la radiacio
solar, sén capacos d'induir reaccions de fotosensibilitat i, per tant, poder alertar als
oncolegs d'aquestes fites perqué puguen indicar pautes de fotoproteccié adequades
als seus pacients, i aixi previndre aquests efectes no desitjats. Aquesta tesi es

divideix en un total de 7 capitols.

En el primer (introduccio), es recullen les fites més importants relacionades amb els
inhibidors de la PARP, aixi com un resum sobre les reaccions de fotosensibilitzacio
i dels mecanismes quimics i biologics involucrats en aquestes. Després d'una
exhaustiva cerca bibliografica sobre aquests farmacs, es va fer un primer estudi dels
cinc de la tercera i Ultima generacié (rucaparib, talazoparib, niraparib, olaparib i
veliparib), identificant aixi tres d'ells com a possibles agents fotosensibilizants:
rucaparib, talazoparib i niraparib, I'estudi del qual es descriu en profunditat en els

capitols 4, 5 6 de la tesi.

En el capitol 4 s'avalua la fototoxicitat del rucaparib (RCP), un farmac que, malgrat
tindre un cromofor indole en la seua estructura quimica, posseeix un desplagament
batocromic cap a la regié UVA de la llum solar, sent aixi capag¢ d'induir reaccions de
fotosensibilitat. Mitjangant experiments de fluorescencia i fotolisi de flaix laser es va
observar que, després de I"absorcié de llum en aquesta regié de I'espectre, té lloc
la generacié d'espécies reactives d'oxigen (ROS), que podrien ser les responsables
de generar un dany fotooxidatiu cap a I'ADN cel-lular i a les proteines
transmembrana, originant com a resultat una foto(geno)toxicitat. A més, es va

establir que el mecanisme de la mort cel-lular fotoinduida per RCP és per apoptosi.



El capitol 5 se centra en l'avaluacio del perfil de fotoseguretat de talazoparib (TLZ),
el qual, després de la seua irradiacié amb llum UVA dona lloc a un fotoproducte que,
després del seu aillament i caracteritzacio, va resultar no presentar fotorreactivitat
ninguna. Aquest fotoproducte va resultar a més ser el responsable de reduir
significativament el potencial fototoxic del farmac original, ja que no es van detectar
especies transitories després de la seua irradiacié amb llum UVA. A més, peral TLZ
es va revelar la produccié in vitro de ROS, espécies que podrien ser les
responsables de generar un dany fotooxidatiu tant cap a 'ADN cel-lular com a les

proteines de membrana, originant com a resultat una foto(geno)toxicitat.

En el capitol 6 s'avalua la fototoxicitat del niraparib (*NRP) i el seu principal metabolit
(N-M1). A pesar que tots dos compostos van resultar ser fototoxics, aquesta
fototoxicitat no va afectar per igual a les principals dianes cel-lulars, ja que el dany
fotooxidatiu de NRP es va observar en lipids, en proteines i en I'ADN cel-lular,
mentre que en N-M1 s'aprecia fonamentalment en les proteines de membrana. A
més, la toxicitat observada del NRP en cel-lules de cancer d'ovari (A2780 i
A2780cis) va indicar que aquest farmac podria contemplar-se com a candidat per al

seu Us en un futur en la terapia fotodinamica per al tractament del cancer d'ovari.

Finalment, amb tot aix0 es conclou que aquests farmacs de la familia dels inhibidors
de la PARP (RCP, TLZ i NRP) son capagos d'induir reaccions de fotosensibilitat,
amb valors de factor de fotoirritacié (PIF) de 41, 7 i 46, respectivament. Cal destacar
que el TLZ és el farmac que presenta potencial fototoxic més menut dels tres
assajats. Aixo podria atribuir-se a la seua rapida fotoconversié en un fotoproducte

gue va resultar ser no fotorreactiu.

Per tot I'esmentat anteriorment, es posa de manifest la necessitat de coneéixer el
potencial foto(geno)toxic d'aquests farmacs, utilitzats ampliament per a les terapies
dirigides contra el cancer, amb la finalitat d'evitar possibles reaccions de
fotosensibilitat, o almenys de minimitzar els seus efectes no desitjats, recomanant

pautes de fotoproteccié adequades.



Abstract

In this doctoral thesis, a multidisciplinary methodology has been performed for the
evaluation of the in vitro photochemical and photobiological potential of the poly
(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors, combining photophysical and
photobiological studies in biomolecules and cell cultures, specifically in human
immortalized keratinocytes (HaCaT). Thus, the general objective is to investigate if
these drugs, in combination with solar radiation, can trigger photosensitivity
reactions; this will allow oncologists to indicate appropriate photoprotective
guidelines to their patients in order to prevent these undesirable effects. This thesis

is divided into 7 chapters.

The first one (introduction) contains the essential issues concerning PARP inhibitors,
a background of the photosensitization reactions and a description of the involved
chemical and biological mechanisms. After in-depth bibliographical research about
these drugs, a screening of the five PARP inhibitors (rucaparib, talazoparib,
niraparib, olaparib and veliparib) of the third and last generation was carried out,
identifying three of them as possible photosensitizing drugs: rucaparib, talazoparib

and niraparib. Their behaviour is thoroughly described in chapters 4, 5 and 6.

Chapter 4 evaluates the phototoxicity of rucaparib (RCP), a drug that possess an
indole chromophore in its chemical structure but displays a bathochromic shift
towards the UVA region of sunlight, which makes it able to induce photosensitivity
reactions. Generation of reactive oxygen species (ROS) after UVA light absorption
was detected by fluorescence and laser flash photolysis experiments. These species
could generate photooxidative damage to cellular DNA and transmembrane
proteins, resulting in photo(geno)toxicity. In addition, it was established that the

mechanism of RCP photoinduced cell death is by apoptosis.

Chapter 5 focuses on the photosafety profile of talazoparib (TLZ), a compound that,
after UVA irradiation, gives rise to a photooxidized product; after isolation and
characterization, the photoproduct did not display any photoreactivity, and no

transient species were detected after UVA light irradiation. Therefore, it was



responsible for the significantly reduced phototoxic potential of the parent drug.
Additionally, for TLZ, in vitro ROS production was detected. These species could
lead to photooxidative damage to both cellular DNA and membrane proteins,

resulting in photo(geno)toxicity.

Chapter 6 deals with the phototoxicity of niraparib (NRP) and its main metabolite (N-
M1). Although both compounds are phototoxic, the phototoxicity was found to be
different for the main cellular targets: thus, the photooxidative damage of NRP was
noticed in lipids, transmembrane proteins and cellular DNA, whereas in N-M1 it was
mainly observed in membrane proteins. In addition, NRP was cytotoxic in ovarian
cancer cells (A2780 and A2780cis), indicating that this drug could be considered as

a future candidate for its use in photodynamic therapy to treat ovarian cancer.

Finally, it can be concluded that these PARP inhibitors (RCP, TLZ and NRP) are
able to induce photosensitivity disorders, with PIF values of 41, 7 and 46,
respectively. It is worth noting that TLZ has the lowest phototoxic potential of all three
compounds tested. This could be attributed to a fast photoconversion towards a non-

photoreactive photoproduct.

Taking into account these findings, there is a need of knowledge about the
photo(geno)toxic potential of these drugs, which nowadays are widely used for
targeted therapy against cancer; this will allow to avoid possible photosensitivity
reactions or to minimize undesirable effects by recommending appropriate

photoprotection guidelines.



Abreviaturas y acronimos

A

A2780

A2780cis

ADN

AL

ASH

BER

BRCA 1/2

CDs3CN

CD30OD

CHsCH

CH30OH

CPDs

CPz

DCF

DNPH

DSB

Es

Absorbancia

Células de cancer de ovario humanas

Células de céncer de ovario humanas, variante cisplatino resistente
Acido desoxirribonucleico

Acido linoleico

Albumina sérica humana

Reparacion por escision de bases (en inglés, base excision repair)
Gen del cancer de mama 1/2 (en inglés, breast cancer)
Acetonitrilo deuterado

Metanol deuterado

Acetonitrilo

Metanol

Dimeros de timina ciclobutano

Clorpromazina

Desplazamiento quimico

2'7’-diclorofluoresceina

2,4-dinitrofenilhidrazina

Roturas de cadena doble (en inglés, double-strand break)

Energia del primer estado excitado singlete



Er

FDL

dr

da
H2DCF-DA
HaCaT
HPLC
HRMS

ICs0

Kq

kr

Milli-Q
MTT
MV2*

NER

NRP

Energia del primer estado excitado triplete
Fluorescencia

Fotolisis de destello laser

Rendimiento cuantico de fluorescencia
Rendimiento cuantico de oxigeno singlete
Diacetato de 2'7’-diclorodihidrofluoresceina
Queratinocitos humanos inmortalizados
Cromatografia liquida de alta resolucion
Espectrometria de masas de alta resolucion

Concentracion de un farmaco que genera una inhibicion de un 50 %

en un proceso biolégico.

Constante de acoplamiento

Constante de desactivacion

Constante de desactivacion de fluorescencia
longitud de onda

Agua ultrapura
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio
Metil violégeno

Reparacion por escision de nucle6tido (en inglés, nuclear excision

repair)

Niraparib



NRU
N-M1
102/ 1Ag
5-OH DCF
p

PARP
PARP-1/2
PARPI
PBS

PIF

PS

RCP

RH

RMN
RMN-H
RMN-13C
ROS

SDS

SSB

SYBR® Gold

Ensayo de captacion de rojo neutro (en inglés, neutral red uptake)
Metabolito M1 del niraparib

Oxigeno singlete

5-hidroxidiclofenaco

Fosforescencia

Enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa

Isoformas 1/2 de la enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa
Inhibidor de la enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa
Tampon fosfato salino a pH = 7,4

Factor de fotoirritacion (en inglés, photoirritation factor)
Fotosensibilizador

Rucaparib

Recombinacion homéloga

Resonancia magnética y nuclear

Resonancia magnética nuclear de protén

Resonancia magnética nuclear de carbono

Especies reactivas de oxigeno

Dodecilsulfato sédico

Roturas de cadena simple (en inglés, single-strand break)

Marcador de acidos nucleicos, colorante de cianina



SYBR® Safe

TCA

TLZ

TLZ-P

TF

T

TA

u.a.

UVA

uvB

uvC

UV/Vis

Marcador de acidos nucleicos, colorante de tiazol.

Acido tricloroacético

Talazoparib

Fotoproducto del talazoparib
Tiempo de vida de fluorescencia
Tiempo de vida de triplete

Tiempo de vida del oxigeno singlete
Unidades arbitrarias

Ultravioleta A

Ultravioleta B

Ultravioleta C

Ultravioleta/visible
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Introduccion

1.1. El céancer.

El cancer engloba un grupo de enfermedades de origen genético caracterizadas por
la aparicion de células con un crecimiento masivo y descontrolado, que originan una
masa anormal de tejido denominado tumor o neoplasia que puede diseminarse a
otras partes del cuerpo. Su acumulacion sistematica provoca el deterioro de las
funciones basicas del organismo, hasta que finalmente pueden provocar la muerte

del individuo® 2.

En la actualidad, este grupo de enfermedades es una de las diez principales causas
de muerte en el mundo, donde se estima que, de acuerdo con el Observatorio Global
del Cancer (Global Cancer Observatory, GLOBOCAN), en 2020 se diagnosticaron
aproximadamente 19 millones de nuevos casos de cancer en el mundo y alrededor
de 10 millones de defunciones estuvieron relacionadas con este grupo de
enfermedades, donde el cancer de mama fue el que presenté mas casos a nivel
mundial, seguido del cancer de pulmén y colorrectal (Figura 1) 4.

Tiroides [ RRG 3.0%
Esofago [N 3.1%
Cuello uterino [ ERRRGGGGGE 3.1%
7 — T
Estomago EG— o5
Piel no melaioma |k e 5,2
st E——————
e
T —————————— 1
s ———————————————— 1

0 0,5 1 15 2 25
N° de casos (millones)

Figura 1. Estimacion mundial del nimero de nuevos casos de los canceres con mayor
incidencia en 2020. Figura adaptada de la referencia 3.
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A pesar de que el concepto de cancer o carcinoma surgié en el afio 400 a.C. por
Hipocrates, el considerado padre de la medicina, no fue hasta el siglo XIX cuando
se comenzaron a ver avances significativos en la deteccion y el tratamiento contra

este grupo de enfermedades como, por ejemplo:

- El descubrimiento de los rayos X en 1895 por Wilhelm Conrad Réntger, que
facilité la deteccion tumoral no invasiva.

- El estudio publicado en 1946 por Louis Goodman y Alfred Gilman sobre el
uso de mostazas nitrogenadas como potenciales agentes
quimioterapéuticos, lo que perfecciond el proceso diagnostico y terapéutico
de esta enfermedad.

- El hallazgo por Michael Bishop y Harold Varmus en 1976 de que los
oncogenes (genes anormales responsables de la transformacion de una
célula normal en una maligna) provenian a partir de la alteracion de genes
propios que regulan el crecimiento celular, los denominados

protooncogenes.

A partir de entonces, la mejora de las herramientas tecnolégicas disponibles
permitié el desarrollo de biomarcadores predictivos, proporcionando la clave hacia
el desarrollo de técnicas de deteccidn precoz del cancer, e impulsando el avance
hacia nuevos tratamientos presentes en la actualidad, como la quimioterapia, la
radioterapia, la inmunoterapia, la cirugia minimamente invasiva y la terapia

fotodinamica (photodynamic therapy, PDT)®.

Estos avances han sido claves para el desarrollo de una amplia variedad de
tratamientos contra el cancer. En este contexto, las terapias dirigidas contra el
cancer se basan en un enfoque terapéutico que utiliza farmacos que actiian contra
dianas especificas involucradas en el crecimiento, avance y diseminacion del

cancer, provocando un efecto citostético y/o citotdxico en las células tumorales.

En este sentido, los inhibidores de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARPI) son un
claro ejemplo de ello, ya que este grupo farmacoldgico ejerce una letalidad sintética

en aquellas células cancerosas con mutaciones germinales o somaticas en los
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genes BRCAL1/2 al bloquear la reparacion del ADN celular por accion de la enzima
PARP. No obstante, el uso recurrente de farmacos conlleva la aparicion de efectos
secundarios, entre las que se encuentran las reacciones de fotosensibilidad
generadas por la activacion de la luz solar del farmaco, que puede ser capaz de
desencadenar una cascada de eventos quimicos que, finalmente, originen una serie
de reacciones adversas, tales como la fototoxicidad, la fotoalergia y la

fotocarcinogénesis.
1.2. Inhibidores de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARPIs).

El mecanismo de accién principal de los PARPI esté estrechamente relacionado con
la inhibicién de la actividad catalitica de la enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa 1
(PARP-1), la cual posee un papel fundamental en los procesos de deteccion,
sefializacion y reparacion del ADN dafiado. Concretamente, actian en aquellos
procesos que producen una rotura o discontinuidad en una de las hebras del ADN
(proceso conocido como roturas de cadena simple o single-strand breaks, SSBs).
Estas roturas son generadas por diversos factores exdgenos y enddgenos, tales
como: errores de replicacién, radiacion ionizante, especies reactivas de oxigeno
(ROS) y sitios abéasicos (también conocidos como sitios apurinicos/apirimidinicos o
sitios AP)S.

Si bien es cierto que esta enzima también esta involucrada en la reparacion de
roturas originadas en ambas hebras (roturas de cadena doble o double-strand
breaks, DSBs), la actividad enzimatica de PARP-1 es clave para activar los
principales mecanismos de reparacion de SSBs, especialmente la reparacion por
escision de bases (base excision repair, BER), reparacién por escision de
nucledtidos (nuclear base excision, NER) o reparacion de mellas de ADN

monocatenario (single-stranded DNA nicks).
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1.2.1. Funcién reparadora del ADN de la PARP-1.

La PARP-1 es una enzima nuclear multifuncional altamente conservada por todos
los organismos eucariotas cuya estructura ha sido ampliamente caracterizada y

consta de tres dominios estructurales’ &

- Dominio de unién al ADN localizado en el extremo N-terminal en el que se
localizan estructuras en dedos de cinc que le permiten reconocer e
interaccionar con estructuras del ADN (entre las que se encuentran roturas

de cadena simple o SSB).

- Dominio de automodificacion que contiene residuos de glutamina, aspartato

y lisina que permite la reaccion de poli ADP-ribosilacién o PARIilacion in situ.

- Dominio catalitico localizado en el extremo C-terminal con dos subdominios:
un subdominio WGR que participa en el reconocimiento de DSB y un
subdominio ATR ((ADP-ribosil) transferasa) que contiene la secuencia de la

“firma” PARP, responsable de la reaccion de PARilacion.

Cabe destacar que, aunque la familia de las proteinas PARP abarca un total de 18
proteinas con una secuencia “firma PARP” comun, PARP-1 es la proteina mas
importante de la familia al estar implicada en multiples funciones celulares como el
mantenimiento de la integridad genémica, la regulacion de la expresion genética, la
regulacion del ciclo celular entre otros, pero la mas importante de todas ellas es la
sefalizacién y reparacion del ADN dafiado, funcion compartida con la proteina
PARP-2° 10,

Ante la induccién de diversos tipos de dafio al ADN, PARP-1 es capaz de detectar
el ADN dafiado gracias a su dominio de unién al ADN y es rapidamente reclutado
hacia él, lo que estimula su actividad catalitica e inicia la sintesis de cadenas de poli
ADP-ribosa (reaccion de poli (ADP-ribosilacion) o PARilacién)® °, una reaccion

bioquimica que consta de tres pasos bien diferenciados:
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Iniciacion. La actividad catalitica de PARP-1 comienza escindiendo el
enlace glicosidico entre la nicotinamida (NAM) y la ribosa del sustrato
nicotina adenina dinucle6tido (NAD*), liberando monémeros de ADP-ribosa
y consumiendo ATP en el proceso. Posteriormente, la ADP-ribosa se une
covalentemente a residuos de glutamina, aspartato o lisina de proteinas
aceptoras mediante un proceso de transesterificacion. Estas proteinas
aceptoras puedes ser proteinas histonas o la propia PARP-1.

Elongacién y ramificacion. La actividad poli (ADP-transferasa) de PARP-1
permitird la formacion y crecimiento de la cadena de poli (ADP-ribosa)
(cadena PAR), empleando unidades de ADP-ribosa obtenidas del paso
anterior. Los mondmeros de ADP-ribosa se unen entre si mediante enlaces
ribosa-ribosa 1’,2"-O-glicosidicos, generando cadenas lineales de poli
(ADP-ribosa) de unas 200 unidades de ADP-ribosa, con ramificaciones
cada 20-50 unidades?®.

Reclutamiento. Las proteinas encargadas de iniciar el mecanismo de
reparacion del ADN se unen a las cadenas de PAR mediante interacciones
covalentes o no covalentes, permitiendo su reclutamiento en el lugar donde
se ha producido el dafio. Las proteinas reclutadas dependeran del tipo de
dafio al ADN ejercido, asi como del mecanismo llevado a cabo para la

correcta reparacion*? 13,

A medida que avanza la autoPARilacién, la formacién de las cadenas de PAR

aumenta la actividad de PARP-1 hasta que finalice la etapa de sefializacion del

dafio, momento en el cual la acumulacibn de cargas negativas induce una

disminucién de la afinidad de PARP-1 por el ADN y su actividad enziméatica decae,

liberandose del sitio de unién y permitiendo la degradacion de las cadenas de PAR,

completandose asi el ciclo del NAD* y dejando a PARP-1 de nuevo activa para un

nuevo ciclo de PARilacion.

El catabolismo de las cadenas de PAR esta regulado principalmente por la enzima

poli (ADP-ribosa) glicohidrolasa (PARG), una enzima con gran afinidad por estas
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cadenas que posee actividad tanto endo- como exo-glicohidrolasa, y cuya funcién
es hidrolizar los enlaces ribosa-ribosa 1’,2"-O-glicosidicos entre las unidades de
ADP-ribosa que conforman las cadenas de PAR. Esta enzima es crucial para el
mantenimiento, la regulacién y el reciclado de estas cadenas, asi como el
mantenimiento de la actividad enzimatica de PARP-1 ya que, en caso contrario, la
ausencia o mal funcionamiento de esta enzima esta relacionado con el deterioro del

crecimiento celular y la muerte celular inducida por apoptosis®®.

Complementaria a la enzima PARG, en la degradacion de las cadenas de PAR
también interviene la enzima ADP-ribosil hidrolasa-3 (ARH3), una enzima cuya
funcion es similar a la PARG al hidrolizar estas cadenas'®, y la enzima O-acil-ADP-
ribosa desacilasa 1 (OARD1, también conocida como TARG1), encargada de
escindir el enlace éster entre el mondémero ADP-ribosa terminal y la proteina

aceptora modificada?’.

Una vez degradada la cadena de PAR vy liberados todos los monémeros de ADP-
ribosa, el ciclo del NAD+ se completa con la reaccion de las unidades de ADP-ribosa
con la nicotinamida, catalizada por la enzima ADP-ribosa pirofosfatasa, para obtener
NAD+ y consumiendo ATP en el proceso®®.

Un esquema del mecanismo de reparacion del ADN desempefiado por la enzima
PARP-1 se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Funciones de la enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1) en la reparacion
del dafio al ADN. Figura tomada de la referencia 9.

1.2.2. Desarrollo de inhibidores de la PARP (PARPIs).

El desarrollo de los PARPi se remonta al afio 1963, cuando se report6 por primera
vez la actividad de la PARP vy las principales enzimas involucradas en dicha
actividad®®, lo que desperté un gran interés en desarrollar moléculas que pudiesen
inhibir dicha actividad con el fin de comprender mejor su funcionalidad. Como se ha
detallado en el apartado anterior, la gran mayoria de los compuestos capaces de
inhibir la actividad de la PARP se basan en la unién especifica al dominio catalitico
de estas proteinas, produciendo una inhibicién competitiva con el compuesto NAD*,

sustrato requerido para iniciar la actividad de PARP.

La primera generacion de inhibidores de PARP se disefiaron en base a la estructura

quimica de la nicotinamida, subproducto generado por la escision de NAD*
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catalizada por estas enzimas, debido a que actuaba como inhibidor endégeno al
ejercer una débil retroalimentacion sobre la PARilacion?°. Dentro de esta generacion
destacaron la benzamida y la 3-aminobenzamida (Figura 3), un derivado de la
benzamida que fue altamente estudiado y utilizado en su época debido a la mejora
que ofrecia en la inhibicion de la PARP gracias a la presencia del grupo arilamida,

aungue su mecanismo de actuacion todavia era desconocido??.

Sin embargo, a pesar de que estos compuestos resultaron eficaces sensibilizando
a las células tumorales frente a la radio y quimioterapia, resultaron ser poco
especificos sobre las PARPs, provocando la aparicion de efectos secundarios que
afectaban a la viabilidad celular, al metabolismo de la glucosa y a la sintesis del

ADN, lo que los volvia altamente toxicos?2.

El interés en desarrollar nuevos inhibidores con una mayor especificidad y una
menor toxicidad fue lo que propicié la aparicion de la segunda generacién de
inhibidores en la década de los 90, la cual fue posible gracias al conocimiento sobre
la estructura de la PARP-1 y su interaccion con el ADN?3. La mayor contribucién en
el desarrollo de la estructura quimica del farmacéforo fue realizada por el grupo de
investigacion liderado por Banasik y Ueda, el cual desarrolldé mas de 100
compuestos como potenciales farmacos inhibidores de la PARP, descubriendo que
las arilamidas policiclicas poseian un gran poder inhibitorio a escala micromolar. La
optimizacién de estas estructuras permiti6 el desarrollo de nuevas estructuras
farmacoldgicas derivadas de lactamas ciclicas, como las isoquinolonas,

dihidroisoquinolonas, quinazolinas, fenantrididonas y ftalazinas?* (Figura 3).

Al poco tiempo, inspirados en las prometedoras arilamidas policiclicas, el grupo de
Golden y Griffin disefi6 estructuras pseudociclicas, como los benzoxazoles
carboxamidas y los bencimidazoles carboxamidas?®. La clave de estas estructuras
es la formacion de un pseudoanillo que restringe la rotacion del grupo amida a través
de un puente de hidrégeno intramolecular entre el hidrégeno de la carboxamida y el

nitrégeno del imidazol?® (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de los inhibidores PARP mas representativos de la 12 y 22 generacion.
Los valores de ICs hacen referencia a la concentracion inhibitoria del compuesto que genera

una reduccién del 50 % en la actividad de la enzima PARP-1.

Con la resolucién por difracciéon de rayos X de la estructura de algunos complejos
formados en el dominio catalitico de la PARP con inhibidores de primera generacién,
2728 muchos de los aspectos del farmacoforo pudieron ser explicados en base a las
interacciones con el sitio de union.

Fue a partir de entonces cuando se establecieron los criterios de disefio que debia

incluir cualquier grupo farmacoéforo inhibidor de la PARP?°-3! (Figura 4):

1. Un sistema aromatico o heterociclico biciclico o pseudobiciclico portador de
una funcién carboxamida con rotacion restringida. Este sistema permite que
la funcién amida forme puentes de hidrégeno con los residuos Ser-904 y
Gly-863 de la PARP-1. Cualquier interrupciéon en esta red causaria una

pérdida de potencia inhibitoria.
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2. Un heteroatomo en posicion meta con respecto a la carboxamida, cuya
funcién es formar puentes de hidrégeno con el residuo Glu-988 para mejorar

la potencia inhibitoria.

3. Un pequefio sustituyente hidréfobo en el anillo aromatico adyacente a la
amida, que le permita encajar en el bolsillo del subsitio de unién de la

nicotinamida rodeado por Ala-898 y Lys-903.

4. Un voluminoso grupo hidrofébico adyacente al farmacéforo, que le permite
llenar el gran bolsillo hidrofébico adyacente al sitio de unién de la
nicotinamida. Este bolsillo, también es conocido como el sitio de unién de
la adenina-ribosa, es aprovechado para mejorar las propiedades

farmacéuticas de los PARPIs.

Pequefios sustituyentes Grupo aril amida
permitidos (F, Cl, etc.) esencial para la union

y la accién inhibitoria
\ O\
Q H La rotacion restringida de
i la funcién amida mejora
B \_/ la accion inhibitoria

Grupo hidrofobo capaz

Heteroatomo capaz de / de unirse al bolsillo de la
unirse al sitio activo del ~___~ adenina-ribosa y mejorar
residuo Glu para las propiedades fisico-
mejorar la accién quimicas

inhibitoria

Figura 4. Grupo farmacoforo de los inhibidores de la PARP. Figura adaptada de la referencia
31.

El desarrollo de todos estos avances permitié desarrollar una tercera generacion de
inhibidores que destacan por ser compuestos extremadamente especificos,
selectivos y con gran capacidad inhibitoria del rango nanomolar, tales como

triciclicos derivados de lactonas, indoles y bencimidazoles®.
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Actualmente, de entre todos los inhibidores desarrollados en la Ultima década,
existen un total de cuatro inhibidores de la PARP aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) para su uso en el tratamiento o mantenimiento contra
diferentes tipos de canceres que son: olaparib (OLP), rucaparib (RCP), niraparib
(NRP) y talazoparib (TLZ). El quinto miembro de esta familia, veliparib (VLP),

todavia se encuentra en fase clinica de estudio®® (Figura 5).

32 generacion

H
H3;C—NH N Os_NH,
O
_N_ NH
aal
=
Rucaparib Talazoparib Niraparib

ICso = 1,4 "M ICso = 0,57 nM ICso = 3,8 1M

Os_NH,
N CHs
N N
H H
Veliparib Olaparib
IC50 = 5nM IC50 = 5nM

Figura 5. Estructura de los inhibidores de la PARP de tercera generacion. Los valores de ICsg
hacen referencia a la concentracién inhibitoria del compuesto que genera una reduccién del

50 % en la actividad de la enzima PARP-1.

1.2.3. Mecanismo de accién de los inhibidores PARP.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la actividad enzimatica de la PARP-1
resulta crucial en la reparacion del dafio al ADN para mantener la estabilidad
gendmica celular, ya que su reparacion ineficiente induce una acumulacién excesiva
de ADN dafiado. Esto provocaria la apoptosis celular con el objetivo de evitar la
proliferacion del dafio no reparado, previniendo asi la progresion de mutaciones

gendémicas y el desarrollo de carcinogénesis. Sin embargo, en aquellos casos donde
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la capacidad celular de inducir apoptosis se vea reducida o comprometida, el dafio
no reparado conduce a una inestabilidad gendémica caracteristica de la progresion

del cancer®.

En este contexto, dado que la PARP-1 se activa en respuesta a dafios en el ADN,
especialmente los generados por accion de radiaciones ionizantes, agentes
alquilantes y radicales libres, se despertd un gran interés por los PARPis como
potentes agentes antineoplasicos, combinando asi la inhibicién de las PARPs con
el uso de agentes quimioterapéuticos o radioterapia. Estos compuestos compiten
con el sustrato NAD" por el dominio catalitico de la PARP-1, inhibiendo por un lado
la reaccion de la PARIilacién y, por otro lado, atrapando la proteina inactivada en el
ADN, blogueando asi las horquillas de replicacion y conduciendo a su colapso y la
generacion de DSBs® 3¢, Este tipo de roturas se consideran las mas citotoxicas,
motivo por el cual han de ser reparadas con rapidez, ya que, Si ho se reparan,
pueden causar grandes alteraciones cromosémicas (como reordenamientos,

deleciones o translocaciones), o desencadenar la muerte celular por apoptosis.

Generadas las DSBs, la supervivencia celular dependerd de los sistemas de
reparacion de cadena doble, como la recombinacién homdéloga (RH) y la union de
extremos no homélogos (non-homologous end joining, NHEJ)®, donde la accién de
las proteinas BRCAL1 y BRCA2 (breast cancer) codificadas por los genes BRCA1/2
son claves para la reparacion de los DSBs mediante la recombinacién homdloga,

ya que es la via de reparacion de DSBs mas eficiente®’.

Las mutaciones en los genes BRCA1/2 estan asociadas con un mayor riesgo de
desarrollar algunos tipos de canceres. Sin embargo, la supervivencia de estas
células tumorales se vuelve tremendamente dependiente de la actividad de la
PARP-1 para mantener la integridad del genoma mediante la reparacion de SSBs,
ya que la deficiencia en los genes BRCA1/2 impide reparar eficientemente las DSBs
por RH. La accién inhibitoria de los PARPi en aquellas células deficientes en
BRCA1/2 conduce a que las SSBs en el ADN que no pueden ser reparadas

progresen hacia DSBs, que tampoco pueden ser reparadas, e inciten un incremento
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en la inestabilidad genémica hasta provocar finalmente la muerte celular® 37 (Figura
6). Este hecho hace que el uso de los PARPIs sobre las células con deficiencia o
mutacion en los genes BRCA1/2 de lugar a un fendmeno conocido como letalidad
sintética, definido como la muerte celular provocada por la accién simultanea de

varios factores que no serian letales de forma aislada® 38 3.

Aunque las DSBs todavia pueden repararse por la ruta NHEJ, esta via de reparacion
es propensa a inducir errores sistematicos, lo que conduce finalmente a la

destruccion de la célula3* ¥,

" -
PARPi bloguea la _PARPI o
actividad de la PARP y 00 ST
Y Fragmentacion del e Py

ADN no reparado

PARP Rotura de cadena doble (DSB)
one WALC ’
V" _/

Recombinacion homdloga (RH)

Rotura de cadena simple (SSB) + _
Célula sana: Célula tumoral:
v \

[l ]
S
o - e

Se reparan DSB y No es posible reparar DSB y

la célula sobrevive la célula muere (apoptosis)

Figura 6. Mecanismo de accion de los inhibidores de la PARP.

Sin embargo, a pesar de la gran eficacia de estos farmacos, el uso recurrente de
los inhibidores de la PARP ha generado el desarrollo de mecanismos de resistencia
frente a estos farmacos, reduciendo su efectividad e incluso, llegando a anular su

accion terapéutica.

A dia de hoy, se han descrito un gran nimero de casos clinicos donde la resistencia
a la inhibicion de los PARPs desarrollada por las células cancerosas plantea un reto
para el tratamiento eficaz del cancer. El estudio de los mecanismos de la resistencia
de los inhibidores de la PARP no solo ayudara a proponer estrategias alternativas
para mejorar los resultados de los pacientes, sino que también proporcionard las

bases para la prevencion de esta resistencia.
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Aungue estos mecanismos estan condicionados por mdltiples factores que todavia
son objeto de estudio, existen diversas formas de lograr el mismo resultado en cada
uno de ellos®® “°, Los principales mecanismos de resistencia frente a la accion

inhibitoria de los PARPIs se recopilan en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales mecanismos de resistencia a la accion inhibitoria de los PARPIs.

Via Mecanismo

Reactivacion de proteinas clave
Supresion NHEJ

Restauracion HR

Proteccién horquilla de replicacion Inhibicién de nucleasas

Pérdida de actividad PARP
Otros

Alteracion del eflujo de farmacos

Una de las principales vias del desarrollo de la resistencia a los PARPi es la
reversion de la letalidad sintética mediante la reactivacion de proteinas clave
involucradas en la RH en células cancerosas tratadas con inhibidores PARP. Este

mecanismo se puede desarrollar a través de:

e Reversién genética: mutaciones secundarias en los genes involucrados en
la RH (BRCA1, BRCA2, RAD51C Y RAD51D) que restauran las funciones
de dichos genes*" %2,

e Desmetilacion del grupo promotor de BRCAL, el cual permite la reexpresion
de este gen“s.

e Reorganizacion del material genético de los genes implicados en la RH

mediante fusion genética®.

Otro mecanismo de restauracion de la RH es el debido a la supresion de NHEJ, la
via alternativa a la RH en la reparacion de roturas de cadena doble, donde la

proteina 53BP1 es la encargada de la activacién de la ruta de reparacion por NHEJ.
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Se ha observado que la pérdida de expresion de esta proteina restaura la actividad
de RH en células con mutaciones en el gen BRCA140 4547,

Por otro lado, la estabilizacion de las horquillas de replicacion mediante la inhibicion
de la actividad nucleasa es otra via de desarrollo de resistencia a los PARPIs. La
nucleasa MRE11 es la principal responsable de este mecanismo, ya que se encarga
de la degradacion del ADN en las horquillas de replicacién estancadas, evitando
pérdida de material genético e inestabilidad del genoma. Los estudios realizados
sefialan que la inhibicion de esta nucleasa consigue proteger las horquillas de

replicacion, permitiendo a las células cancerosas sobrevivir® 49,

Adicionalmente, existen otros mecanismos que provocan la resistencia de las
células tumorales hacia la inhibicion de la PARP, tales como la propia alteracion en
la expresion de las enzimas PARP y la regulacién de los genes de eflujo de
farmacos. La accion inhibitoria de los PARPIs provoca la inmovilizacion de PARP-1
en el lugar del ADN dafado, lo que conduce a un colapso en las horquillas de
replicaciéon del ADN y su posterior fragmentacién, La pérdida de la actividad de
PARP-1 reduce la formacion del complejo PARP-1-ADN, el cual resulta ser mas
citotéxico que las propias roturas de cadena simple®®, lo que se traduce en un
aumento de la viabilidad celular y, por tanto, en un mecanismo de resistencia hacia
la inhibicién de los PARPSL. Por otra parte, la sobreexpresion de transportadores
ABC que codifican la bomba de eflujo de la glicoproteina P (una proteina
transportadora encargada de regular el intercambio de sustancias a través de la
membrana celular) favorece la expulsién de los PARPis del medio intracelular,
reduciendo asi su eficacia® 3.
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1.3. Fotoquimica molecular.

La fotoquimica molecular es una rama de la ciencia que estudia los procesos fisicos
y quimicos provocados por la absorcién de fotones y propone mecanismos de

reaccion basados en las estructuras moleculares.

Los procesos fotoquimicos suceden tras la absorcion de la radiacion UV/visible (200
— 800 nm). Esta absorcion, producida por la generacion de perturbaciones debido a
la interaccién entre el campo eléctrico de la molécula y del fotén, conduce a la
absorcioén del fotén que transfiere su energia a la molécula, lo que induce un cambio
en su configuracion electrénica. Esta energia no se distribuye aleatoriamente en la
molécula, sino que es absorbida selectivamente por grupos croméforos (grupos
insaturados con electrones en orbitales n o T que pueden absorber energia y
excitarse a diferentes longitudes de onda como, por ejemplo, dienos, grupos
carbonilo, anillos aromaticos, etc.). El estudio y la cuantificacion de la distribucion
de la energia absorbida mediante espectroscopia de absorcion y emisiébn molecular
proporciona informaciéon sobre la estructura, energia y dinamica de los estados
electrénicos excitados, facilitando la comprensién e interpretaciéon de las

propiedades fotofisicas y de la reactividad fotoquimica de los compuestos.

Cuando una molécula absorbe un fotén, alcanza un estado excitado
electrénicamente inestable respecto al estado inicial o fundamental. En este punto,
para liberar ese exceso de energia y regresar a su estado fundamental, la molécula
excitada puede tomar diversos caminos a través de diferentes mecanismos que, en
funcion del resultado final, se pueden clasificar en dos grandes grupos: procesos

fotofisicos y fotoquimicos®* 55.

e Los procesos fotofisicos son aquellos que producen cambios en los estados
cuanticos de las moléculas con el fin de alcanzar estados energéticos mas
estables sin que su estructura quimica se vea alterada. Son transiciones
energéticas en las que se producen interconversiones entre estados

excitados o entre un estado excitado y el fundamental.
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e Los procesos fotoquimicos son las transformaciones quimicas que puede
experimentar una molécula desde su estado electronico excitado para dar
lugar a productos mas estables con una estructura quimica diferente a la de

partida.
1.3.1. Procesos fotofisicos.

Estos procesos, producidos por cambios cuanticos en las moléculas excitadas sin
alterar su estructura quimica, se pueden clasificar en dos grupos: las transiciones
radiantes, que implican un cambio en la energia total de la molécula debido a la
absorcion o emision de un fotdn, y las transiciones no radiantes, que implican
conversiones entre estados energéticos de la molécula sin producirse ninguna
emision de radiacion electromagnética. El diagrama de Jablonski (Figura 7) es una
representacion esquematica de las transiciones energéticas entre los distintos
estados electrénicos de una molécula, donde los estados energéticos se agrupan
verticalmente de acuerdo a su energia y horizontalmente en funcion de la
multiplicidad de espin. Al mismo tiempo, las transiciones radiantes se indican

mediante flechas continuas, mientras que las no radiantes por flechas discontinuas.

Ademas, cuando un electrén de la molécula es excitado a un nivel de energia
superior, éste puede seguir apareado con el electron del estado fundamental
(nimeros de espines opuestos), formandose un estado singlete excitado (Sn), o
puede cambiar su multiplicidad, desapareandose del mismo y originando un estado

triplete excitado (Thn).
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Figura 7. Diagrama de Jablonsky modificado. Figura adaptada de la referencia 55.

Los procesos radiantes mas comunes son la absorcién, fluorescencia y

fosforescencia,> %° los cuales se describen a continuacion:
Absorcion (A)

Es el fendbmeno en el que una molécula absorbe la energia de un fotén y es
promovida a un estado energético superior al inicial (estado excitado). La absorcién
esta asociada a transiciones electrdnicas entre diferentes niveles energéticos dentro
de la molécula, las cuales pueden ser transiciones permitidas (singlete-singlete, So

+ hv — Sp) o0 prohibidas (singlete-triplete, So + hv — Tn) por la regla del espin.

Cuando un haz de luz monocromatica atraviesa una muestra, la potencia del haz se
ve atenuada por la absorcion de fotones por parte de las moléculas absorbentes de
la muestra. Se define entonces una propiedad de las sustancias denominada
absorbancia, que es la relacion logaritmica entre la intensidad del haz antes y
después de atravesar la muestra. La ley de Lambert — Beer es la relacion empirica

entre la absorbancia de la muestra y su concentracion, a través de la expresion:
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1
A=—log1—= e-l-c
0

Donde I, e I son las intensidades del haz de luz monocromatico antes y después
de atravesar la muestra, respectivamente, [ la distancia recorrida por la luz en el
medio (cm), ¢ la concentracion de la sustancia en el medio (mol/L) y ¢ el coeficiente
de absorcion molar, que depende de la naturaleza de la sustancia, la longitud de
onda del haz y la temperatura. Esta relacion lineal entre absorbancia y
concentracion solamente es vdlida para valores de absorbancia bajos, ya que a
valores altos se pierde esta linealidad y la absorbancia sigue un crecimiento

asintético.

Por otro lado, si se registra la diferencia de intensidad antes y después de atravesar
la muestra con haces de luz de diferentes longitudes de onda en la region UV/vis
(de menor a mayor energia), se obtiene el espectro de absorcién de la muestra, un
espectro cuyas bandas proporcionan informacion sobre los diferentes subniveles
energéticos del mismo nivel energético del compuesto. A pesar de que ho
proporciona una clara identificacién del compuesto, es (til para observar cambios
en los grupos funcionales de una molécula como, por ejemplo, las formas acido-

base de la misma sustancia.
Fluorescencia (F)

Es el fendbmeno de interaccién entre la radiacion y la materia en el que una molécula,
previamente excitada, emite un foton desde el estado excitado singlete de menor
energia (S1) hasta el estado fundamental (So) (S1 — So + hv, regla de Kasha). Al
tratarse de una transicién entre estados con la misma multiplicidad de spin, esta

permitida por la regla del spin.

Esta energia emitida es siempre menor que la absorbida, debido a los procesos de
disipacion interna de la molécula, ya que cuando una molécula absorbe radiacion
electromagnética, es promovida a un estado energético singlete de mayor energia

(Sn) que se mantiene durante un corto periodo de tiempo (Tabla 2), en el cual, la
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molécula sufre cambios conformacionales e interacciones con el entorno,
disipdndose parcialmente esa energia hasta alcanzar el estado excitado singlete de
menor energia (S1), momento en cual se producird la emision de la cantidad de
energia restante para alcanzar el estado fundamental. La diferencia de energia
entre los maximos de los espectros de absorcion y de fluorescencia es conocida

como desplazamiento de Stokes.

La emision de fluorescencia se produce rapidamente (Tabla 2) y para disoluciones
diluidas, estd directamente relacionada con una constante la velocidad de
fluorescencia kr. En disoluciones concentradas se puede producir el “efecto filtro”,
lo que hace que la intensidad de luz de excitacion no sea constante a través de la

disolucion, provocando una pérdida en la linealidad de la emision del compuesto.

Todos los compuestos capaces de emitir fluorescencia se denominan fluorocromos
y contienen estructuras con configuraciones moleculares particulares, como grupos
funcionales arométicos o dobles enlaces conjugados. La parte del fluorocromo
responsable de la emision de fluorescencia se denomina fluoréforo. Normalmente,
los compuestos capaces de emitir fluorescencia lo hacen en el rango de
nanosegundos, aunque en algunos este proceso puede llegar a ser incluso mas

rapido, del orden de pico o femtosegundos.

La fluorescencia de un compuesto viene determinada por una serie de factores,
como por ejemplo, el tipo de transiciéon electrénica (nm o TTr*), la estructura
molecular, la naturaleza del disolvente empleado, la concentracién, la temperatura,

el pH, la cantidad oxigeno disuelto, etc®” %8,

Para caracterizar este fenémeno, se puede registrar el espectro de fluorescencia,
en el que aparecen los maximos de emisioén y que, por comparacién con un patrén,
permite determinar el rendimiento cuantico de fluorescencia (¢r), asi como el tiempo
de fluorescencia (1), que es el tiempo que tarda un fluoréforo que se encuentra en

el estado excitado de emitir un foton y regresar al estado fundamental.
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Fosforescencia (P)

Es el fendmeno de interaccion entre la radiacion y la materia en el que una molécula,
previamente excitada, emite un foton desde el estado excitado triplete de menor
energia (T1) hasta el estado fundamental (So) (T1 — So + hy, regla de Kasha). Al
tratarse de una transicion entre estados con diferente multiplicidad de spin, esta
prohibida por la regla del spin, es decir, tiene una baja probabilidad de suceder.

A diferencia de la fluorescencia, la emision de fosforescencia (caracterizada por una
constante de velocidad kp) persiste tras interrumpir la excitacion. Se trata de una
emisién que ocurre mas lentamente que la fluorescencia, pero con menor
intensidad. Para observar este tipo de emision se han de realizar las mediciones a
bajas temperaturas, en medios altamente viscosos o por adsorcion sobre superficies

so6lidas®®.

Por otro lado, los procesos no radiantes méas habituales son la relajacion vibracional,

la conversién interna y el cruce intersistemas®®.
Relajacion vibracional (RV)

Es una transmisién de un exceso de energia que se produce desde un nivel
vibracional excitado a un nivel vibracional de menor energia del mismo estado
electrénico. El exceso de energia es transferido gradualmente por colisién con las
moléculas de disolvente vecinas, reflejandose en un aumento de la temperatura del

medio practicamente despreciable.
Conversion interna (CI)

Son transiciones permitidas entre dos estados electrénicos de la misma
multiplicidad de spin en las que la molécula excitada pasa de un estado excitado de
mayor energia a otro de menor energia. Cuanto menor sea la diferencia de energia

entre los estados inicial y final, mayor ser4 la probabilidad de que ocurra el proceso.

47 -



Capitulo 1

Cruce intersistema (CIS)

Son transiciones prohibidas entre dos niveles vibracionales isoenergéticos de
distinta multiplicidad de spin. La probabilidad de ocurrir esté favorecida si los niveles
vibracionales de los dos estados electrénicos se solapan o por la presencia de

atomos pesados (como Pb o Br).

Los tiempos caracteristicos de los procesos fotofisicos descritos anteriormente se

recopilan en la Tabla 2.

Tabla 2. Tiempos caracteristicos de los principales procesos fotofisicos.

Proceso fotofisico Tiempo(s)
Absorcién 1015
Relajacion vibracional 1012 - 1010

Tiempo de vida del estado excitado S 10 - 107

Conversion interna 101 -10°

Cruce intersistema 1019 - 108

Tiempo de vida del estado excitado T1 10®

1.3.2. Procesos fotoquimicos.

Los procesos fotoquimicos son aquellos en los que se producen cambios quimicos
inducidos por la absorcion de radiacion electromagnética, dando lugar a la

formacién de nuevas estructuras quimicas con configuraciones mas estables.

Estos procesos suceden como consecuencia de un aumento en la reactividad
guimica de las moléculas tras ser excitadas, donde la fotorreactividad del
compuesto inicial dependera del entorno quimico en el que se encuentren, de la

fuente de energia y de la(s) funcion(es) quimica(s) presente(s) en la molécula.
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Algunas reacciones fotoquimicas mas relevantes son: reacciones de Norrish de tipo
I y II, isomerizaciones E/Z, fotoadiciones, fotocicloadiciones, fotodimerizaciones,
fotosustituciones, fototransposicion de Fries (Foto-Fries), fotohalogenaciones,
fototransposicion de Claisen, reacciones de di-m-metano, fotoreducciones,

fotooxidaciones, etc.5 80

En este contexto, las reacciones de fotooxidacion son reacciones fotoquimicas de
gran interés al involucrar al oxigeno molecular como principal agente oxidante, ya
que, tras su excitacion por transferencia de energia, se generan especies reactivas
de oxigeno (ROS) con una gran capacidad oxidativa frente a sustratos organicos. A
pesar de tener grandes aplicaciones en el campo de la fotodegradacion de
compuestos 0 contaminantes organicos, también interviene en los procesos de

fotosensibilizacién, de los cuales se hablard mas adelante.
1.3.3. Oxigeno singlete.

El oxigeno molecular (O2) es una molécula homonuclear que, a pesar de su
aparente simplicidad, exhibe propiedades bastante inusuales con respecto a su
comportamiento magnético, espectroscopia, procesos de transferencia de energia
y reactividad quimica. Estas singularidades son debidas a las configuraciones
electrénicas de sus estados fundamental y excitado, ya que a diferencia de otras
moléculas homonucleares, el Oz en su estado fundamental tiene una configuracion
electrénica de capa abierta con dos electrones desapareados ocupando orbitales
moleculares degenerados, lo que provoca que el estado fundamental del Oz sea un
triplete (302)®* (Figura 8).

El oxigeno singlete, el estado excitado del oxigeno molecular, ha sido un tema
primordial de investigacion desde su descubrimiento por Kautsky en 1931

principalmente por:®2

1. Ser un intermedio reactivo cuyo tamafio le permite difundirse facilmente a
través de sistemas con elevada viscosidad, como polimeros o estructuras

celulares.
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2. Poseer una estructura electrénica Unica con una gran energia, lo que lo
hace altamente reactivo frente a una gran variedad de sustratos ricos en
electrones.

3. Tener un tiempo de vida lo suficientemente largo como para poder

reaccionar con biomoléculas diana.

QOrbitales moleculares Orbitales moleculares
L Orbitales # Orbitales

atémicos atomicos N

Energia
Energia

Oxigeno fundamental Oxigeno singlete
(02) ('02)

Figura 8. Diagrama de orbitales atémicos y moleculares del oxigeno en estado fundamental
(O2) y oxigeno singlete (*0,) Figura adaptada de Internet.

Uno de los grandes avances en la comunidad cientifica ha sido el desarrollo de
herramientas para monitorizar la cinética de desactivacion del oxigeno singlete (*Oz,
1Ag) gracias a su emision de fosforescencia a 1270 nm (lo que corresponde a una
energia de 94,3 kJ/mol, 'Oz — 302 + hv) en experimentos de tiempo resuelto. Esto
ha permitido determinar que sus parametros fotofisicos, como su constante de
velocidad de desactivacion (ka) o el tiempo de vida (ta), dependen en gran medida
del entorno en el que se genera el '02%. De entre todas las vias de desactivacion
vistas anteriormente, la que mas influencia tiene en el tiempo de vida del O- es la
desactivacion por transferencia de energia vibracional a las moléculas del entorno.
Cuanto mayor sea la similitud entre la energia vibracional del disolvente y la energia
de desactivacion del 1Oz, méas rapido se producira este proceso. Es por ello que la

desactivacion del 'O se ve favorecida en disolventes que contienen enlaces O-H
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(como el H20) mientras que se ve reducida en aquellos que contienen enlaces C-H

o C-F, aumentando el tiempo de vida de esta especie excitada®.

A pesar de poderse generar selectivamente oxigeno singlete por excitacion directa
del O2 con radiacion infrarroja a 1270 nm, este método requiere el uso de un potente
laser de infrarrojo disefiado especificamente para emitir radiacion en esa longitud
de onda y, ademas, es un proceso muy ineficiente, ya que, debido a la regla del
espin, la transicion electrénica de triplete a singlete es una transicion prohibida, cuya
probabilidad de ocurrencia es muy baja®%’. Sin embargo, si que es posible generar
102 por interaccién con aceptores quimicos que sean capaces de transferir energia
al O2. Estas sustancias denominadas fotosensibilizadores son capaces de absorber
energia a longitudes de onda mas bajas y de transmitir eficientemente dicha energia

al oxigeno molecular mediante una transferencia de energia triplete-triplete®®.

Con todo ello, el oxigeno singlete es una de las especies reactivas de oxigeno mas
estudiadas en la actualidad, ya que se comporta como una especie electréfila
altamente oxidante, capaz de transformar a gran variedad de sustratos organicos y
biolégicos mediante reacciones de fotosensibilizacion de tipo I, donde, por
transferencia de energia desde el agente fotosensibilizante hacia el oxigeno
molecular, se genera esta especie reactiva capaz de generar dafio oxidativo a las
biomoléculas. Este tipo de reaccion fotodindmica se vera con mas detalle en el

apartado de fototoxicidad (véase apartado 1.4.4.).
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1.4. Fotosensibilizacioén.

El Sol constituye la principal fuente de energia y es responsable del desarrollo de la
vida en nuestro planeta, el cual emite energia en un amplio espectro
electromagnético (luz ultravioleta, visible e infrarrojo). No obstante, solo un 56 % de
esta radiacion solar llega a la superficie terrestre, ya que la mayoria es filtrada por
la capa de ozono (UVC y gran parte de UVB) y reflejada por la atmosfera
(infrarroja)®®. Esto permite que las radiaciones de longitud de onda mas cortas, que
son altamente energéticas y nocivas para el ser humano, no alcancen la superficie
terrestre, mientras que las radiaciones de longitud de onda mas largas sean capaces
de alcanzarla. Como resultado, la luz solar que alcanza la superficie terrestre esta
compuesta principalmente por un 2 % de luz ultravioleta (100 — 400 nm), 32 % de
luz visible (400 — 700 nm) y 66 % de luz infrarroja (700 nm — 1 mm),

aproximadamente’ (Figura 9).

2500

uv Visible Infrarrojo

2000

1500

1000 +

Irradiancia (W/m2uM)

500

250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250
A (nm)

Figura 9. Espectro electromagnético de la radiacion solar terrestre.
1.4.1. Dafio fotosensibilizado a las biomoléculas.

Durante las ultimas décadas, las reacciones de fotosensibilizacion a biomoléculas,
incluyendo lipidos, proteinas y acidos nucleicos, han demostrado ser responsables

de gran parte de los efectos biolégicos nocivos asociados a la radiacion UV/vis,
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como la letalidad celular, la carcinogénesis y el envejecimiento, pero también estan
vinculados a efectos beneficiosos, tales como las terapias fotodindmicas
(Photodynamic therapy, PDT) para el tratamiento de tumores, o la fotoinactivacion

dindmica (Photodynamic inactivation, PDI) de microorganismos.

La activacion de un fotosensibilizador por la luz solar desencadena una cascada de
eventos quimicos que finalmente pueden repercutir en trastornos biolégicos
significativos, como fototoxicidad, fotoalergia y fotocarcinogénesis’. De esta forma,
el dafio celular fotoinducido puede sucederse por modificacién directa de
biomoléculas o la participacion de especies reactivas de oxigeno. Como resultado,
los principales componentes celulares como los lipidos insaturados, las proteinas o
las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos pueden verse alterados; en caso de
gue los mecanismos de reparacion no sean eficientes, pueden ocasionarse lesiones

irreversibles.

En la préctica se han establecido diversos métodos para evaluar el dafio
fotosensibilizado hacia lipidos, proteinas y ADN de forma sencilla, versatil y

econémica.
Lipidos

Los lipidos son macromoléculas constituidas por cadenas hidrocarbonadas
poliinsaturadas que poseen un papel crucial en el almacenamiento de energia y el
desarrollo de membranas celulares. Sin embargo, la peroxidacién lipidica generada
por la accién oxidativa de ROS provoca la generacion de varios subproductos que
originan el deterioro de las propiedades de las membranas celulares (disminucién
del grosor, incremento de la fluidez, etc.), lo que conlleva el desarrollo de muchos

procesos patoldgicos, como arterosclerosis, carcinogénesis o muerte celular’ 73,

Proteinas

Las proteinas son macromoléculas formadas por aminodcidos que realizan

funciones indispensables para el desarrollo del ciclo de vida celular.
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Desafortunadamente, son objetivos significativos para el dafio oxidativo inducido por
ROS. Las proteinas oxidadas son relativamente insolubles y su deposicion
intracelular estd asociado con el envejecimiento y con varios trastornos
neurodegenerativos e inflamatorios’. Ademas, contribuyen significativamente a la

toxicidad inducida por la radiacion y la mutagénesis.
ADN

El ADN es la macromolécula que contiene toda la informacion genética necesaria
para el buen desarrollo y funcionamiento de las células, y aunque la mayoria del
dafio que sufre el material genético es reparado eficientemente por una compleja
maquinaria enzimatica”™, las lesiones no reparadas adecuadamente pueden
acumularse y dar lugar a modificaciones del ADN vy, posteriormente, mutaciones,
generando en Ultima estancia carcinogénesis™ 6. En este sentido, los procesos de
fotosensibilizacion con ADN resultan de gran interés, incluso en los casos donde la
fototoxicidad esta predominantemente mediada por otras moléculas diana.

El dafio inducido por fotosensibilizadores puede clasificarse en (1) reacciones
directas de las moléculas excitadas con el ADN, (2) reacciones mediadas por ROS
y (3) reacciones que impliguen otros intermedios secundarios, que tienen como
resultado la generacién de fotoaductos por reacciones de fotocicloadicién y la

oxidacion de bases nitrogenadas’”.

1.4.2. Reacciones cutaneas fotosensibilizadas.

Los efectos nocivos de la luz solar en los sistemas biolégicos se deben casi en su
totalidad a la radiacién ultravioleta, ya que esta luz posee la energia necesaria para
producir quemaduras solares, envejecimiento cutaneo, reacciones fotoquimicas y
alteraciones cutaneas, oftalmolégicas e inmunolégicas, tanto locales como
sistémicas’® "°(Figura 10). Entre las reacciones cutaneas adversas se incluyen
eritema, prurito, urticaria, mutaciones genéticas, melanoma, céancer de piel no

melanoma, etc.8% 8!
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La radiacion solar ultravioleta terrestre esta compuesta en su mayoria por radiacion
UVA (95 %). Sin embargo, aunque la radiacion UVB (5 %) es capaz de reaccionar
directamente con las biomoléculas y generar un dafio directo, la radiacion UVA es
la principal responsable del desarrollo de las reacciones de fotosensibilidad®?,
entendiéndose estas como respuestas anormales de la piel tras una exposicion a la
radiacion solar, lo que conlleva al desarrollo de trastornos en la piel. Estas se
pueden clasificar en cuatro grandes grupos: (1) idiopaticas o de base inmunologica,
(2) por reparacion defectuosa del ADN, (3) inducida por agentes quimicos y (4)

dermatitis fotoagravada’ 83,

]— EPIDERMIS
:%5; !é:ig;éi! f }DERMIS

} HIPODERMIS

Figura 10. Penetracién en la piel de la radiacién ultravioleta.

La piel es un 6rgano multifuncional metabdlicamente activo con una arquitectura
compleja que actla principalmente como una barrera protectora frente a los
microorganismos y el ambiente externo. Para un adulto, tiene un peso medio de 4
kg y una superficie de 1,5 — 2 m?, siendo el 6rgano mas extenso del cuerpo humano,

llegando a representar el 16 % del peso corporal®*.
Entre las numerosas funciones de la piel, se encuentran®-7:

e Regulacion de la temperatura corporal.

¢ Funcién de homeostasis.
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e Proteccion frente a los efectos perjudiciales causados por la radiacion solar
ultravioleta, en especial de la radiaciéon UVB.

e Funcién barrera frente a infecciones y sustancias toxicas.

e Eliminacién de sustancias toxicas por medio del sudor.

e Percibir cambios en el entorno mediante la captacion de estimulos
sensoriales.

e Funcién endocrina: serotonina, melatonina, N-acetilserotonina, etc.

e Sintesis de la vitamina D3, precursor de la 1,25-Dihidroxi-vitamina D3.

Estructuralmente, la piel es una estructura multifasica dindmica, cuyas propiedades
biolégicas y mecénicas varian a lo largo del ciclo vital y de las condiciones socio-
ambientales. A nivel macroscépico, la piel es considerada como un conjunto de
multiples capas agrupables en tres estructuras bien diferenciadas: epidermis,

dermis e hipodermis (Figura 11)%.

La epidermis, la capa mas externa de la piel, es una estructura no vascularizada en
constante regeneracion que estd compuesta principalmente por epitelio escamoso
rico en filagrina y queratina. Se subdivide en cuatro estratos (basal, espinoso,
granuloso y cérneo), cuyas funciones y composiciones estan caracterizadas por el
ciclo celular de los queratinocitos, que son las células mas abundantes de la
epidermis (90 — 95 %). Ademas, existen poblaciones mas pequefias de otras

células: melanocitos (3 %), células de Langerhans (2 %) y células Merkel (0,5 %)%+

88, 89

La dermis es la capa intermedia de la piel y se compone principalmente de una
matriz extracelular densa que ofrece soporte a tejido vascular, las células nerviosas
sensoriales y diferentes organulos (glandulas sudoriparas, foliculos pilosos, etc.).
Esta matriz extracelular estd poblada principalmente por fibroblastos, que son las
células encargadas de sintetizar esta matriz extracelular, conformada
principalmente por elastina y coldgeno, lo que le confiere las propiedades

resistentes y elasticas caracteristicas de la piel®* 88 8,
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La hipodermis, o tejido adiposo subcutaneo, es la capa interna de la piel compuesta
principalmente por adipocitos, células encargadas de almacenar energia y
proporcionar aislamiento térmico, que se organizan en l6bulos separados por tejido
conjuntivo fibroso. Estos I6bulos se encuentran separados por septos por donde
circula una red microvascular encargada de proporcionar oxigeno y nutrientes, asi

como nervios y vasos linfaticos®* 8.

Estrato cérneo
Estrato Iucido
Estrato granuloso

Estrato espinoso

Epidermis

Estrato basal

Célulade
Langerhans

Dermis Melanocito

Célula Merkel

Hipodermis

Fibroblasto

Figura 11. Estructura de la piel humana. Figura adaptada de la referencia 88.

A continuacién, se detallaran las dos lineas celulares mas abundantes de la piel: los

gueratinocitos y los fibroblastos.
Queratinocitos.

Los queratinocitos son las células epidérmicas mas abundantes en humanos. Estas
células escamosas de origen ectodérmico tienen un ciclo de vida aproximado de 28
dias desde que se generan en el estrato basal del epitelio hasta que alcanzan la
parte mas superficial, el estrato cérneo, donde se transforman en corneocitos y
acaban por desprenderse o eliminarse por friccion en un proceso denominado

descamacion®* %,

Estas células se caracterizan por: (1) liberar muy poca matriz extracelular, lo que

provoca que las membranas celulares de queratinocitos adyacentes estén muy
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proximas y favorece la cohesion e integridad de la epidermis, (2) sintetizar queratina,
la proteina estructural mas importante de éstos, (3) modificar su ratio de replicacion
tras una herida, y (4) ser la célula con mayor capacidad de biotransformacion de la

piel al tener el mayor reservorio de actividad del citocromo P450 de la piel®®-2,

La morfologia de estas células es variable a lo largo de su ciclo celular debido a un
proceso conocido como queratinizacion, donde progresivamente los queratinocitos
se diferencian y sus -caracteristicas y funciones cambian desde que son
engendrados por las células madre basales hasta que alcanzan la parte mas
superficial, donde mueren y se desprenden. Estas diferencias morfolégicas se
manifiestan como capas o estratos que agrupan a queratinocitos en un estado
similar de diferenciacion. Estos estratos ordenados del mas interno al mas
superficial son basal, espinoso, granuloso y cérneo, cuyas principales

caracteristicas se recogen en la Tabla 384 8690 93,94

Tabla 3. Caracteristicas principales de los estratos epiteliales.

Estrato Caracteristicas

Formada por células troncales (células madre adultas)
Basal Firmemente adheridas a la membrana basal

Proliferacion y diferenciacion variable

Formada por queratinocitos de forma poliédrica
Espinoso Los queratinocitos inician la sintesis de queratina

Resistencia epidérmica debida a la alta cohesion celular

Comienza la degradacién de los queratinocitos
Granuloso Sintesis de granulos proteicos que estimula la aglomeracion
Liberacién de lipidos y proteinas con efecto barrera

- Formado por corneocitos (queratinocitos degenerados)
orneo
Se forma una barrera lipidica protectora impermeable
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Al ser la célula mayoritaria de la capa més externa de la piel, las funciones de los
queratinocitos estan orientadas fundamentalmente a la creacion de una barrera
entre el medio externo e interno del organismo, protegiéndolo frente a dafios fisicos,
quimicos, térmicos y la luz ultravioleta, asi como evitar la desecacion, liberar
enzimas con actividad antimicrobiana y desplazarse por la superficie de una herida
para sellarla y facilitar su recuperacién®. Cabe destacar que los queratinocitos
participan en la proteccion frente a la radiacion ultravioleta, ya que estimulan a los
melanosomas de los melanocitos para la sintesis de melanina, un pigmento
fotoprotector capaz de absorber la radiacion ultravioleta nociva y disiparla en forma

de calor, evitando asi el dafio al ADN®.
Fibroblastos.

Los fibroblastos dérmicos son un componente esencial de la piel cuya funcién
principal es la sintesis, el mantenimiento y la organizacién de la matriz extracelular
de la dermis. Ademas, gracias a su capacidad para comunicarse con otras células
por contacto fisico o mediante la secrecion de sustancias, desempefian un papel

crucial en la regulacion de la fisiologia de la piel®’.

Estas células fusiformes de origen ectodérmico y mesodérmico son el tipo celular
caracteristico y mas abundante del tejido conectivo y, dada la gran versatilidad de
gue presentan, su morfologia es muy variable dependiendo del 6rgano donde se
encuentren y del ambiente donde se desenvuelven®®. No obstante, aunque se hace
una distincion entre fibroblasto y fibrocito en funcién del estado metabdlico y
capacidad proliferativa en el que se encuentre, siendo el fibroblasto el estado activo
y proliferante, generalmente se tienen a hablar de fibroblasto para referirse a ambas

formas®®.

Entre las mdltiples funciones que desempefian, los fibroblastos se caracterizan por
(1) sintetizar y mantener todos los componentes de la matriz extracelular (coldgeno,
elastina, glicoproteinas, proteoglicanos, etc.), (2) contribuir al mantenimiento de la

homeostasis de la piel, y (3) intervenir activamente en la cicatrizacion de heridas®.
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En base a todo lo expuesto anteriormente, las diferencias morfolégicas y funcionales
entre queratinocitos y fibroblastos se pueden observar facilimente a nivel
microscopico (Figura 12).

Figura 12. Microscopia de contraste de fases (x10) de queratinocitos (A) y fibroblastos (B).

Por tanto, dado que los queratinocitos son las células epiteliales mas expuestas a
la luz solar y presentan una mayor capacidad metabdlica, en esta tesis doctoral se
utilizaran los queratinocitos humanos para la evaluacion del potencial fototoxico de

los inhibidores de la PARP en presencia y ausencia de una dosis de irradiacién UVA.
1.4.3. Fotosensibilidad inducida por farmacos.

Las reacciones de fotosensibilidad o fotosensibilizacion inducidas por xenobioticos
se producen al interaccionar éstos con la radiacion electromagnética, provocando

lesiones en la piel™.

Actualmente, el nimero de casos de fotosensibilizacion esta en constante aumento
debido a una excesiva exposicion a luz solar y/o a la luz ultravioleta procedente de
fuentes artificiales y también al aumento del consumo de sustancias
fotosensibilizantes como suplementos alimentarios, productos farmacéuticos y

cosméticos'®,

Los agentes fotosensibilizantes son sustancias quimicas, introducidas por via topica
o0 sistémica, que poseen la habilidad de absorber radiacion que es capaz de penetrar

en la piel (UVNvis), favoreciendo su fotodegradacion para formar fotoproductos
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estables y/o especies reactivas de oxigeno (radicales libres, oxigeno singlete, etc.)
capaces de interaccionar con biomoléculas y originar reacciones cutaneas
adversas, tales como eritema, prurito, urticaria, mutaciones genéticas, melanoma,
cancer de piel no melanoma, etc.8 & Dentro este Ultimo grupo destacan el
carcinoma basocelular y espinocelular o escamoso, dos tipos de canceres que se
producen por el dafio al ADN producido como consecuencia de la exposicion de las
células epiteliales a la radiacion UV, dando lugar a un crecimiento anormal y
descontrolado'®. Estos canceres de piel son los que afectan con mayor frecuencia
en humanos, cuya incidencia ha ido aumentando en las Ultimas décadas,
estimandose que, de acuerdo con la GBD (global burden of disease), en 2019 se
diagnosticaron aproximadamente 6,5 millones de nuevos casos de este tipo de

canceri®,

De entre todas las reacciones de fotosensibilidad mediadas por xenobioticos,
aquellas inducidas por farmacos son las mas frecuentes en la poblacion, ya que el
riesgo de inducir reacciones de fotosensibilidad afecta a cientos de ellos
actualmente en uso. Esta tesis se centra en las reacciones de fotosensibilidad
inducidas por agentes exdgenos, concretamente por los farmacos inhibidores de la
PARP-1.

En este contexto, las reacciones de fotosensibilidad inducidas por farmacos son
frecuentes en la préactica clinica, representando el 8 % de los casos de reacciones
adversas cutaneas asociadas a farmacos!® 194, A pesar de que se estima que mas
de 300 farmacos han sido notificados como fotosensibilizantes (Tabla 4), establecer
una relacién entre el consumo de un farmaco y su exposicién a la luz solar no resulta
sencillo y solamente el potencial fotosensibilizante de unos pocos ha sido descrito
rigurosamente'®. Por ello, es primordial investigar esta combinacion con el fin de
establecer pautas apropiadas para prevenir o tratar adecuadamente estas
reacciones adversas.

La reaccién de fotosensibilizacion se inicia con la absorcién de un foton por parte

del agente fotosensibilizante, lo que lo promueve a un estado excitado de mayor
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energia (generalmente, estado excitado singlete). Este estado excitado se
caracteriza por ser bastante inestable, con un tiempo de vida del orden de
nanosegundos, y es desactivado rapidamente por procesos radiantes
(fluorescencia) o no radiantes (conversion interna o cruce intersistema), descritos
anteriormente. Cuando se produce un cruce intersistema, la molécula excitada pasa
a un estado excitado triplete, el cual es mucho mas estable y con un tiempo de vida
superior al del singlete. La mayoria de las reacciones de fotosensibilizacion suceden
desde el triplete, ya que es un intermedio con una gran reactividad y un tiempo de

vida relativamente largo (del orden de microsegundos)®.
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Tabla 4. Tabla de los principales farmacos fotosensibilizantes.

Farmaco fotosensibilizante

Ejemplo(s)

Antiacidos

Omeprazol, ranitidina.

Antiarritmicos

Amiodarona, captopril, quinidina...

Antibiéticos

Macrélidos (azitromicina, eritromicina...), quinolonas (Acido nalidixico, ciprofloxacino, levofloxacino,

norfloxacina...), sulfonamidas (sulfametoxazol, sulfasalazina...), tetraciclinas (clortetraciclina, doxiciclina...)

Antidepresivos

Triciclicos (amoxapina, amitriptilina, clomipramina, doxepina, nortriptilina, trimipramina...), ISRS (fluoxetina,

paroxetina, sertralina, trazodona...), otros (maprotilina, mirtazapina, etc.)

Antidiabéticos orales

Sulfonilureas (clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glimepirida, glipizida, glisentida, tolbutamida...)

Antifingicos

Griseofulvina, ketoconazol, voriconazol.

Antihipertensivos

Antagonistas del calcio (amlodipino, felodipina...), IECA (captopril, enalapril...), otros (losartan, etc.)

Antihistaminicos

Azatadina, carbinoxamina, cetirizina, clorfenamina, difenhidramina, doxilamina, ebastina, loratadina...

Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Benzidamida, benoxaprofeno, etofenamato, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno, piroxicam...

Antipsicéticos

Fenotiazinas (clorpromazina, tioridazina...) otros (clozapina, clotiapina, loxapina, olanzapina...)

Ansioliticos

Barbituricos (pentobarbital, secobarbital...), benzodiacepinas (alprazolam, diazepam...)

Diuréticos

Diuréticos de asa (furosemida, piretanida), tiazidas (hidroclorotiazida, clortalidona...)

Hipolipemiantes

Estatinas (atorvastatina, lovastatina, pravastatina...), fibratos (clofibrato, fenofibrato...)
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Asi, serd necesario un cruce intersistema singlete — triplete favorable para que un
farmaco actle como fotosensibilizador. En funcién del mecanismo de accion, se

puede diferenciar entre fototoxicidad y fotoalergia.
1.4.4. Fototoxicidad y fotoalergia.

Las reacciones fototéxicas son reacciones dosis-dependientes que suceden tras la
interacciéon con la luz y absorcion de un foton por parte del fotosensibilizador,
generando un intermedio excitado altamente reactivo capaz de inducir un dafio
directo a las principales estructuras celulares. Clinicamente se caracterizan por
manifestarse tras la primera exposicion del farmaco a la luz en forma de una
guemadura solar exagerada o una hiperpigmentacion de la piel localizada en las

zonas expuestas a la luz solar%5-107,

Las reacciones fotoalérgicas son reacciones inmunolégicas de tipo retardado,
independientes de la dosis radiante y/o farmacolégica, que se producen cuando,
tras una pequefia exposicion a la radiacion y una coexposicion previa, el
fotosensibilizador sufre una transformacién quimica, dando lugar a un hapteno
susceptible de conjugarse con una proteina, generando un antigeno que
desencadena una respuesta inmune retardada o de hipersensibilidad de tipo IV.
Clinicamente se caracterizan por presentar una respuesta tardia (2-10 dias) y
manifestandose en forma de eczema alérgico, con prurito, eritema e incluso
vesiculacién y ampollas en casos mas severos, en las zonas fotoexpuestas,

pudiendo llegar a afectar a zonas no expuestas a la radiacién°>-107,

Las principales diferencias entre la fototoxicidad y fotoalergia se recogen en la Tabla
5.

64—



Introduccién

Tabla 5. Principales diferencias entre la fototoxicidad y fotoalergia.

Fototoxicidad Fotoalergia
Alta incidencia Poco frecuentes
Afecta a areas expuestas Afecta a cualquier area
Dosis-dependiente No dependiente de la dosis
Dafio directo a biomoléculas Respuesta inmune retardada (tipo 1V)
Réapida aparicion Aparicion retardada
Aparicion de quemaduras solares Aparicién de eczema, prurito

Dado que las reacciones de fototoxicidad inducidas por farmacos son mas
frecuentes que las de fotoalergia, en esta tesis se centrara el foco en la fototoxicidad
inducida por farmacos tras su exposicion a la radiacién solar. Por ello, a

continuacion, se profundiza en el fenébmeno de la fototoxicidad.

La fototoxicidad inducida por farmacos es una reaccién adversa que sucede cuando
el farmaco alcanza las células epiteliales y absorbe luz capaz de penetrar la piel
(generalmente UVA)™ %8 Como resultado, se genera un compuesto fotoactivo
altamente reactivo que generara un dafio directo a las biomoléculas y organulos
celulares, que normalmente se manifiestan en las zonas afectadas de la piel. Este
dafio dependera de la cantidad de farmaco y de la intensidad de la irradiacion

recibida’ 109,

Atendiendo al mecanismo mediante el cual se produce el dafio celular, las
reacciones de fototoxicidad se clasifican en reacciones fotodinamicas y no

fotodinamicas, en relacién a su interaccion con el oxigeno (Figura 13).
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Tipo |

Transferencia electronica
o de hidrogeno

PS*— PS’' +0, — ROS | e

Reacciones Radical libre  (O2", H20z, "OH) {
>

“Dafio oxidativo a™

fotodinamicas \._ biomoléculas ./

Tipo Il J
hv Transferencia energética

Ectad al O, molecular
tado
PS = :ps= —° PS*+ 0, — PS+{10,}
< excitado 2 RN FOTOTOXICIDAD

i

Reacciones no /~ Dafio celular ™
E

fotodinamicas PS* — PS + biomolécula

Radical libre R

Figura 13. Mecanismo de la fototoxicidad (PS = fotosensibilizador).

Las reacciones fotodinamicas son dependientes del oxigeno, donde la energia del
fotosensibilizador es transferida directa o indirectamente al oxigeno, cominmente
conocidas como Tipo Il y Tipo |, respectivamente. En las reacciones de Tipo I, la
formacién de radicales libres por transferencia electronica o abstraccién de
hidrégeno origina, en presencia de oxigeno, la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), lo que conlleva a la generacién de un dafio oxidativo directo a las
biomoléculas (ADN, lipidos o proteinas). Por otro lado, en las reacciones de tipo Il
se produce una transferencia de energia hacia el oxigeno molecular, lo que conlleva
la generacion de oxigeno singlete, una ROS capaz de generar de nuevo dafio
oxidativo a las biomoléculas® 11°,

Estas reacciones son independientes del contacto, es decir, no requieren un
encuentro entre el fotosensibilizador y el sustrato, donde la reaccién puede ocurrir
incluso cuando ambas especies estan separadas fisicamente si el intermedio

reactivo es capaz de alcanzar el sustrato.

Las reacciones no fotodinamicas por su parte, se caracterizan por no depender del

oxigeno, donde la transferencia de energia entre el farmaco fotosensibilizante y un
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sustrato dara lugar a un dafio celular no oxidativo’®, generalmente por transferencia
de energia triplete-triplete (triplet-triplet energy transfer, TTET) que conduce a la

formacion de fotoaductos mediante reacciones de fotocicloadicion.

En las reacciones no fotodinamicas, el fotosensibilizador excitado reacciona
directamente con el sustrato y pueden considerarse como procesos dependientes
del contacto donde, a nivel celular, estas reacciones solo son eficientes si el
fotosensibilizador y el sustrato estan cerca uno del otro. A excepcion de que exista
una asociacion previa entre las dos moléculas, en general estas reacciones son

procesos dindmicos, donde la velocidad esta controlada por la difusion.

En base a la gran cantidad de farmacos fotosensibilizantes descritos hasta el
momento y, con el objetivo de prevenir las reacciones adversas cutaneas
fotoinducidas, el estudio de la fotosensibilidad a farmacos resulta imprescindible
para una correcta evaluacion de la seguridad asociada a su consumo, y debe ser
necesariamente objeto de estudio para cualquier producto farmacéutico con algin
principio activo susceptible de provocar este tipo de reacciones. En este contexto,
se han establecido directrices de actuacion con fin de identificar el riesgo potencial
de farmacos que pueden causar reacciones de fotosensibilizacion tras su exposicién
a la luz solar. Actualmente, el ensayo de captacion de rojo neutro (Neutral Red
Uptake, NRU) es la prueba in vitro mas recomendada y apropiada para evaluar el
potencial fototéxico de un compuesto fotosensibilizante, que compara la viabilidad
celular de una linea celular inmortalizada de fibroblastos de ratén (BALB/c 3T3) tras
exponerlo a un compuesto en presencia y ausencia de una dosis de irradiacion
UV/vis100: 111,

No obstante, el ensayo 3T3 NRU solo proporciona una estimacion del potencial
fototdxico de la sustancia estudiada. No esta disefiado ni para predecir otros efectos
adversos derivados de la accién combinada del fotosensibilizante y la luz, ni
proporciona informacion sobre los mecanismos celulares, moleculares y

bioquimicos implicados en la fototoxicidad!?.
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1.5. Mecanismo de muerte celular.

En los organismos pluricelulares existe un esfuerzo constante por mantener un
equilibrio homeostatico entre el nUmero de nuevas células generadas por mitosis y
el nimero de células dafiadas u obsoletas que son eliminadas del cuerpo. La
apoptosis, conocida como la muerte celular programada, es el proceso de
regulacion que permite al organismo controlar el desarrollo y crecimiento celular
mediante la degeneracion controlada de células anomalas o defectuosas
desencadenada por sefiales extracelulares y/o intracelulares, manteniendo un
equilibro en la poblacién celular de tejidos y 6érganos en los organismos

pluricelulares!?2,

Mecanisticamente, la apoptosis es una cascada de procesos bioquimicos
coordinados mediados por las enzimas caspasa, una serie de endoproteasas
capaces de hidrolizar enlaces peptidicos de proteinas estructurales clave. Durante
el proceso de apoptosis, la célula sufre importantes cambios morfolégicos, como la
contraccion celular, la condensacion de la cromatina (picnosis) y el plegamiento de
la membrana o “blebbing”, lo que conlleva a la fragmentacién y divisiéon de la célula
en porciones independientes denominados cuerpos apoptoticos, constituidos por
citoplasma con organulos celulares y/o fragmentos nucleares envueltos en una
membrana plasmatica intacta. Finalmente, los cuerpos apoptéticos son fagocitados
y degradados por macréfagos (Figura 14). De esta forma, se consigue la eliminacion
de células sin liberar sustancias al medio extracelular, evitdndose la aparicién de
procesos inflamatorios y la generacién de un dafio a las células vecinas mediante

procesos necréticos secundarios® 114,

A pesar de la alta complejidad y sofisticacién de los mecanismos de la apoptosis,
existen dos vias apoptéticas principales reportadas hasta la fecha, la via extrinseca
o del receptor de muerte y la via intrinseca o mitocondrial. Ambos procesos estan
mediados por la actividad de las enzimas caspasa, las cuales se expresan
inicialmente en su forma inactivada (procaspasa), para regular su actividad, y son
ampliamente clasificadas en iniciadoras, activadoras o inflamatorias, donde las

— 68 —



Introduccién

caspasas iniciadoras (principalmente las caspasas-8 y -9) son activadas por
dimerizacion tras diferentes estimulos, mientras que las caspasas efectoras
(principalmente las caspasas-3, -6 y -7) una vez activadas por las caspasas
iniciadoras, desencadenan los procesos bioquimicos que producen la muerte
celular'®>17  Por su parte, las caspasas inflamatorias (caspasas-1, -4 y -5)
intervienen como mediadores de respuestas inmunitarias que intervienen en los

procesos inflamatorios!'’.

Contraccién celular y

- Fragmentacion Formacion de los
condensacion del p - -
. celular y “blebbing cuerpos apoptéticos
nucleo.
Apoptosis , Y . o
) > — —
Necrosis
Hinchazon celular Ruptura de la Liberacion del
membrana contenido celular.
plasmatica

Figura 14. Esquema de los procesos de apoptosis y necrosis.

Sin embargo, en algunos casos, en funcién del tipo y/o el grado del estimulo no es
posible la apoptosis y las células mueren por necrosis, un proceso toéxico,
descontrolado y energéticamente independiente que provoca la hinchazén celular,
la disgregacion de los organulos celulares, la formacion de ampollas citoplasmaticas
y eventualmente, la ruptura de la membrana celular, liberAndose el contenido
citoplasmatico celular al tejido circundante y activando una respuesta inflamatoria
(Figura 14)112 117,118
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2.1. Hipotesis inicial.

La deteccién precoz del cancer es, a dia de hoy, una herramienta clave para el
tratamiento contra esta enfermedad, ya que permite ofrecer un tratamiento en los
primeros estadios de la enfermedad, mejorando significativamente la calidad de vida
y la tasa de supervivencia de los pacientes oncolégicos. En este sentido, el
desarrollo de terapias dirigidas contra el cancer permite actuar sobre una diana
molecular especifica que juega un papel critico en el crecimiento o la progresion del
tumor, que, en comparacion con los agentes quimioterapéuticos convencionales,
resultan ser mas eficaces y menos toxicas. Sin embargo, el uso recurrente de los
farmacos empleados en terapias dirigidas conlleva la aparicion de efectos adversos,

como es el caso de las reacciones cutaneas fotoagravadas.

Dado que el nimero de casos de fotosensibilizacion por farmacos esta en constante
aumento y ante la dificultad de establecer una correlacion entre la administracion y
la exposicion a la luz solar, la presente tesis se centra en investigar si los inhibidores
de la PARP (utilizados hoy en dia en terapias dirigidas para el tratamiento de
diversos canceres de tumor sélidos) son capaces de inducir reacciones de

fotosensibilidad.

Tras un primer cribado de los cinco inhibidores de la PARP de tercera y Ultima
generacion desarrollados hasta la fecha: rucaparib, talazoparib, niraparib, olaparib
y veliparib, se descartaron para este estudio olaparib y veliparib, ya que como se
puede observar en el espectro de absorcidon (Figura 15) presentan una baja
absorcién en la region UVA (315 — 400 nm) del espectro electromagnético y, por
tanto, dificilmente podrian inducir reacciones de fotosensibilidad. Asi, el estudio in
vitro de la fototoxicidad celular y la fotorreactividad se centrara en los que si poseen

esa capacidad (rucaparib, talazoparib y niraparib).
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Figura 15. Espectros de absorcion de los inhibidores de la PARP-1/2 de tercera generacion
(20 uM en PBS): rucaparib (RCP, traza negra), talazoparib (TLZ, traza roja), niraparib (NRP,
traza azul), veliparib (VLP, traza magenta) y olaparib (OLP, traza naranja).

2.2. Objetivos.

El estudio de esta tesis va enfocado en primer lugar a estudiar la fotorreactividad de
los farmacos seleccionados (rucaparib, talazoparib y niraparib), asi como de su
fotofisica con el fin de detectar la generacion de especies transitorias, capaces de
provocar un dafio celular fotosensibilizado tras su excitacibn con luz UVA.
Posteriormente se investigara la foto(geno)toxicidad in vitro de estos farmacos en
gueratinocitos humanos y el dafio inducido a las principales dianas celulares por la

generacion de especies reactivas de oxigeno.

En concreto, los objetivos especificos planteados para cada uno de los farmacos

objeto de estudio son:

1. Investigar el fotocomportamiento de los farmacos seleccionados en
disolventes acuosos, organicos y en medio celular.

2. Estudiar la fotodegradacion de los compuestos tras irradiacion UVA en
estado estacionario, asi como investigar la formacion de posibles

fotoproductos.
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Caracterizar las especies transitorias generadas por irradiacion UVA de
estos PARPIs.

Evaluar el potencial foto(geno)téxico de los compuestos mediante los
ensayos de captacion de rojo neutro (NRU) y cometa.

Investigar la formacién de especies reactivas de oxigeno, en células, las
cuales pueden estar involucradas en el dafio fotosensibilizado a
biomoléculas.

Estudiar el dafio fotooxidativo in vitro inducido a las principales dianas
celulares (lipidos, proteinas y ADN).

Establecer el mecanismo de muerte celular inducido por estrés oxidativo
tras la irradiacion de los farmacos con luz UVA en células.
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3.1. Reactivos.

Rucaparib (RCP, CAS 283173-50-2) se adquirié de Cymit Quimica S.L., talazoparib
(TLZ, CAS 1207456-01-6) y niraparib (NRP, CAS 1038915-60-4) se adquirieron en
TargetMol, el metabolito del niraparib (N-M1, CAS 1476777-06-6) se adquirié de
Quimigen S.L. Clorpromazina hidroclorada (CPZ, CAS 69-09-0), dodecilsulfato
sédico (SDS, CAS 151-21-3), 5-hidroxidiclofenaco (5-OH DCF, CAS 69002-84-2) y
albumina sérica humana, esencialmente libre de acidos grasos (ASH, CAS 70024-
90-7) se adquirieron de Sigma-Aldrich. El resto de productos quimicos y disolventes
empleados fueron de la mayor pureza disponible en el mercado y se utilizaron sin

tratamientos adicionales.

Para los cultivos celulares, los medios de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) con bajo contenido en glucosa (1 g/L) y RPMI-1640 y la solucion penicilina-
estreptomicina (1x10°% U/mL, 1x10° yg/mL) fueron suministrados por Invitrogen, el
suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum, FBS) y la disolucién tripsina-EDTA (0,25 —

0,02 %) se adquirieron en Cultek.

La solucién de tampén fosfato utilizada (PBS, pH = 7,4, 0,01 M) se prepard
disolviendo tabletas de PBS de Sigma-Aldrich en la cantidad adecuada de agua
Milli-Q, y previamente a su uso en los experimentos celulares, se esterilizd en
autoclave.

3.2. Seccidn experimental.

3.2.1. Condiciones de cultivo celular.

Los queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT, CLS n° 300493) fueron
cultivados en frascos de plastico de 75 cm? en medio de cultivo DMEM,
suplementado con 10 % FBS, 100 U/mL penicilina 'y 100 pg/mL estreptomicina, en
un incubador a 37 °C, 100 % humedad relativa y 5 % CO-. Las divisiones celulares
se realizaron dos veces por semana con ratios 1:5 y 2:5, utilizando tripsina-EDTA

(0,25 - 0,02 %) para despegar las células.
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Las células de cancer de ovario humanas (A2780, ECACC n° 93112519) y su
variante cisplatino resistente (A2780cis, ECACC n° 93112517) fueron cultivadas en
frascos de plastico de 75 cm? en medio de cultivo RPMI-1640, suplementado con
10 % FBS, 100 U/mL penicilina y 100 pg/mL estreptomicina, en un incubador a 37
°C, 100 % humedad relativa y 5 % COx. En el caso de las células A2780cis, el medio
fue suplementado ademas con 1 pyM de cisplatino para mantener su resistencia a

este compuesto.

Previamente a cada experimento, la viabilidad de los cultivos celulares fue

comprobada por el ensayo de exclusién del azul de tripan?.
3.2.2. Medidas espectrofotométricas.

Todos los espectros de absorcion, fluorescencia, absorcién transitoria y las medidas
de tiempo de vida de fluorescencia se realizaron utilizando cubetas de cuarzo de

3,5 mL de capacidad y 1 cm de paso 6ptico.

Los espectros de absorcion ultravioleta-visible de los compuestos en disolucion se

registraron en un espectrofotémetro Jasco V-650 UV/vis a temperatura ambiente.

Las mediciones de fluorescencia en estado estacionario en disolucion se registraron
en un espectrofluorimetro Jasco FP-8500 equipado con un monocromador en el

rango de longitudes de onda de 200 a 850 nm a temperatura ambiente.

Los tiempos de vida de fluorescencia se registraron en un sistema EasyLife X
equipado con un compartimento de muestras y un mdédulo de refrigeracion para el
control de la temperatura (ajustado a 25 °C), una fuente de excitacién LED pulsada
y un detector de tiempo de vida. La longitud de onda de la fuente de excitacion fue

de 310 nm, con un filtro de emision WG370.

Las medidas de fluorescencia en células se registraron en un lector de placas
multipocillo Synergy H1 en placas negras de 96 pocillos con el fin de evitar el
solapamiento de la fluorescencia entre pocillos. Los rendimientos cuénticos de

fluorescencia se determinaron utilizando la siguiente expresion:
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_ A, I (ni)2

br=¢r 71 (o
Donde ¢, es el rendimiento cuantico de la referencia, A, y A; son los valores de
absorbancia de la referencia y la muestra a la longitud de onda de excitacion, I, y I,
el area bajo la curva del espectro de fluorescencia de la muestra y la referencia y n;
y n, los valores de los indices de refracciéon de las disoluciones de la muestra y la

referencia.

Los espectros de emisién de fosforescencia se obtuvieron utilizando un
espectrofluorimetro FS5 de Edinburg Instruments equipado con una lampara de
arco de xenon libre de ozono de 150 W y un modulo SC-70 con un Dewar EPR de
nitrégeno liquido. Las muestras se disolvieron en etanol y su absorbancia se fijé
aproximadamente a 0,40 a A = 300 nm. Para registrar el espectro, se introdujeron
en un tubo de cuarzo de 5 mm de diametro y se enfriaron a 77 K por inmersion en

nitrégeno liquido.

Las medidas de fotdlisis de destello laser (FDL) se ejecutaron con un laser pulsado
Nd:YAG L52137 V LOTIS Tll a la longitud de onda de 355 nm (Sp Lotis TII, Minsk,
Bielorrusia), donde la duracion del pulso fue de aproximadamente 10 ns con una
energia de 12 mJ por pulso. El sistema de FDL estaba equipado con un laser
pulsado, un monocromador Oriel 77 250 y un osciloscopio Tektronix DP04054.
Finalmente, la sefial de salida del osciloscopio se transfirié a un ordenador para su
procesamiento. La absorbancia de las muestras se fij6 a 0,30 aproximadamente a
la longitud de onda de excitacién (A = 355 nm) y el oxigeno de las muestras fue
eliminado burbujeando nitrégeno durante 15 min. Las constantes de desactivacion
del estado excitado triplete por oxigeno (kq) se determinaron empleando la ecuacién

de Stern-Volmer.

1—1+k [0,]
T T, 17
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Donde t y 1o corresponden al tiempo de vida del triplete en ausencia o presencia del
desactivador (Oz2), respectivamente.

Las medidas de oxigeno singlete (*O2, *Ag) se realizaron en el laser Nd:YAG 152137
V LOTIS Tl descrito anteriormente excitando a A = 355 nm. La absorbancia de las
muestras se ajustd aproximadamente a 0,8 a esta longitud de onda. Los
experimentos se realizaron en condiciones aerbébicas y las cinéticas de
desactivacion se registraron a 1274 nm utilizando un detector Hamamatsu en el
infrarrojo cercano operando a 800 V acoplado a un monocromador de rejilla
controlado por ordenador. Los rendimientos de generacion de 'Oz se calcularon

partir de la siguiente ecuacion:

Donde ¢} es el rendimiento cuantico de la referencia, «; y «, los valores de los
factores de correccion de absorbancia (¢ = 1 — 104, A = absorbancia a A = 355 nm),
Si y ST los valores de la intensidad maxima de emision y n; y r los indices de

refraccion de los disolventes de la muestra (i) y la referencia (r), respectivamente.

Los experimentos de absorcion transitoria y de oxigeno singlete se realizaron a
temperatura ambiente utilizando cubetas de cuarzo de 3,5 mL de capacidady 1 cm

de paso optico.
3.2.3. Equipo de irradiacién en estado estacionario.

Las irradiaciones se llevaron a cabo en un fotorreactor LCZ-4 (Luzchem, Canadd)
equipado con 14 lamparas Hitachi, 6 lamparas en la parte superior y 8 en los

laterales, cuyo maximo de emision es Amax = 350 nm (distribucion gaussiana).

Las irradiaciones en disolucién se realizaron en cubetas de cuarzo de 3,5 mL de

capacidad y 1 cm de paso 6ptico.
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Para los experimentos celulares in vitro, las exposiciones a la luz UVA se realizaron
en placas de pocillos transparentes para mitigar el efecto de la radiacion UVB
durante los experimentos, ya que la tapa de plastico de las placas filtra toda la
radiacion por debajo de 310 nm. Ademés, las placas se mantuvieron sobre una
bandeja con hielo para evitar el sobrecalentamiento durante el transcurso de la

irradiacion.
La dosis de irradiacion se calcul6 siguiendo la siguiente ecuacion:

Tiempo de irradiacion (min) - Irradiancia (mW/ sz) - 60
1000

. . | _
Dosis de irradiacion ( /sz) =
3.2.4. Medidas de resonancia magnética nuclear.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (RMN-'H), carbono
(RMN-3C), DEPT y bidimensionales HSQC y HMBC se realizaron en un
espectrometro Bruker Avance Ill de 400 MHz, utilizando como disolventes metanol
deuterado (CD3OD) y acetonitrilo deuterado (CDsCN). Los valores de
desplazamiento quimico (8) se expresan en partes por millén y las constantes de

acoplamiento de las sefiales (J) se indican en hercios (Hz).
3.2.5. Localizacién celular por microscopia confocal.

Para la localizacion intracelular del farmaco, se sembraron queratinocitos sobre
cubreobjetos de vidrio en placas de 24 pocillos (25.000 células/pocillo). Al dia
siguiente, las células se incubaron en medio DMEM fresco con el farmaco
investigado durante 60 min, marcador de membrana CellMask Orange Plasma
(dilucién 1:10.000) durante 30 min y marcador de ndcleo RedDot Far-Red (dilucion
1:200) durante 10 min. Posteriormente, el medio fue retirado, los cubreobjetos se
lavaron tres veces con PBS y se montaron sobre portaobjetos de vidrio con una
solucién de Mowiol que contenia 2,5 % de 1,4-diazobiciclo-[2.2.2]-octano (DABCO)
para su visualizacién al microscopio, donde las imagenes representativas fueron

seleccionadas de al menos tres regiones diferentes de cada muestra.
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Tanto la visualizacién de las muestras como la captura de las imagenes se
realizaron utilizando un microscopio confocal Leica SP5-AOBS (Leica, Germany),
usando modo secuencial. Las longitudes de onda de excitacion para el compuesto
diana, el marcador de membrana y el marcador de nucleo fueron 405, 543 y 662
nm, respectivamente, y las longitudes de onda de emision fueron 480, 567 y 694

nm.
3.2.6. Ensayo de fototoxicidad in vitro: captacién de rojo neutro (NRU).

El test de fototoxicidad se realizé de acuerdo a las directrices de la OECD 4322 con
dos modificaciones: (1) los ensayos fueron realizados utilizando queratinocitos
humanos inmortalizados (HaCaT) en lugar de fibroblastos de ratén BALB/c 3T3
debido a que su similitud con las células de piel humana ha sido reportada3, y (2),
las irradiaciones se llevaron a cabo en medio de cultivo DMEM sin rojo neutro para

evitar la absorcion en la regién UV por el rojo neutro.

En resumen, las células se sembraron en dos placas de 96 pocillos por cada
compuesto a una densidad de 20.000 células/pocillo. Al dia siguiente, el medio de
cultivo se reemplazé con medio de cultivo DMEM sin rojo fenol y las células se
trataron con los compuestos a evaluar a ocho concentraciones crecientes, utilizando
como controles negativo y positivo del ensayo el dodecilsulfato sddico (SDS, 3,13 —
1000 uM) y la clorpromazina (CPZ, 0,625 — 500 uM), respectivamente. Tras 1 hora
de incubacién, una de las placas se irradié con una dosis de irradiacion UVA de 5
J/icm? en las condiciones descritas anteriormente, mientras que la otra se mantuvo
en oscuridad. Inmediatamente, todas las disoluciones se reemplazaron con medio
DMEM vy las placas se incubaron toda la noche en incubador. Al dia siguiente, se
afiadieron a todos los pocillos 20 pL de una solucién de rojo neutro (50 puL/mL) y las
placas se incubaron durante 2 horas a 37 °C. Posteriormente, las células se lavaron
una vez con PBS y se extrajo el rojo neutro de los lisosomas celulares adicionando
100 pL de un buffer de extraccién (50 % agua Milli-Q, 49,5 % etanol, 0,5 % acido
acético, v:v). Seguidamente, se registraron los valores de absorbancia a 550 nm en

un lector de placas multipocillo Synergy H1 para cada compuesto, y las curvas
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dosis-respuesta se ajustaron por regresion no lineal para obtener los valores ICso
(la concentracion del compuesto que genera una reduccion del 50 % en la captacion
del rojo neutro) en condiciones de oscuridad y luz UVA con el software GraphPad
Prism version 5.03. Finalmente, los valores del factor de fotoirritacion (photoirritation

factor, PIF) se calcularon de acuerdo a la siguiente férmula:

ICs, (oscuridad)
PIF =
ICsy (luz UVA)

Segun las directrices de la OECD, se predice que un compuesto es fototéxico si su
PIF es superior a 5, probablemente fototéxico si su PIF esta comprendido entre 2 y

5, y no fototoxico si su PIF es inferior a 2.
3.2.7. Ensayo de citotoxicidad in vitro MTT.

La caracterizacion de la citotoxicidad en condiciones de oscuridad y tras irradiacion
UVA se realiz6 a través del ensayo de viabilidad celular MTT#, utilizando
gueratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT), células humanas de cancer de
ovario (A2780) y su variante cisplatino resistente (A2780cis). Asi, se sembraron
células en dos placas de 96 pocillos por compuesto a diferentes densidades en
funcion de la linea celular (3x 102 células/pocillo para HaCaT y 1x10* células/pocillo
para A2780 y A2780cis). Al dia siguiente, las células se trataron con los compuestos
a evaluar a ocho concentraciones crecientes, utilizando como controles negativo y
positivo del ensayo el dodecilsulfato sédico (SDS, 3,13 — 1000 uM) vy la
clorpromazina (CPZ, 0,1 — 100 uM), respectivamente, y se incubaron durante 1 h.
Seguidamente, una placa se expuso a una dosis de irradiacién de 5 J/cm? mientras
gue la otra se mantuvo en oscuridad, e inmediatamente después, todas las
soluciones se reemplazaron por medio de cultivo. Al cabo de 24 h, se afiadieron 10
ML de una disolucién de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio
(MTT, 0,5 mg/mL) a todos los pocillos y se incubaron durante 3 h a 37 °C,
permitiendo la formacién de formazan por actividad mitocondrial. Finalmente, se
retir6 cuidadosamente el medio, se solubilizaron los cristales purpuras de formazan

en 100 yL de DMSO vy se registro la absorbancia de las placas a 540 nm utilizando
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un lector de placas multipocillo Synergy H1. Para cada compuesto, se establecieron
curvas de dosis-respuesta mediante regresion no lineal con el software GraphPad
5.0, lo que permitié calcular los valores de ICso (concentracion de compuesto que
causa un 50 % de reduccion en la formacion del producto formazan) en condiciones

de oscuridad y luz UVA.
3.2.8. Deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Para evaluar la fototoxicidad inducida por estrés oxidativo, se midio la cantidad de
ROS producida por los farmacos tras la irradiacion UVA utilizando diacetato de 2°,7’-
diclorodihidrofluoresceina (H2DCF-DA), una sonda profluorescente que, tras
penetrar la membrana celular, es desacetilada por las esterasas intracelulares,
formando 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H2DCF), y posteriormente oxidada por
ROS para producir 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), un compuesto que si es

fluorescente®.

Para este fin, los queratinocitos se sembraron en dos placas de 12 pocillos (40.000
células/pocillo). Tras 24 horas de incubacién, el medio de cultivo se reemplazé con
DMEM sin rojo fenol que contenia el farmaco objeto de estudio y se incubé durante
1 hora. A continuacion, se irradié una placa a una dosis UVA de 5 J/cm?, mientras
gue la otra se mantuvo en oscuridad. Posteriormente, el medio se reemplazé con
una solucion de H2DCF-DA 25 uM en PBS y se incubé durante 30 min en oscuridad.
Finalmente, las células se lavaron dos veces con PBS y las imagenes de
fluorescencia se adquirieron con un microscopio de fluorescencia Leica DMI 4000B
(Aexc = 495 nm, Lem = 525 nm) empleando un filtro de fluoresceina FITC. Para cada
condicion, se seleccionaron imagenes representativas de dos pocillos aleatorios en

diferentes regiones de cada condicién.
3.2.9. Fotoperoxidacion lipidica.

La oxidacibn de lipidos afecta fundamentalmente a los &cidos grasos
poliinsaturados (Poly Unsaturated Fatty Acids, PUFAS), ya que poseen un sistema

de dobles enlaces conjugados que estabiliza los intermedios de oxidacion. Como
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resultado, se obtiene una mezcla compleja de diferentes productos, incluyendo
radicales peroxilo lipidicos e hidroperoxidos como productos principales, asi como
malondialdehido (MDA) vy 4-hidroxinonenal (HNE) y F2-isoprostanos como
productos secundarios®. Estos Ultimos son conocidos como biomarcadores de la
peroxidacion lipidica y su cuantificacion permite estimar la fotoperoxidacion lipidica

por accion de un fotosensibilizante™ 8.

Mecanisticamente, la accion oxidante de las ROS provoca la oxidacion lipidica
mayoritaria de las PUFAs, dando lugar a la formacion de hidroperdxidos cuya
acumulacion sistematica puede generar reacciones de ciclacién o la fragmentacion
de la cadena, liberando los productos de oxidacién secundarios mencionados
anteriormente (MDA, HNE, etc.)®.

A nivel celular, el acido linoleico (y sus derivados ésteres) son uno de los principales
acidos grasos de las membranas lipidicas y de las lipoproteinas de baja densidad
(low density lipoprotein, LDL), por lo que estos lipidos son los objetivos principales

de la peroxidacion lipidical®.

Uno de los métodos mas utilizados para la identificacion de la peroxidacion lipidica
es el método TBARS (tiobarbituric acid reactive substances), una técnica basada en
la reaccién con &cido tiobarbitdrico (TBA) para formar aductos MDA-TBA2, un
conjugado que absorbe en el espectro visible a 532 nm y que presenta un color
rosado caracteristico® ! (Figura 16). Cabe destacar que el MDA no es el (nico
subproducto capaz de reaccionar con el TBA, pudiéndose obtener la formacion de

otros aductos que modifican el color caracteristico del aducto MDA-TBS2°.
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Figura 16. Reaccion de formacion de TBARS a partir de &cido linoleico.

La peroxidacion lipidica fotoinducida se evalué indirectamente mediante el método
de cuantificacién de reactivos del &cido tiobarbitarico (método TBARS), utilizando
acido linoleico (AL) como sustrato para determinar el potencial de fotoperoxidacién

lipidica de los farmacos.

Previamente, para la cuantificacién de los valores de TBARS finales, se preparé una
recta patron de malondialdehido (MDA) a partir de diluciones de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP, 1 mM en acido acético) en agua MiliQ (0, 1, 2, 4, 8 uM) y
se trataron con &cido tiobarbitarico (TBA) al mismo tiempo que las muestras a

ensayar.

Se prepararon disoluciones de AL 1 mM en PBS (20 mM) con tensioactivo Tween
20 al 0.05 %, se incubaron con cantidades crecientes del farmaco a estudiar o con
el control positivo ketoprofeno (KP, 100 uM) y se irradiaron con cantidades
crecientes de dosis de irradiacién UVA (0, 5, 10, 15 J/cm?). Inmediatamente, todas
las muestras se fueron tratando conforme finalizaba la irradiaciéon con 10 uL de
butilhidroxitolueno (BHT) al 1 % (p/v) en &cido acético, evitandose asi oxidaciones

posteriores. Acto seguido, las muestras (y las diluciones de la recta patron) se
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trataron con TBA (500 pL, 4 mM) y se incubaron a 95 °C durante 1 h en oscuridad,
permitiendo la formaciéon de los aductos MDA-TBA2. Seguidamente, se dejaron
enfriar las muestras a temperatura ambiente durante 15 minutos y se registro la
absorbancia a 532 nm utilizando el lector de placas multipocillo Synergy H1.
Finalmente, los valores de TBARS (uM) se calcularon mediante interpolacion de los

valores obtenidos con la recta patron.

Por otro lado, la fotoperoxidacion de lipidos en células se evalu6 utilizando el acido
4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-

undecanoico, también conocido como C11-Bodipy®®¥®°1, una sonda molecular
capaz de penetrar la membrana plasmatica y cuya fluorescencia cambia de rojo (Aexc
=535 nm, Aem = 590 nm) a verde (Aexc = 490 nm, Aem = 510 Nnm) cuando la molécula

es oxidada'? 3 (Figura 17).

C11-Bodipy8L/sot

LOOH

Productos de oxidacién de
C11-Bodipy®8v/59t

71 Emisién forma Emisién forma
s004 oxidada reducida

Fluorescence Intensity

1
b

'

i

™ tT1 v Tr T T T
500 520 540 560 S80 400 420 440 660 4BO

Emission [nm]

Figura 17. Reaccion de oxidacion del C11-Bodipy%8/5°! (LOOH = lipido hidroperéxido).
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En resumen, los queratinocitos se sembraron en dos placas de 24 pocillos a una
densidad de 60.000 células/pocillo. Al dia siguiente, el medio de cultivo se
reemplazé por DMEM sin rojo fenol, evitAndose asi la absorcion de la radiacion UVA
por este compuesto, y las células fueron tratadas con el farmaco en estudio e
incubadas durante 1 hora en oscuridad. A continuacién, se irradid una placa con
una dosis de irradiacion de 5 J/cm?, mientras la otra se mantuvo en condiciones de
oscuridad, e inmediatamente todas las células se marcaron con el sensor de
peroxidacion lipidica C11-Bodipy®/%1 (10 uM) durante 30 min a 37 °C en oscuridad.
Finalmente, las imagenes de fluorescencia de los cultivos se adquirieron con un
microscopio de fluorescencia Leica DMI 4000B en modo secuencial para detectar
tanto la forma no oxidada (fluorescencia roja, Aexc = 535 nm, Aem = 590 nm) como la
oxidada (fluorescencia verde, Aexc = 490 nm, Aem = 510 nm) de la sonda. Para cada
condicién, se seleccionaron imagenes representativas en diferentes regiones de

cada condicion.
3.2.10. Fotooxidacién de proteinas.

La modificacion oxidativa de la estructura de las proteinas abarca una amplia
variedad de reacciones, como la nitracion de residuos de tirosina, la carbonilacion,
la oxidacién de metionina o grupos tiol, etc’: 4. En comparacién con otros cambios
oxidativos, la carbonilacién de proteinas es la modificacion oxidativa méas frecuente
y normalmente irreversible que afecta a proteinas y da lugar a compuestos
estables'®. Asi, este proceso consiste en la introducciéon de grupos carbonilo,
principalmente aldehidos y cetonas, en la estructura proteica a través de diversos
mecanismos, tales como: (1) oxidacion directa de residuos de aminoacidos
(arginina, lisina, prolina y treonina) por radicales hidroxilos, (2) interaccion con
productos resultantes de la peroxidacién lipidica con grupos aldehido, o (3)
interaccién con grupos carbonilo resultantes de degradacién de lipidos o de
reacciones de glicacién o glicosilacion”. La cuantificacién y deteccion de carbonilos
de proteinas (protein carbonyl, PCO) en muestras bioldgicas es una forma indirecta
de determinar el nivel de estrés oxidativo, ya que representa un marcador

irreversible de oxidacién de proteinas.
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En la actualidad, aunque existen diversos métodos para la evaluacion del contenido
de PCO (inmunoquimica, ELISA y Western blot, etc.), entre ellos, el mas empleado
es la derivatizacion con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), una técnica basada en la
reaccion de la DNPH con grupos carbonilo que conduce a la formacién de 2,4-
dinitrofenilhidrazona (Figura 18). El grupo dinitrofenilo se caracteriza por presentar
un espectro de absorcion con un maximo entre 365 — 375 nm, por lo que se puede

detectar y cuantificar espectrofotométricamente?®.

R'
O2N NO, O,N NO,
2,4-dinitrofenilhidrazina grupo carbonilo Hidrazona
(DNPH)

Figura 18. Reaccién de la DNPH con grupos carbonilos por condensacion.

Asi, la deteccién de la formacion de proteinas carboniladas fotoinducidas se evalué
mediante el ensayo de derivatizacion con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)® con
ligeras modificaciones, utilizando albumina sérica humana (ASH) como modelo de

proteina.

En resumen, se prepararon disoluciones de ASH (5 mg/mL) en PBS, se incubaron
con cantidades crecientes del farmaco a estudiar a temperatura ambiente durante 1
hora y se irradiaron con cantidades crecientes de dosis de irradiacién UVA (0, 5, 10,
15 J/cm?). Inmediatamente después, las muestras se trataron con DNPH (200 L,
10 mM) y se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente durante 1 hora para
permitir la formaciéon de los aductos de dinitrofenilhidrazona. Seguidamente, las
proteinas se precipitaron mediante la adicién de &cido tricloroacético (TCA, 1 mL,
20 % v:v), se incubaron en hielo durante 15 min y se centrifugaron a 13.000 rpm
durante 5 min. A continuacion, tras descartar los sobrenadantes, los precipitados se
lavaron dos veces afiadiendo una solucién de etanol/acetato de etilo (1 mL, 50:50,
v:v) con TCA al 20 % para eliminar el DNPH que no reacciond, y se secaron a 60

°C durante 15 min para evaporar completamente el solvente. Finalmente, los
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aductos se disolvieron en clorhidrato de guanidina (100 pL, 6 M) durante toda la
noche a 4 °C y se registré la absorbancia a 375 nm utilizando el lector de placas
multipocillo Synergy H1. El grado de oxidacién de ASH se expresé como nmol de

contenido de carbonilo por mg de proteina de acuerdo a la siguiente ecuacion:

(Amuestra - Ablanco) -100
6,364

Contenido carbonilico (nmol /mg pro teina) =

Donde el valor de 6,364 corresponde a la multiplicacion del valor del coeficiente de
extincion molar (€) a A = 375 nm por la longitud del paso 6ptico (I) en una placa de
96 pocillos (22 mM™* cm™ x 0,2893 cm), y el valor de 100 corresponde al volumen

de la muestra (100 pL).

3.2.11. Fotogenotoxicidad.

Como se ha mencionado anteriormente (véase apartado 1.4.1.), los diversos tipos
de dafio inducido al ADN por fotosensibilizadores pueden ocasionar en Ultima
instancia lesiones fisicas en las hebras de ADN, generando rupturas que pueden ir
de menor a mayor impacto en funcién del grado de fragmentacion del ADN, desde
rupturas de cadena simple y de cadena doble (forma Il) y finalmente la

fragmentacion total del ADN (forma lll).

Una de las metodologias ampliamente investigada y desarrollada para la deteccion
de roturas de cadena del ADN gendmico es la electroféresis de células individuales
o0 ensayo cometa (single cell gel electrophoresis assay — comet assay)*®, una técnica
versatil capaz de medir las roturas SSB y DSB de células individuales en
condiciones alcalinas tras la exposicidon simultanea de células a radiacion UVivis y
un agente fotosensibilizante. Asi, el ADN dafiado muestra una mayor migracién en
la electroféresis desde el nulcleo hacia el &nodo, asemejandose a la forma de un

cometal’19,

A pesar de la gran utilidad de esta técnica, no permite determinar qué fotoproducto
en particular ha sido el causante de dichas rupturas. Es por ello que han ido

surgiendo modificaciones con el fin de aumentar la sensibilidad, reproducibilidad y
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aplicabilidad del ensayo. En este contexto, la técnica habitual para la caracterizacion
de las modificaciones al ADN es la electroféresis en gel de agarosa del plasmido de
la Escherichia coli (E. Coli) pBR322, incluyendo el uso de enzimas de reparacion
con actividad glicosilada/endonucleasa especifica para la deteccion de un amplio
rango de lesiones en el ADN?. Las enzimas mas empleadas son la endonucleasa
[11 (Endo IlI), para la deteccién de bases pirimidinicas oxidadas,?! la T4endonucleasa
V (T4endoV o Endo V), para la deteccion de dimeros de timina ciclobutano (CPDs)?,
y la ADN-formamidopirimidina glicosidasa (FPG) para la deteccion de purinas

oxidadas?.
Dafio fotosensibilizado al ADN plasmidico.

Se prepararon muestras que contenian 250 ng/uL de ADN circular superenrollado
(pPBR322, 4361 pares de bases) en presencia o ausencia del compuesto objeto de
estudio en PBS y se irradiaron con una dosis de luz UVA de 15 J/icm?
Posteriormente, para caracterizar las modificaciones quimicas promovidas por los
compuestos, las muestras se digirieron tras la irradiacion con un exceso de
endonucleasa Il (Endo Ill), endonucleasa V (Endo V) o formamidopirimidina (FPG),
0,5 U a 37 °C durante 1 h. Inmediatamente, se afiadié un tampén de carga (0,25 %
azul de bromofenol y 30 % de glicerol en agua) a cada muestra y se cargaron en un
gel de agarosa al 0,8 % que contenia SYBR® Safe como marcador de acidos
nucleicos. Posteriormente, se llevé a cabo la electroféresis en un tampdn TAE (Tris-
acetato 0,04 M, EDTA 1 mM) a 100 V durante 1 h. Finalmente, las bandas de ADN
se visualizaron con el sistema de imagenes Gel Logic 200 (Kodak) y la densitometria
se cuantific6 con el software Imaged, calculdndose para cada condicién el
porcentaje relativo de la forma relajada dafada (Forma Il) del plasmido pBR322 con

respecto a la forma inicial superenrollada (Forma ).
Ensayo cometa.

El conocido ensayo de electroféresis de células individuales o ensayo cometa se
llevé a cabo siguiendo un protocolo descrito en la bibliografia* con ligeras
modificaciones, utilizando queratinocitos humanos (HaCaT) en lugar de fibroblastos
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humanos (FSK). Las células fueron tripsinizadas, resuspendidas en PBS e
incubadas a 4 °C durante 2 horas para permitir que los queratinocitos repararan el
dafio basal al ADN generado por haber despegado con tripsina. Seguidamente, las
células se sembraron en dos placas de 24 pocillos (50.000 células/pocillo), se
trataron con el farmaco objeto de estudio o con el control positivo (CPZ, 5 uM) y se
incubaron a 4°C durante 30 min en oscuridad. Posteriormente, una placa se expuso
a una dosis de irradiacion UVA de 5 J/cm?, mientras que la otra se mantuvo en
condiciones de oscuridad como control negativo. Acto seguido, se mezclaron 100
pL de cada suspension celular con 100 pL de una solucion de agarosa de bajo punto
de fusién al 1 %, se vertieron las gotas en portaobjetos Trevigen pretratados y se
colocaron en una bandeja a 4 °C para permitir que gelificaran. Posteriormente, los
portaobjetos se sumergieron en frascos llenos de un tampo6n previamente enfriado
de lisis celular (NaCl 2,5 M, Na2EDTA 0,1 M, Tris 0,01 M, Tritdbn X-100 al 1 %, en
agua destilada y pH 10) y se incubaron a 4 °C durante toda la noche para permitir

la lisis celular.

Al dia siguiente, se realizo la electroféresis a 21 V (= 300 mA) durante 30 min a 4
°C en un tanque de electroféresis Trevigen para ensayo cometa, cargado con todos
los portaobjetos y cubierto de 1 L de tampon de electroféresis alcalino enfriado
(NaOH 0,2 M, EDTA 1 mM, en agua destilada). Trascurrida la electroféresis, los
portaobjetos se lavaron dos veces con agua destilada durante 5 minutos y el ADN
se fij6 mediante dos subsiguientes incubaciones con disoluciones de etanol al 70 %
y 100 % durante 5 minutos cada una, y secadas en una estufa a 37 °C durante 2
horas. Posteriormente, los nucleoides y las colas de ADN se tifieron con SYBR®
Gold [dilucién 1:10.000 en tampén TE (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM)]
durante 30 min a 4°C en oscuridad, lavados una vez con agua Milli-Q, secados al
aire y almacenados en oscuridad hasta su visualizacién. Finalmente, los nucleoides
y las colas de ADN se visualizaron utilizando un microscopio Leica DMI 4000B (Aexc
=490 nm, rem = 537 nm), escogiendo 5 imagenes por condicion. El porcentaje de
dafio al ADN en cada muestra se determiné mediante el recuento manual de al

menos 100 cometas de ADN, con la ayuda del software ImageJ 1.52, y el dafio total
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en el ADN se estableci6 mediante su clasificacién en seis categorias de dafio al
ADN? de acuerdo con la siguiente ecuacion, donde los cometas de clase 0 no

muestran dafio y los de clase 6 indican el maximo dafio al ADN.

6_on° de cometas de clasen-n
6

Dafio al ADN (%) =

Para determinar si las células eran capaces de reparar el dafio al ADN promovido
por los compuestos junto a la irradiacion UVA, se realizaron experimentos de
recuperacion. Asi, previo a la lisis celular, los portaobjetos se mantuvieron en medio
de cultivo DMEM no suplementado a 37 °C durante 6 horas para, posteriormente,
lisarse siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Para este proposito, se
utilizé el 5-hidroxidiclofenaco (5-OH DCF, 100 uM) como control positivo de

recuperacion?®,
3.2.12. Mecanismos de muerte celular.

La medicion de los componentes citoplasmaticos liberados al medio de cultivo es
uno de los métodos mas conocidos y ampliamente reconocidos para estimar la
viabilidad celular. En concreto, una de esas técnicas para evaluar la necrosis se
basa en la deteccién de la enzima L-lactato deshidrogenasa (LDH), ya que se trata
de una enzima citoplasmatica que es liberada al medio extracelular al producirse un
dafio en la membrana plasmatica capaz de provocar desde su permeabilizacion
hasta su ruptura?’. Una vez liberada, la actividad enziméatica de la LDH puede
evaluarse mediante ensayos enzimaticos acoplados utilizando sustratos
profluorescentes, como es el caso de la resazurina, un indicador redox no
fluorescente que es reducido por el entorno celular a resorufina, que si es

fluorescente?®.

Por otro lado, Dado que la apoptosis se produce a través de una extensa y compleja
cascada de sefalizacion, existen una gran variedad de técnicas para evaluar la
apoptosis celular. Uno de ellos, consiste en la deteccidn de caspasas por lisis celular
para liberar las enzimas en una solucién que contenga un sustrato profluorescente.
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Esta técnica permite tanto una seleccion concreta de caspasas iniciadoras o
ejecutoras como una cuantificacion rapida y consistente de la apoptosis, con el gran

inconveniente de destruir la integridad de la muestra en el proceso?® %,
Ensayo de apoptosis celular.

Los queratinocitos se sembraron en dos placas de 96 pocillos con una densidad de
20.000 células/pocillo. Al dia siguiente, el medio de cultivo se reemplazé por DMEM
sin rojo fenol y las células fueron tratadas con el farmaco objeto de estudio e
incubadas durante 1 hora en oscuridad. A continuacién, se irradié6 una placa con
una dosis de irradiacion UVA de 5 J/cm?, mientras la otra se mantuvo en condiciones
de oscuridad, e inmediatamente todas las soluciones fueron reemplazadas por
DMEM vy las placas se incubaron durante toda la noche. Al dia siguiente, se afiadid
100 pL de sustrato caspasa-3/7 (amida acida bis-N-CBZ-L-aspartil-L-glutamil-L-
valil-L-aspartico, Z-DEVD-R110), diluido en un tampén homogéneo Apo-one
Caspasa-3/7 (R&D Systems), y se incub6 durante 4 horas. Finalmente, la
fluorescencia de la rodamina 110 liberada por la actividad de la caspasa se
monitoriz6 utilizando un lector de placas Synergy H1 en placas negras de 96 pocillos
(Aexc = 485 nm, Aem = 528 nm).

Ensayo de necrosis celular.

Los queratinocitos se sembraron en dos placas de 96 pocillos a una densidad de
20.000 células/pocillo. Al dia siguiente, el medio de cultivo se reemplazé por DMEM
sin rojo fenol y las células fueron tratadas con el farmaco objeto de estudio e
incubadas durante 1 hora en oscuridad. A continuacién, se irradié una placa con
una dosis de irradiacion UVA de 5 J/cm?, mientras la otra se mantuvo en condiciones
de oscuridad, e inmediatamente todas las soluciones fueron reemplazadas por
DMEM vy las placas se incubaron durante toda la noche. Al dia siguiente, las placas
se dejaron a temperatura ambiente durante 10 minutos y se afiadid 100 pL de
sustrato de la LDH (resazurina) diluido en un tampén homogéneo CytoTox-ONE™
Reagent (Promega) a todos los pocillos a excepcion del control positivo, al cual se

adicionaron en su lugar 2 pL de una disolucion de Triton X-100 al 9 % en tampdn de
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lisis CytoTox-ONE™ Lysis solution (Promega). Se incubé durante 10 minutos a 22
°C y se afiadio 50 pL de una disolucién de CytoTox-ONE™ Stop solution (Promega)
para frenar la reaccion enzimatica. Finalmente, la fluorescencia de la resorufina se
monitorizo utilizando un lector de placas Synergy H1 en placas negras de 96 pocillos
(Aexc = 560 nm, Aem = 590 nm). El porcentaje de LDH liberada en cada muestra se
determiné mediante la relacion de los valores de fluorescencia de la resorufina

registradas entre la muestra y el control positivo de acuerdo a la siguiente expresion:

(Fm_Fb)

LDH liberada (%) = ﬁ
max ~ ©'b

-100
Donde F,, corresponde a la fluorescencia de la muestra, F, a la fluorescencia
residual del medio de cultivo y F,,,, a la fluorescencia del control positivo, el cual es

tomado como el valor maximo de LDH liberada.
3.2.13. Analisis de datos y estadistica.

Las estructuras quimicas fueron representadas utilizando el software ChemDraw
version 18.1. Los espectros de absorcion, fluorescencia y fotdlisis de destello laser
se representaron utilizando el software OriginPro version 9.0. Los espectros de RMN
se representaron y analizaron utilizando el software MestReNova versién 6.0.2. La
intensidad de fluorescencia de los geles de agarosa se cuantific6 mediante
densitometria utilizando el software ImageJ version 1.52. El analisis de los
resultados in vitro y los métodos de regresion se desarrollaron utilizando el software
GraphPad Prism version 5.03. Los resultados obtenidos se expresan como media +
desviacién estandar (s) de al menos tres experimentos independientes. El nivel de
significacion estadistica se determiné a partir del test t-Student, considerando
Unicamente valores de p inferiores a 0,05 como resultados significativos (*p < 0,05,
**p < 0,01, **p < 0,001).
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4.1. Introduccién.

Como se ha indicado en la introduccién general (véase apartado 1.1), el cancer es
una de las enfermedades mas prevalentes, siendo la segunda causa de muerte a
nivel mundial. Entre los tratamientos actualmente disponibles para esta patologia,
la quimioterapia ha sido el mayor avance farmacolégico de las Ultimas décadas. Sin
embargo, los farmacos utilizados para este fin tienen un estrecho indice terapéutico
y, a menudo, su respuesta es paliativa. Por el contrario, las terapias dirigidas
introducidas recientemente inhiben una diana molecular especifica, generalmente
una proteina con un papel crucial en el crecimiento o la progresion tumoral, limitando

asi los efectos secundarios toxicos.

En este contexto, los inhibidores de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARPiIs) han
surgido como prometedores terapias antitumorales dirigidas® 2. Los PARPs son una
gran familia de enzimas multifuncionales que catalizan la transferencia de ADP-
ribosa a proteinas diana. Estas enzimas estan involucradas en procesos celulares
como la modulacién de la estructura de la cromatina, transcripcion, replicacion,
recombinacién y reparacion al ADN3. Las PARPs mas abundantes (PARP-1 y
PARP-2) desempefian un papel esencial en la reparacion de roturas de cadena
simple (SSB) del ADN a través de la ruta de reparacion por escisién de bases
(BER)?#, ya que una eficiente reparacion de SSB es esencial para la supervivencia
celular. Asi, la inhibicién de la PARP-1 genera una acumulaciéon de SSB sin reparar,
lo que conduce a un colapso en las horquillas de replicacién, provocando la
generacion de roturas de cadena doble (DSB), que son toxicas para las células y
deben repararse por la via de reparacion de la recombinacién homéloga (RH), en la
gue los genes BRCA1 y BRCA2 son elementos clave para su activacion®. Por tanto,
la inhibicién de las enzimas PARPs es una estrategia terapéutica potencialmente
letal que consiste en provocar inestabilidad cromosomica, detencién del ciclo
celular, y posterior apoptosis que parece ser atribuible a la persistencia de lesiones

en el ADN gue normalmente son reparados por recombinacion homoéloga* .
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Rucaparib (RCP) es un potente inhibidor selectivo de PARP-1y PARP-2 que induce
letalidad sintética en células cancerosas incapaces de reparar el dafio al ADN por
la via RH. Este farmaco fue aprobado por la Administracién de Alimentos y
Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA) en 2016 para el tratamiento de
tumores de cancer de ovario que albergan mutaciones germinales y/o somaticas en
los genes BRCA™ 1!y, recientemente, también ha sido aprobado por la FDA en 2020
para el tratamiento de pacientes con mutaciones BRCA dafinas asociadas con el
cancer de prOstata metastasico resistente a la castracion (metastasic castrate-

resistant prostate cancer, nCRPC)*2.

En general, aunque los pacientes toleran bien el RCP, se han descrito algunos
efectos secundarios tales como fatiga, mareos, trastornos gastrointestinales,
trombocitopenia, neutropenia, prurito y sensibilidad de la piel a la radiacién solar'®.
Con estos antecedentes, el presente trabajo tiene como objetivo investigar el dafio
fotoinducido generado a dianas bioquimicas en las células vivas, utilizando una
metodologia previamente desarrollada en nuestro grupo de investigacion para
estudiar las reacciones de fotosensibilidad inducidas por farmacos y sus

metabolitos*18,

Desde un punto de vista fotobiol6gico, aunque el RCP presenta un grupo cromoéforo
inddlico en su estructura quimica, muestra un desplazamiento batocrémico de la
banda de absorcion hacia la region UVA del espectro electromagnético, pudiendo
inducir de esta forma reacciones de fotosensibilidad con luz solar (Figura 19). Por
consiguiente, parece necesario investigar las reacciones de foto(geno)toxicidad
inducidas por RCP, contribuyendo asi a mejorar la comprensién de estos
fenémenos de fotosensibilidad. Estos resultados ayudaran a asesorar y alertar de
los efectos indeseados de este farmaco en pacientes oncolégicos con el fin de evitar
estos riesgos fotobiologicos.
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Figura 19. Espectro de absorcion del rucaparib 20 uM en PBS. Figura insertada: estructura

quimica del rucaparib.
4.2. Seccion experimental.

Las condiciones de cultivo celular y las medidas espectroscépicas se realizaron de

acuerdo a lo expuesto en el capitulo 3.
4.2.1. Irradiacién en estado estacionario y aislamiento del fotoproducto.

La irradiacion del RCP (20 mg, 1 mg/mL) se llevé a cabo en metanol en tubos Pyrex
a temperatura ambiente durante 150 min. A continuacién, se eliminé el disolvente
por evaporacion a presion reducida y el crudo de irradiacién resultante se purificd
mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), utilizando una columna
de fase reversa (C18 mediterranea™ sea, 25 x 1 cm), una fase moévil de acetonitrilo-
agua 50:50 v:v con acido tricloroacético al 0,1 % y un flujo de 2 mL/min. El proceso

de purificacion fue monitorizado por deteccién UV a 254 nm.

El fotoproducto resultante aislado por HPLC se caracterizé por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN) de RMN-'H y RMN-3C en un espectrometro
Bruker Advance 400 y por espectrometria de masas de alta resolucion [HRMS (ESI-
TOF), espectrémetro QTOF acoplado a una columna UPLC BEH C18 (50 mm, x 2,1
mm i.d., 1,7 uM), fuente ESI en ionizacion positiva a 1,9 kV].
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4-(8-fluoro-1-oxo-2,3,4,6-tetrahidro-1H-azepino[5,4,3-cd]indol-5-yl)benzaldehido:
RMN-H (CDsOD, 400 MHz) & 10.07 (s, 1H), 8.08 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.86 (d, J =
8.2 Hz, 2H), 7.65 (s, 1H), 7.59 (dd, J = 10.7, 2.2 Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz,
1H), 4.59 (s, 1H), 3.60 - 3,59 (m, 2H), 3.27 — 3.21 (m, 2H) ppm; RMN-13C (CD3z0D,
100 MHz) & 193.58, 159.91, 139.22, 136.75, 131.26, 131.19, 129.46, 127.65,
124.77, 115.36, 112.04, 111.78, 102.59, 102,33, 43.68, 30.14 ppm. HRMS (ESI-
TOF): m/z calculada para CisH1aN202F [MH*] 309,1028, encontrada [MH?]
309,1039.

4.2.2. Localizacién celular por microscopia confocal.

La localizacién intracelular del RCP se realiz6 de acuerdo con el protocolo descrito

en el capitulo 3, donde las células fueron tratadas con RCP 20 uM.
4.2.3. Ensayo de fototoxicidad in vitro: captacion de rojo neutro (NRU).

El ensayo de captacién de rojo neutro se llevé a cabo tal y como se describié en el
capitulo 3, donde las células fueron tratadas con ocho concentraciones crecientes
de RCP, que oscilaban entre 2,5 y 500 uM, o con los controles positivo (CPZ) y

negativo (SDS) e irradiadas con una dosis UVA de 5 J/cm?.
4.2.4. Ensayo de fotoperoxidacidn lipidica.

El estudio de la fotoperoxidacion lipidica se realiz6 de acuerdo con el protocolo
detallado en el capitulo 3, donde las células fueron tratadas con RCP (50 uM) o con

el control positivo (KP, 100 uM) e irradiadas con una dosis UVA de 15 J/cm?.
4.2.5. Deteccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS).

La deteccién de las ROS se llevé a cabo siguiendo las indicaciones descritas en el
capitulo 3, donde las células fueron tratadas con RCP (0, 2, 5 0 10 uM) e irradiadas
con una dosis UVA de 5 J/cm?,
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4.2.6. Fotooxidacion de proteinas.

El estudio de la formacion de proteinas carboniladas se llevo a cabo de acuerdo con
el protocolo descrito en el capitulo 3, donde las disoluciones de ASH se incubaron
con cantidades crecientes de RCP (0, 5, 10, 40 o 50 yM) y se irradiaron con

cantidades crecientes de dosis de irradiacion UVA (0, 5, 10, 15 J/cm?)
4.2.7. Dafo fotoinducido al ADN: ensayo cometa.

El ensayo cometa se realizé siguiendo las pautas detalladas en el capitulo 3, donde
las células fueron tratadas con cantidades crecientes de RCP (0, 2, 5, 10 o 50 uM)
o con el control positivo (CPZ, 5 uM) e irradiadas con una dosis de irradiacién de 2
05 J/icm?2,

Para los experimentos de recuperacion, se utilizé el 5-hidroxidiclofenaco (5-OH

DCF, 100 uM) como control positivo®’.
4.2.8. Ensayo de activacion de la caspasa-3/7.

El ensayo de activacion de la caspasa-3/7 se realizé de acuerdo con el protocolo
descrito en el capitulo 3, donde las células fueron tratadas con RCP (0, 0,25,1 03
uM) e irradiadas con una dosis UVA de 5 J/cm?.

4.2.9. Ensayo de deteccion de la enzima LDH.

El ensayo de deteccion de la enzima LDH se realiz6 de acuerdo al procedimiento
descrito en el capitulo 3, donde las células fueron tratadas con RCP (0, 0,25,103

MM) e irradiadas con una dosis UVA de 5 J/cm?.
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4.3 Resultados y discusion.

4.3.1. Internalizacién celular de rucaparib.

En primer lugar, se registro el espectro de emisiéon de fluorescencia del farmaco
RCP tanto en disolucién acuosa (PBS) como en células para comprobar que su
fluorescencia intrinseca podria utilizarse en los experimentos de microscopia
confocal. Para este proposito, se trataron células HaCaT con RCP, evidenciandose
asi las propiedades fluorescentes del farmaco tras su internalizacion celular.
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Figura 20. A: Espectros de emisién del RCP (Lexc = 320 nm) tras su internalizacién en células
HaCaT (traza roja), en disoluciébn PBS (traza negra). Todas las disoluciones fueron
isoabsortivas. B: Localizacion intracelular de RCP 20 uM (verde) en células HaCaT marcadas
con marcador de membrana CellMask Orange Plasma (rojo) y marcador de ndcleo RedDotl
Far-Red (azul) por microscopia laser confocal (a la fluorescencia recogida para cada

fluorocromo se les aplicé un pseudocolor).

Tras registrar los espectros de emision (Lexc = 320 nm) de RCP tanto en disolucion
(PBS) como tras la internalizacion celular, se determiné el rendimiento cuantico de
fluorescencia (¢r) en disolucion y en células (Figura 20A), utilizando antraceno en
etanol como estandar®®. Asi, RCP mostré una fluorescencia intracelular con una
emision con un méaximo a A = 480 nm y un ¢r = 0,69, similar al obtenido en disolucion

acuosa (¢r = 0,65). Como cabria esperar de su estructura quimica (e-lactamay anillo
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aromatico unido al indol fluorado central), su espectro de fluorescencia sufre un

desplazamiento significativo hacia el rojo en comparacién con el indol?°.

Posteriormente, se empled la microscopia confocal para analizar la localizacion
intracelular del farmaco utilizando sus propiedades fluorescentes intrinsecas y los
marcadores CellMask Orange Plasma y RedDot Far-Red para marcar la membrana
y el nicleo celular, respectivamente. Para ello, se utilizaron como longitudes de
onda de excitacién 405, 543 y 662 nm para la excitacion de RCP, marcador de
membrana y marcador de nlcleo, respectivamente, y como longitudes de onda de
emisién se seleccionaron 480, 567 y 694 nm para RCP, marcador de membrana y
marcador de nucleo, respectivamente. Tras 1 hora de incubacion, se observé una
captacion eficiente de todos los componentes por parte de los queratinocitos,

mostrando una distribucion perinuclear como se muestra en la Figura 20B.
4.3.2. Fotdlisis del rucaparib.

Se irradié una disolucion de rucaparib 20 uM en metanol en un fotorreactor
multilAmpara en las condiciones descritas anteriormente (véase apartado 3.2.3.) y
el proceso se monitorizé siguiendo los cambios en los espectros de absorcion

(Figura 21A) y de fluorescencia (Figura 21B) a tiempos de irradiacion crecientes.
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Figura 21. Cambio en los espectros de RCP 20 uM en metanol tras irradiar a Aexc = 350 nm,
desde 0 (negro) hasta 90 min (rojo). A: espectros de absorcion. B: espectros de fluorescencia
(Mexc = 355 nm).
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Por un lado, el espectro de absorcion del RCP antes de la irradiacion exhibié tres
maximos a A = 240, 275 nm y 355 nm. Tras 90 min de irradiacion, los dos primeros
se desplazaron a longitudes de onda menor (A = 230, 265 nm) y el tercero
desaparecio. También se observé un ligero aumento de la absorbancia residual a

partir de 400 nm.

Por otro lado, también se apreciaron cambios significativos en los espectros de
fluorescencia, donde la banda inicial de RCP centrada a A = 460 nm disminuy6 en
funcién de los tiempos de irradiacion (trazas grises) hasta reducirse gran parte de
su intensidad de fluorescencia y observarse ademas un ligero desplazamiento
hipsocrémico de la banda principal a A = 445 nm tras 90 minutos de irradiacion (traza

roja).

Con el fin de investigar si se habia formado algun fotoproducto estable, se irradio
una disolucién de RCP (1 mg/mL, 20 mL) en metanol durante 150 minutos en el
fotorreactor descrito anteriormente (Amax = 350 nm). Transcurrido ese tiempo, se
evaporé el disolvente y el crudo resultante se purificé por HPLC (1:1 MeCN/H:0 al
0,1 % de TFA como eluyente), obteniéndose un sélido amarillo. El espectro de
masas de alta resolucion obtenido por ESI dio un pico MH* a 309,1039 uma, que
corresponde a M = CisH14N202F. Estd pérdida de 15 uma respecto al farmaco
original (MH* = 324,1523, M = C19H10N3OF) coincide con la pérdida de 1 carbono, 5
hidrégenos y 1 nitrégeno y la ganancia de 1 oxigeno. Asi, para elucidar la estructura
del fotoproducto resultante, se realizaron experimentos de RMN de protén, tanto del
farmaco original como del fotoproducto resultante. Comparando ambos espectros
(Figura 22A y Figura 22B, respectivamente), se observaron los siguientes cambios:
i) la ausencia de las sefiales correspondientes a Haa 6 = 2,54 ppmy Hp a 6 = 3,94
ppm del espectro RCP en el espectro del fotoproducto, ii) la aparicion de una nueva
sefial a 3 = 7,55 ppm en el fotoproducto, iii) el desplazamiento del sistema AB del
fenilo del RCP (6 = 7,65 ppmy 6 = 7,55 ppm) a 6 = 8,08 ppm y 8 = 7,86 ppm, iv)
aparecen dos nuevas sefiales a 3 = 10,07 ppm y & = 7,65 ppm que no estaban

presentes en el espectro del RCP. Teniendo en cuenta estos cambios y observando
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los espectros de RMN-**C, DEPT y HSQC (Figura 23A, B, C), se propuso como
estructura quimica del fotoproducto la desaminacién oxidativa del carbono bencilico

a un aldehido, representada en la Figura 24.
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Figura 22. Espectros de RMN-'H del RCP (A) y de su fotoproducto (B) en CDsOD. Las
sefales clave estan marcadas en la estructura del RCP.
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Figura 23. Espectros de RMN del fotoproducto del rucaparib en CD3;OD. A: RMN-3C, B:
DEPT y C: HSQC.

o CH,OH

Figura 24. Estructura quimica del fotoproducto del RCP obtenido tras irradiar el farmaco en
metanol.

Teniendo en cuenta que este fotoproducto ha sido obtenido en metanol y que la
irradiacion del farmaco en PBS sigue otra cinética en la que se necesitaron 8 horas
de irradiacion para detectar cambios significativos por HPLC, la investigacion del
potencial fototéxico de este fotoproducto no se considerdé necesaria, ya que la
generacion de dicho fotoproducto en medio acuoso requeriria una dosis de
irradiacion UVA de al menos 150 J/cm?, una dosis totalmente inviable a nivel
bioldgico.
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4.3.3. Propiedades fotofisicas.

A partir de los espectros normalizados de absorcion y fluorescencia (Aexc = 350 nm),
la energia del primer estado excitado singlete (Es) obtenido a partir de la interseccion
entre ambos espectros (Figura 25), es de 68,8 kcal/mol.
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Figura 25. Espectros normalizados de absorcion (traza negra) y fluorescencia (Aexc = 355 nm,
traza roja) de RCP 20 uM en PBS.

El espectro de absorcion transitoria del RCP en acetonitrilo (30 uM, Aexc = 355 nm,
N2) se obtuvo utilizando la técnica de fotdlisis de destello laser. Asi, la banda, con
un maximo a A = 450 nm (Figura 26) se atribuy6 a la formacién de un catién radical
gue era capaz de desactivarse en presencia del metanol, caracteristica de estas
especies transitorias (Figura 26, figura insertada), y su tiempo de vida (trcr*) en

atmésfera de Nz fue de 3,1 ps.

-122 -



Rucaparib

AA

3(1)0 4(I)O ' S(I}O 660 ‘ T(l)()
A (nm)
Figura 26. Fotdlisis de destello laser del rucaparib (30 uM) en acetonitrilo a A = 355 nm.
Espectro de absorcion transitoria a diferentes ventanas de tiempo (desde 0,5 hasta 15 us) en
atmosfera de N,. Gréfica insertada: cinéticas de desactivacién normalizadas monitorizadas a

A = 450 nm en ausencia (negro) o presencia (rojo) de metanol (100 pL).
Las principales propiedades fotofisicas del RCP se recopilan en la Tabla 6.

Tabla 6. Principales propiedades fotofisicas del RCP.

Amax abs (NM)2 P 240, 275, 355
Amax em (nNm)® ¢ 480
Es (kcal mol?)? 68,8
o 0,65
TF (ns)? 6,8
Trep” (Us)® © 3,1
Amax abs (nm)d’ € 450

a20 uM, PBS, temperatura ambiente, aire; P espectroscopia de absorcion;
¢ espectroscopia de emision; 9 espectroscopia de absorcién transitoria; © 30
WM, acetonitrilo, temperatura ambiente, Na.

4.3.4. Evaluacion de la fototoxicidad in vitro inducida por rucaparib.

Captacion de rojo neutro (NRU)

Con el fin de evaluar el potencial fototéxico del RCP en combinacion con la radiacion

ultravioleta, se evalud la fototoxicidad in vitro utilizando queratinocitos humanos
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inmortalizados (HaCaT). Para ello, se determind la viabilidad de las células HaCaT,
tanto en condiciones de oscuridad o tras irradiar con luz UVA, tratadas con
concentraciones crecientes de del farmaco (2,5 — 500 uM), utilizando el colorante
rojo neutro como indicador de viabilidad celular y la clorpromazina (CPZ) y el
dodecilsulfato sodico (SDS) como controles positivo y negativo, respectivamente.
De esta forma, los valores de ICso fueron determinados a partir de las curvas de
dosis-respuesta (Figura 27), y a partir de estos se calculé el valor del factor de

fotoirritacion (PIF), que corresponde a la relacion entre los valores de ICso en
oscuridad o luz.
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Figura 27. Curvas dosis respuesta de viabilidad celular de células HaCaT tratados con
rucaparib (RCP, a). Se emplearon clorpromazina (CPZ, b) y dodecilsulfato sddico (SDS, c)
como controles positivo y negativo de fototoxicidad en presencia (o) o ausencia (m) de luz

UVA (5 J/lcm?). Los datos representan la media + s de tres experimentos independientes
realizados por triplicado.
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Los resultados se muestran en la Tabla 7, donde se manifiesta que RCP es un
compuesto claramente fototoxico (ICso oscuridad = 122 + 11 pM, ICso luz UVA=3 +
0,1 uM), con un valor PIF cercano a 41, tres veces superior al del control positivo
(clorpromazina, CPZ), aunque fue significativamente menos citotéxico que la CPZ
en condiciones de oscuridad, revelando valores de ICso similares para ambos
compuestos (3 y 3,7 UM, respectivamente) tras la irradiacion UVA. Esto corrobora

gue el valor PIF obtenido mas alto corresponde a rucaparib.

Tabla 7. Valores de ICso (M) y PIF obtenidos a partir del ensayo de fototoxicidad HaCaT
NRU in vitro de RCP realizado a Aexc = 350 nm.

Compuesto ICso0 (oscuridad) ICs0 luz UVA PIF!
CPz 59+14 3,7+0,2 16
SDS 160 + 29 155+ 41 1
RCP 122 + 11 3+0,1 41

Los datos corresponden con la media + s de cuatro experimentos realizados en triplicado. 'De acuerdo
con las directrices de la OECD 432 (2019), PIF < 2 indica “no fototoxicidad”, 2 < PIF < 5 indica

“fototoxicidad probable” y PIF > 5 indica “fototoxicidad”.

La fototoxicidad inducida por farmacos puede provocar dafio celular, especialmente
a los componentes celulares clave tales como los lipidos, las proteinas y el ADN.
Teniendo en cuenta que no se observé fotoperoxidacion lipidica con el método del
acido tiobarbittrico (TBA)?: 22 (Figura 28), esto indicaria que probablemente la

fototoxicidad observada podria atribuirse tanto a proteinas como al ADN.
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Figura 28. Fotoperoxidacion lipidica por rucaparib. Se irradiaron disoluciones de acido
linoleico (AL, 1 mM) en ausencia o presencia de RCP (50 uM) a una dosis de 15 J/cm?. Se
utilizé ketoprofeno (KP, 100 uM) como control positivo. La fotoperoxidacion lipidica se
determind mediante la medicion de las sustancias reactivas del acido 2-tiobarbitirico
(TBARS) utilizando el método del TBA. Los datos representan la media + s de dos
experimentos independientes realizados por duplicado en condiciones de oscuridad (m) 0 luz
UVA (o). Los asteriscos indican diferencias significativas mediante el test t-Student (ns: no

significativo, ***p < 0,001).
Generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Dado que el RCP muestra un perfil fototéxico, es interesante explorar la posibilidad
de generacién de ROS tras irradiacién UVA, ya que generalmente estas especies

son las responsables de la oxidacion de biomoléculas y/o membranas celulares.

Para ello, se sembraron células HaCaT en placas de 12 pocillos y se incubaron en
presencia de diferentes concentraciones de RCP (0, 2, 5y 10 uM) en condiciones
de oscuridad o bajo una dosis de irradiacion UVA de 5 J/cm?. Seguidamente, tras la
tincién de las células con 25 uyM de diacetato de 2'7’-diclorodihidrofluoresceina
(H.DCF-DA), se registr6 la fluorescencia de todas las muestras mediante
microscopia de fluorescencia, utilizando un filtro de fluoresceina FITC. En la Figura
29 presentada a continuacion, las imagenes A y B corresponden a las muestras no

irradiadas, mientras que las imagenes C y D se obtuvieron tras la irradiacion.

-126 -



Rucaparib

Oscuridad Luz UVA

Figura 29. Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia (filtro de fluoresceina

HaCaT

RCP

FITC) de experimentos ROS con rucaparib (10 uM). Los queratinocitos (HaCaT) fueron
incubados en ausencia (A, C) o presencia de RCP (B, D), mantenidos en oscuridad (A, B) o
irradiados (C, D) con luz UVA (5 J/cm?). Todas las muestras fueron tratadas con diacetato de
2'7’-diclorodihidrofluoresceina (H,DCF-DA) 25 uM.

La actividad ROS observada en condiciones de oscuridad fue despreciable, tanto
en ausencia (A) como en presencia de RCP (B). Este ultimo resultado es el que
cabria esperar, ya que el valor de ICso obtenido en oscuridad fue de 122 pM, muy
alejado de la concentracion empleada (10 uM). Por el contrario, tras el tratamiento
de las células con RCP seguido de irradiacion UVA (D), se registré una amplia sefial
de fluorescencia, lo que muestra la capacidad del farmaco para inducir ROS tras la
radiacion UVA. Ademas, los experimentos control realizados con las células sin
irradiar e irradiadas en ausencia del farmaco (A, B) no dieron ninguna sefial de

fluorescencia, indicando la idoneidad de la dosis empleada.

Para obtener una mejor correlaciéon entre la fluorescencia y la cantidad de RCP
empleada, se realizaron experimentos adicionales utilizando concentraciones de
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RCP de 2, 5y 10 uM. Los resultados obtenidos (Figura 30) mostraron un aumento
de la generacién de ROS conforme aumenta la concentracion del farmaco.

HaCaT RCP2 pM RCP 5 M RCP 10 pM
]
[x]
e
g
o
-
P
=]
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Figura 30. Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia (filtro de fluoresceina
FITC) de experimentos ROS. Se incubaron queratinocitos en presencia (2, 5 0 10 uM) o
ausencia de RCP y se trataron con H,DCF-DA 25 uM. Oscuridad: células no irradiadas. Luz
UVA: células irradiadas con luz UVA (5 J/cm?).

Evaluacién de la fotoxidacién a proteinas.

En las proteinas, la carbonilacién de éstas es la modificacion oxidativa mas
frecuente, y generalmente irreversible. Teniendo en cuenta que RCP se une a las
proteinas plasmaticas, se utilizé la albumina sérica humana (ASH) como proteina
modelo para determinar el contenido carbonilico de sistemas RCP/ASH como un
posible biomarcador de dafio oxidativo, el cual se determiné a partir de la
derivatizacion de los carbonilos con DNPH. En este contexto, se irradiaron
disoluciones de PBS que contenian ASH (0,075 uM) y RCP (0, 5 0 10 uM) a
diferentes dosis de luz UVA (0, 5, 10 y 15 J/cm?) y posteriormente se midio el

contenido carbonilico de todas las condiciones.
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Figura 31. Fotooxidacion de proteinas por rucaparib determinados midiendo el contenido
carbonilico utilizando el método de derivatizacion con DNPH. Disoluciones de ASH (0,075
UM) en ausencia (gris) o presencia de RCP (5 puM, negro; 10 uM, rojo) se irradiaron a
diferentes tiempos de irradiaciéon. Los datos representan la media + s de tres experimentos
independientes realizados por triplicado.

Tal y como se muestra en la Figura 31, para cada concentracion de RCP, la
concentracién de carbonilos generados in situ se ajusté a una cinética de orden
cero, ya que el contenido carbonilico de las muestras era directamente proporcional
a la dosis de irradiacion UVA. Asi, los valores de la constante obtenidos para RCP

a5 uMy 10 uM fueron de 0,033 y 0,056 nmol-min/mg de proteina, respectivamente.

Ademas, teniendo en cuenta que la absorcion de la ASH en la regién del UVA es
despreciable, el contenido carbonilico de las muestras de ASH sin farmaco se
mantuvo constante independientemente de la dosis de irradiacion empleada, lo que
indica la idoneidad de las dosis de irradiacién UVA manejadas en este experimento

para evitar falsos positivos.

Adicionalmente, para estudiar la tendencia de la fotooxidacion de ASH en funcion
de la cantidad de RCP, se llevé a cabo un nuevo experimento con un rango de

farmaco mas amplio (0, 5, 10, 40, 50 uM).
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Figura 32. Fotooxidacion de proteinas por rucaparib. Se irradiaron disoluciones de ASH
(0,075 uM) solas o en presencia de RCP (5, 10, 40, o 50 uM) a 0, 11, 22 y 33 minutos, que
corresponde con una dosis UVA de 0, 5 10 y 15 J/cm?, respectivamente. Los datos
representan la media * s de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

Como se aprecia en la Figura 32, la presencia de RCP aumenté significativamente
la concentracién de carbonilo en ASH tras la irradiacion UVA, hasta triplicarse su
valor con respecto a la muestra no irradiada, indicando claramente la capacidad de
este farmaco para promover fotooxidacion en las proteinas de las membranas
celulares. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el test NRU, donde

RCP mostré un gran potencial fototéxico.
Fotogenotoxicidad inducida por rucaparib.

El ensayo cometa en condiciones alcalinas es una técnica ampliamente utilizada
para revelar roturas de cadena simple, de cadena doble y sitios alcalinos labiles en

el ADN de una célula®.

Para detectar el fotodafio inducido al ADN celular, se incubaron los queratinocitos
con RCP 50 uM durante 30 min, se expusieron a una dosis de irradiacion UVA de 2
Jicm? y se embebieron en agarosa sobre un portaobjetos. Dado que la muerte
celular puede promover la fragmentacion de ADN mediante la activacion de las

ADNasas activadas por caspasas, se comprobd la viabilidad celular previamente a
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la gelificacion mediante el ensayo de exclusion con azul de tripan?*, para evitar
falsos positivos. Como la tasa de viabilidad celular obtenida fue superior al 85 %, se
garantizd la idoneidad de la dosis UVA y la concentracion de farmaco utilizadas,
puesto que en la bibliografia se indica que, para garantizar resultados fiables de

este ensayo, la viabilidad celular debe ser de al menos entre un 70 — 80 %25 26,

A continuacion, se realizo la electroféresis en condiciones alcalina para permitir que
el ADN dafiado y fragmentado migrara del ndcleo. Tras la tincién con SYBR® Gold,
se analizo la fluorescencia de los nucleoides y las colas del cometa con la ayuda de
un microscopio de fluorescencia equipado con un filtro de fluorescencia FITC.
Finalmente, el porcentaje de dafio al ADN se calculd utilizando la escala de
puntuacion visual?” de al menos 100 cometas de ADN

JA+
A Oscuridad Luz UVA Lz UV

Recuperacién (6 h)

HaCaT

CPZ

5-OH DCF

RCP
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Figura 33. A: Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia (filtro de
fluoresceina FITC) de los experimentos del ensayo cometa. Los queratinocitos sin tratar (A,
B, C) y tratados con CPZ 5 uM (D, E, F), 5-OH DCF 100 uM (G, H, 1) o RCP 50 uM (J, K, L)
se irradiaron con una dosis de luz UVA 2 J/cm? (B, E, H, K) o tras la irradiacion, se incubaron
durante 6 h a 37 °C para permitir la recuperacion al dafio (C, F, I, L). B: Porcentaje de dafio
al ADN de queratinocitos sin tratar (HaCaT) o tratados con CPZ, 5-OH DCF o RCP. Los datos
representan la media + s de cuatro experimentos independientes en condiciones de oscuridad
(m), luz UVA (o) o luz UVA + recuperaciéon (). Los asteriscos indican las diferencias
significativas obtenidas mediante el test t-Student (ns: no significativo, *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001).

Como se muestra en la Figura 33, el ensayo cometa revelé un dafio al ADN
significativo causado por RCP en combinacion con la luz UVA (alrededor de un 60
% de dafo). Para combatir este dafio, las células han desarrollado varias vias de
reparacion del ADN; sin embargo, si la reparacion no se realiza correctamente, las
lesiones del ADN restantes pueden dar lugar a mutaciones. Es por ello que, para
evaluar si las células HaCaT eran capaces de reparar el dafio fotoinducido al ADN
por RCP, se realizaron una serie de ensayos adicionales donde tras la irradiacion,
se incubaron las células en medio DMEM durante 6 horas para permitir la reparacion
de dicho dafio. Como hecho relevante, tras 6 horas de tiempo de recuperacion, no
se observé una reduccion significativa del dafio ADN nuclear, indicando una
irreversibilidad este dafio.
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Adicionalmente, para comprobar la correlacion entre los ensayos de fototoxicidad y
fotogenotoxicidad, se llevaron a cabo un nuevo conjunto de experimentos utilizando
la misma dosis de UVA que la utilizada en el ensayo NRU (5 J/cm?) y
concentraciones de RCP cercanas a su ICso en luz UVA (2, 5, y 10 uM) (Figura 34).
A pesar de que las condiciones entre experimentos eran diferentes, al comparar
ambos experimentos (50 UM a 2 J/cm?y 5, 10 uM a 5 J/cm?), se obtuvo una buena
correlaciéon obteniéndose asi un porcentaje de dafio al ADN de alrededor del 60 %

en ambos casos.

A

HaCaT CPZ RCP2 pM RCP5pM RCP 10 pM

Oscuridad

Luz UVA

B
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Figura 34. Ensayo cometa realizado con una dosis UVA de 5 J/cm? A: Imagenes
representativas de microscopia de fluorescencia (filtro de fluoresceina FITC) de los
experimentos del ensayo cometa. HaCaT: queratinocitos sin tratamiento. CPZ: células
tratadas con clorpromazina (5 pM). RCP: células tratadas con RCP (2, 5 0 10 uM). Oscuridad:
Células no irradiadas. Luz UVA: Células irradiadas con luz UVA (5 J/cm?). B: Porcentaje del
dafio al ADN mediante recuento visual de células tratadas (HaCaT) o tratadas con CPZ o
RCP en oscuridad (m) o con luz UVA (o).
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4.3.5. Mecanismo de muerte celular.

Se conoce que, ante la generacion de un dafo celular, las células activan los
mecanismos de reparacion celular oportunos para reparar dicho dafio. Sin embargo,
si este dafio no es reparado adecuadamente, su acumulacién sistematica puede
provocar en primera instancia la muerte celular, la cual sucede principalmente por
apoptosis o necrosis?®. Con el fin de investigar si el mecanismo de muerte celular
inducido por RCP en combinacién con radiacion UVA es por apoptosis 0 necrosis,
se realizaron dos ensayos experimentales: el ensayo de activacién de caspasa-3/7

y el ensayo de liberacién de la L-lactato deshidrogenasa.

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada ampliamente
conocido, donde la actividad enzimatica de las caspasas 3 y 7 son las principales
responsables de este evento y su sobreexpresion conducen irreversiblemente a la
muerte celular. En este contexto, se cuantificé la actividad de las caspasas-3/7 por
medio de un sustrato profluorescente (Z-DEVD-R110) que, en presencia de estas
enzimas caspasas, se libera rodamina 110 (R110), un compuesto fluorescente. Asi,
se determiné la apoptosis de forma indirecta a través de la medicion de la intensidad
de fluorescencia de R110 tras su liberacién por las células tratadas con cantidades

crecientes de RCP.

Por otro lado, la L-lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmatica que
cataliza la conversién de lactato en piruvato, convirtiendo NAD+ en NADH durante
el proceso de glucdlisis?®. El ensayo de liberacion de la LDH se utiliza para evaluar
el dafio a la membrana plasmatica, ya que la generacién de un dafio a la membrana
celular induce un aumento de la permeabilidad de ésta, provocando la liberacién de
esta enzima al medio extracelular®. Teniendo en cuenta que el factor clave durante
la necrosis es la permeabilizacion de la membrana plasmatica, la medida de la LDH
liberada puede considerarse como un indicador de necrosis. Sin embargo, cabe
destacar que la liberaciéon de la LDH también puede estar involucrada en etapas

tardias de la apoptosis®..
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Figura 35. Mecanismo de muerte celular inducido por rucaparib (RCP). A: Fluorescencia de
la rodamina 110 tras el ensayo de activacion de caspasa-3/7 de células tratadas con RCP B:
Porcentaje de la enzima L-lactato deshidrogenasa (LDH) liberada tras el tratamiento de
células con RCP. Ambos experimentos se realizaron con concentraciones de farmaco de 0,
0,25, 1y 3 uM en oscuridad (m) o tras la irradiacion (o) con luz UVA (5 J/cm?). Los datos
representan la media + s de dos experimentos independientes realizados por triplicado en
condiciones de oscuridad o luz UVA. Los asteriscos indican las diferencias significativas
obtenidas mediante el test t-Student (ns: no significativo, *p < 0,05, **p < 0,01).

Como se muestra en la Figura 35A, se observé un incremento de la actividad
caspasa-3/7 tras el tratamiento con RCP y posterior irradiacion UVA. Es interesante
remarcar que la actividad méaxima de la caspasa-3/7 se observé en 1 uM de RCP,
gue corresponde con una concentracién inferior que su ICso UVA (3 uM). Sin
embargo, cuando la concentracion de RCP es proxima a su ICso UVA, la actividad
enzimatica se reduce debido a que la fototoxicidad del farmaco ya ha provocado

parte de la muerte celular.

Al contrario de lo que se observé en el experimento de la apoptosis, los resultados
obtenidos en la Figura 35B no revelaron ningln aumento de la LDH liberada tras el
tratamiento con RCP y posterior irradiacion con luz UVA con respecto al control
negativo, es decir, las células sin tratar. Es por ello que, de acuerdo con estos
resultados, se puede concluir que el RCP en combinacién con la radiacion
ultravioleta provoca la muerte celular programada.
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4.4. Conclusiones.

En resumen, este trabajo ha demostrado que el farmaco anticancerigeno rucaparib
tiene capacidad para desencadenar reacciones de fotosensibilidad. Por un lado, el
ensayo de viabilidad celular in vitro NRU ha demostrado el gran potencial fototoxico
de dicho farmaco. Esta fototoxicidad se puede atribuir al dafio fotosensibilizado
hacia las principales biomoléculas celulares (lipidos, proteinas y ADN), donde la
fotoperoxidacion lipidica resulté insignificante al evaluarse mediante el método del
acido tiobarbittrico. En cambio, la oxidacion fotosensibilizada por RCP de ASH,
evaluada por el método de carbonilacion de proteinas, y el dafio fotoinducido al ADN
por RCP, revelado por el ensayo cometa, indicaron el potencial fototoxico y

fotogenotoxico de este farmaco.

Por otro lado, RCP es capaz de generar especies reactivas de oxigeno tras
irradiacion UVA, lo que podria desencadenar un dafio por estrés oxidativo y la
posterior muerte celular. Asi, el mecanismo de muerte celular inducido por apoptosis

fue el observado tras la combinacion simultanea del farmaco y la radiacién UVA.

Finalmente, cabe destacar que estos resultados son muy relevantes en relacion a
la fotoseguridad del rucaparib y conviene enfatizar que este es el primer ejemplo de
un inhibidor de la PARP-1/2 que es capaz de inducir dafio fotosensibilizado a
biomoléculas, y la metodologia empleada podria extenderse a otros inhibidores de

las PARPs para evaluar posibles reacciones de foto(geno)toxicidad.
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5.1. Introduccién.

Las enzimas poli (ADP-ribosa) polimerasas (PARPs) son una familia de enzimas
involucradas en diversos procesos celulares, tales como la reparacion del ADN, la
regulacion de la transcripcion, la apoptosis y la necrosis'. Especificamente, las
enzimas PARP-1 y PARP-2 pertenecen a esta familia y juegan un papel crucial en
la reparacién de roturas de cadena simple (SSB) del ADN* ®, cuya funcion es
inhibida por los inhibidores de la PARP (PARPIs). Estos son una familia de farmacos
gue han demostrado su capacidad para disminuir la proliferacion de células
cancerosas con mutaciones en el mecanismo de reparacion por recombinaciéon
homoéloga (RH) del ADN, que induce una deficiencia en su reparacion, como es el
caso de células con mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2% 7. En este contexto,
los PARPIs provocan la muerte celular de las células deficientes en los genes
BRCAL1/2 por letalidad sintética, que consiste en la formacién y acumulacion
sistematica de roturas de cadena doble (DSB) y, finalmente, la muerte celular,
puesto que estas células son incapaces de reparar este dafio en el ADN por RH2.
No obstante, en relacién a la muerte celular provocada por la accion de los PARPIs,
estudios de microscopiay fluorescencia multidimensional han revelado mecanismos
de sensibilidad y resistencia frente a los efectos citotéxicos de los inhibidores
PARPS®.

El talazoparib ((8S,9R)-5-fluoro-8-(4-fluorofenil)-9-(1-metil-1H-1,2,4-triazol-5-il)-
2,7,8,9- tetrahidro-3H-pirido[4,3,2 de]ftalazin-3-ona, TLZ, Figura 36) es un inhibidor
de la enzima PARP desarrollado por Pfizer y aprobado en 2018 por EE.UU. y en
2019 por la UE para el tratamiento de pacientes adultos con mutaciones BRCA1/2
germinales con cancer de mama localmente avanzado o metastasico HER2
negativo® 1. En este sentido, se realizé un ensayo aleatorio de fase 3 en pacientes
con cancer de mama avanzado con mutacién germinal BRCA1/2 comparando el
efecto terapéutico del TLZ u otros farmacos utilizados en las terapias
convencionales, revelando un beneficio significativo en el tratamiento con TLZ sobre
la guimioterapia convencional’'. La mejora significativa en los pacientes tratados

con TLZ y el perfil de seguridad tolerable del farmaco respaldaron la incorporacion
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del TLZ en la rutina terapéutica contra el cancer de mama localmente avanzado o
metastasico con mutaciones BRCA1/2 germinales'?. Sin embargo, el andlisis
proteémico identificé las 10 proteinas que podrian ser claves para evitar la
resistencia del TLZ en el tratamiento de células cancerosas de mama triple
negativas?®. Adicionalmente, este farmaco también se utiliza en pacientes con varios
tumores soélidos!* 1°y en el cancer de prostata metastasico resistente a la castracion
(MCRPC)¢, Ademas, se ha considerado como un nuevo candidato para el
tratamiento del glioblastoma, ya que produce efectos de radiosensibilizacion en las
células madre del cancer de glioblastoma radioresistentes en combinacién con

radiacion de transferencia lineal de alta energia®’.

Este farmaco se administra por via oral en forma de comprimidos y dosis de 0,25 o
1 mg. Sin embargo, existen estudios que revelan como una buena alternativa si se
administra en forma de nanomedicamento por via intraperitoneal, permitiendo asi
una liberacion mas prolongada del medicamento®. Desde un punto de vista
farmacocinético, el TLZ apenas sufre alteraciones metabdlicas en humanos, siendo

la excrecion renal su principal via de eliminacion®4.

Pese a los grandes efectos terapéuticos beneficiosos del TLZ, este farmaco también
presenta diversos efectos secundarios, tales como fatiga, nduseas, vémitos, diarrea,
anorexia, dolor de cabeza, alopecia, trastornos de la piel, anemia, neutropenia y
trombocitopenia. Entre sus efectos secundarios menos frecuentes, pero
potencialmente graves, se incluyen sindromes mielodisplasicos, mielosupresion
marcada y toxicidad embriofetal'®. En relacién con las reacciones adversas y
teniendo en cuenta que, el rucaparib, otro inhibidor de PARP, induce reacciones de
fototoxicidad tal y como se ha visto en el capitulo 4%°, y que el TLZ presenta una
banda de absorcion en la regiébn UVA, resulta interesante investigar su
fotocomportamiento y sus propiedades fotobiol6gicas. Para ello, se llevaran a cabo
estudios in vitro en células de piel humanas (queratinocitos HaCaT) y, en caso de
ser fototoxico, recomendar pautas de fotoproteccion a los pacientes para minimizar

asi el riesgo de producir reacciones de fotosensibilidad por este farmaco.
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Figura 36. Espectro de absorcién del talazoparib 10 uM en PBS. Figura insertada: estructura

quimica del talazoparib.
5.2. Seccion experimental.

Las condiciones de cultivo celular y las medidas espectrofotométricas se realizaron

de acuerdo a lo expuesto en el capitulo 3.
5.2.1. Fotdlisis en estado estacionario y aislamiento del fotoproducto.

La irradiacién del TLZ (20 mg, 100 uM) se llevé a cabo en PBS a temperatura
ambiente durante 30 minutos con ldmparas UVA y agitacion. A continuacién, se
liofilizé el crudo de reaccién, se lavé con acetato de etilo (100 mL) y se filtr6. Se
recogié el sélido y se realizé una extracciéon sélido-liquido con acetato de etilo-
metanol (80:20, 3x20 mL). Tras una filtracién a vacio, se evaporé la fase liquida a
presion reducida, proporcionando un aceite viscoso de color magenta cuya
purificacion se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
utilizando una columna de fase reversa (C18 mediterranea™ sea, 25x1 cm), una
fase mévil de metanol-acetonitrilo 50:50 v:v y un flujo de 2 mL/min. El proceso de
purificacion fue monitorizado por deteccién UV a 254 nm. El fotoproducto aislado se
caracterizé por espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de protén

y carbono, utilizando un espectrémetro Bruker Advance 400, y por espectrometria
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de masas de alta resolucion [HRMS (ESI-TOF), espectréometro QTOF acoplado a
una columna UPLC BEH C18 (50 mm, x 2,1 mm id., 1,7 uM), fuente ESI en

ionizacion positiva a 1,9 kV].

5-fluoro-8-(4-fluorofenil)-6-hidroxi-9-(1-metil-1H-1,2,4-triazol-5-il)-2, 7-dihidro-3H-
pirido[4,3,2-de]ftalazin-3-ona (TLZ-P): RMN-'H (400 MHz, CDs0OD) § 8.09 (s, 1H),
7.70 (d, J = 11.6, 1H), 7.47-7.43 (m, 2H), 7.13-7.09 (m, 2H), 3.64 (s, 3H); RMN-3C
(100 MHz, CDs0OD) & 180.3, 178.5, 167.1, 165.6, 163.2, 159.5, 152.4, 151.6, 150,6,
138.8, 136.3, 133.2, 132.5, 119.4, 118.1, 117.9, 116.2, 115.3, 98.1, 36.5, 24.2.
HRMS (ESI-TOF): m/z calculada para Ci9H13F2NsO2 [MH*] 395,1068, encontrada
[MH*] 395,1064.

5.2.2. Ensayo de fototoxicidad in vitro: captacién de rojo neutro (NRU).

El ensayo de captacion de rojo neutro se realizé de acuerdo con el protocolo descrito
en el capitulo 3, donde las células fueron tratadas con ocho concentraciones
crecientes de TLZ y TLZ-P que oscilaban entre 2,5 y 500 uM y con los controles
positivo (CPZ) y negativo (SDS).

Adicionalmente, dado que TLZ-P absorbe en la regién del visible, se realizé otro
experimento NRU irradiando con lamparas de luz visible LZC-LGR (Amax = 520 nm,
distribuciéon gaussiana, Luzchem, Canada) para comprobar si el fotoproducto era
capaz de inducir fototoxicidad en estas condiciones. Para este propésito, se utilizé
rosa de bengala (RB, 0,375 — 50 yM) como control positivo?®® en lugar de CPZ,

mientras que el SDS se mantuvo como control negativo.
5.2.3. Deteccién de especies reactivas de oxigeno (ROS).

La deteccién de la actividad ROS se realizé de acuerdo con el protocolo detallado
en el capitulo 3, donde las células fueron tratadas con TLZ (85 o 100 pM) e
irradiadas con una dosis de luz UVA de 5 J/cm? o mantenidas en oscuridad.
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5.2.4. Ensayo de fotooxidacion de proteinas.

La deteccion de la formacion de proteinas carboniladas fotoinducidas se realiz6 de
acuerdo al procedimiento descrito en el capitulo 3, donde las disoluciones de ASH
se incubaron con cantidades crecientes de TLZ (0, 65, 75 o 85 pyM) y se irradiaron
con cantidades crecientes de dosis de irradiacién UVA (0, 5, 10, 15 J/cm?) o sin

irradiar.
5.2.5. Ensayo cometa alcalino.

El ensayo cometa se realiz6 de acuerdo de acuerdo como se describe en el capitulo
3, donde las células fueron tratadas con cantidades crecientes de TLZ (0, 85, 100,
150 o0 200 pM) o con el control positivo (CPZ, 5 uM) e irradiadas con una dosis de

irradiacion de 5 J/cm?.

Para los experimentos de recuperacion, se utilizé el 5-hidroxidiclofenaco (5-OH

DCF, 100 uM) como control positivo de recuperacion?®.
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5.3 Resultados y discusion.

5.3.1. Irradiacién del talazoparib en medio acuoso.

Como se muestra en la Figura 36, el farmaco absorbe luz en la regién UVA (315 —
400 nm). Dado que el 95 % de la radiacion UVA presente en la luz solar no es filtrada
por la capa de ozono y llega a la superficie terrestre, es de gran importancia
investigar el comportamiento fotoquimico del farmaco con el objetivo de investigar
la posible formacién de fotoproductos y/o especies transitorias que pudiesen ser
responsables de inducir fototoxicidad en la piel. Asi, se irradié una disolucion de TLZ
(20 uM en PBS) en un fotorreactor equipado con lamparas UVA centradas a A = 350
nm. El proceso se monitorizé mediante espectroscopias de absorcion (Figura 37A)

y de fluorescencia (Figura 37B) a tiempos de irradiacién crecientes.

A , - B 10000
8000
3 0 min
= < 6000
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Figura 37. Cambios en los espectros del talazoparib (20 uM en PBS) tras su irradiacion a Aexc
= 350 nm, de O (traza negra) a 40 min (traza roja). A: espectros de absorcion. B: espectros
de fluorescencia (Aexc = 305 nm). Figura insertada: disolucion de TLZ en PBS antes de

irradiarse (izquierda) y tras 40 min de irradiacion (derecha).

Por un lado, en las medidas de absorcion, el espectro del TLZ previo a la irradiacion
(traza negra) exhibié dos méximos a A = 310 y A = 350 nm que desaparecieron tras
40 min de irradiacién a la vez que aparecio una nueva banda con un maximo a A =

540 nm y alcanzando los 610 nm (traza roja). Este cambio fue apreciable a simple
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vista (Figura 37A, figura insertada), ya que paso6 de ser una disolucién incolora a ser

rosa, sugiriendo asi la aparicién de un nuevo fotoproducto.

Por otro lado, también se observaron cambios significativos en los espectros de
fluorescencia, donde la intensidad de fluorescencia de la banda inicial del TLZ
centrada a A = 440 nm disminuyé a medida que aumentaba el tiempo de irradiacion
(trazas grises), hasta volverse practicamente insignificante a los 40 minutos de

tiempo de irradiacion (traza roja).

Por tanto, con el fin de investigar si se habia formado algun fotoproducto estable, se
realizé una irradiacion a escala preparativa. Asi, se suspendieron 20 mg de TLZ en
200 mL de PBS y se irradiaron durante 30 minutos con agitacion en el fotorreactor
(Aexce = 350 nm). Tras una filtracion a vacio para eliminar el TLZ que no habia
reaccionado, se realizé una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo-metanol
(80:20) y una posterior evaporacién del disolvente. El crudo resultante se purifico
por HPLC (1:1 CH3OH/CHsCN como eluyente), dando lugar a un unico fotoproducto
(TLZ-P) como un sélido rojizo. El espectro HRMS obtenido por ESI mostré un pico
MH* a 395,1064 uma, que corresponde a M = C19H12F2NeO2. Este incremento de 14
uma respecto al TLZ de partida (MH* = 381,1191, M = C19H14F2NsQO) coincide con
la pérdida de 2 hidrégenos vy la incorporacion de 1 oxigeno. Asi, para elucidar la
estructura de TLZ-P se realizaron experimentos de RMN-'H en CDsOD v,
comparando los espectros de farmaco de partida y su fotoproducto (Figura 38A y
Figura 38B, respectivamente) se observaron los siguientes cambios: i) las sefales
correspondientes a Hay Ho en 6 = 4,90 y 6 = 5,02 ppm del TLZ no estan presentes
en el espectro del TLZ-P, lo que sugiere la presencia de un doble enlace entre Cay
Cp; ii) los dos dobles dobletes de He y Ha en TLZ (6 = 6,95 y 6 = 7,25 ppm)
desaparecen en el espectro del TLZ-P y, en su lugar, se observé un doblete a 6 =
7,72 ppm, hecho que concuerda con la adicién de un grupo hidroxilo en Cc 0 Cq Y,
a partir de los acoplamientos observados en los espectros bidimensionales de
HSQC y HMBC (Figura 39C y Figura 39D), se propuso la estructura quimica del
TLZ-P.
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sefiales Ha y Hp en CDsCN.
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Teniendo en cuenta que TLZ-P es un fotoderivado estable del TLZ que extiende su
banda de absorcién a la regién del visible (Figura 40), resulté de interés investigar

su posible participacion en el dafio fotoinducido mostrado por el farmaco original.
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Figura 40. Espectros de absorcién del talazoparib (TLZ, traza negra) y del fotoproducto del
talazoparib (TLZ-P, traza roja) a 10 uM en PBS. Figura insertada: fotoconversion del TLZ en

su fotoproducto TLZ-P en medio acuoso.
5.3.2. Propiedades fotofisicas.

Los espectros normalizados de absorcién y fluorescencia (Aexc = 305 nm) del TLZ
en PBS se muestran en la Figura 41 (trazas negra y roja, respectivamente), donde
la energia del primer estado excitado singlete (Es), obtenido a partir de la
interseccion entre ambos espectros, resultd ser de 74 kcal/mol. Ademas, el
rendimiento cuantico de fluorescencia del TLZ (¢r) fue de 0,12 en PBS y 0,10 en

células, utilizando antraceno como estandar??(Figura 42).
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Figura 41. Espectros normalizados del TLZ: excitacion (traza negra) en PBS a temperatura
ambiente, fluorescencia (Aexc = 305 nm, traza roja) en PBS a temperatura ambiente y

fosforescencia (Lexc = 300 nm, traza azul) en etanol a 77 K.
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Figura 42. Espectros de fluorescencia (Aexc = 320 nm) de disoluciones isoabsortivas de TLZ
(traza negra) y TLZ-P (traza roja). Las lineas discontinuas corresponden a disoluciones en
PBSy las lineas continuas a la internalizacion en células HaCaT.

El espectro de fosforescencia normalizado del farmaco, realizado a 77 K en matriz
de etanol, mostrd una banda con un maximo a A = 512 nm (Figura 41, traza azul).
A partir del 30 % del aumento de la banda, se determind la energia del primer estado

excitado triplete (Ev), cuyo valor fue de 61,2 kcal/mol, utilizando benzofenona como
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referencia?®. Mediante experimentos de fotdlisis de destello laser, se registrd el
espectro de absorcion transitoria del TLZ (55 pM en PBS, lexc = 355 nm, N2),
obteniéndose una banda principal centrada a A = 400 nm (Figura 43A) que se
desactivaba en presencia de oxigeno, atribuyéndose asi al estado excitado triplete,
(Figura 43B). El valor del tiempo de vida del triplete (1) en atmosfera de N2 obtenido
por un ajuste monoexponencial decreciente fue de 8,8 us y, a partir de los
experimentos realizados en oxigeno, aire y N2 permitieron obtener la constante de

desactivacion por oxigeno, kq (O2) = 3,6x10° Ms,

A B

AA normalizado
AA normalizado

0 4 8 12 16

A (nm) t (us)
Figura 43. Fotdlisis de destello laser del talazoparib (55 uM, PBS) a A = 355 nm. A: Espectro
de absorcidn transitoria a diferentes escalas de tiempo en N, (desde 0,5 us hasta 12 ps). B:
cinéticas de desactivacién monitorizadas a A = 400 nm en nitrégeno (traza negra), aire (traza

roja) y oxigeno (traza azul).

Se sabe que un estado excitado triplete suele considerarse como el principal
precursor de la formacién de oxigeno singlete (*O2 o 'Ag) a través de un proceso de
transferencia de energia hacia el oxigeno molecular conocido como mecanismo de
oxidacion de Tipo 11?4, Una vez formado, el 'Oz es capaz de originar dafio oxidativo
en las biomoléculas del interior de las células, incluyendo oxidacion de proteinas®®
y nucleésidos?®. Con el fin de investigar la formacion de esta especie reactiva del
oxigeno, se registré la formacién de 'Oz mediante medidas de luminiscencia de
tiempo resuelto a 1270 nm en acetonitrilo tras la excitacion del TLZ con el laser a

355 nm (Figura 44), utilizando tetrametil-p-benzoquinona (DQ) como referencia (¢a
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=0,89; 12 ~ 65 us en MeCN)?’. Como resultado, TLZ mostré capacidad para generar

102 con un ¢a = 0,54 y un tiempo de vida aproximado de 38 pus en MeCN.

3,0

Emision (u.a.)

t (us)

Figura 44. Experimentos de tiempo resuelto a 1270 nm tras excitacion a 355 nm de
disoluciones aireadas de TLZ (traza roja) en MeCN para la deteccién de 'O,. Se utilizd

tetrametil-p-benzoquinona (DQ, traza negra) como referencia.

Las principales propiedades fotofisicas del TLZ se recogen en la Tabla 8, donde, a
diferencia del farmaco original, se observa que TLZ-P no mostré fluorescencia
(Figura 42) y no se detectaron sefales en los experimentos de fotdélisis de destello
laser. Este hecho sugiere que el fotoproducto podria ser un compuesto con un
elevado perfil de fotoseguridad. Para corroborar esta hipotesis, se realizé un ensayo

de NRU in vitro con el fotoproducto.
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Tabla 8. Principales propiedades fotofisicas del talazoparib.

Amax abs (NM)2 P 250, 320, 350
Amax em (nm) ac 440
Es (kcal mol?t) 2 74,0
o2 0,12
tF (ns)? <1lns
Amax em (nm) d.e 512
Er (kcal mol™) P 61,2
T7 (us) @ 8,8
Amax abs (NM) fo 400
kq (02) (M1s1) F9 3,6x10°
da " 0,54
Ta (us) 38

220 uM, PBS, Tams, aire; P espectroscopia de absorcion; ¢ espectroscopia de
fluorescencia; 50 uM, etanol, 77K, air; ¢ espectroscopia de fosforescencia;
espectroscopia de absorcion transitoria; 955 uM, PBS, Tamb, N2; " detectado
por luminiscencia a 1270 nm, 180 pM, MeCN, Tams, aire.

5.3.3. Estudios de fototoxicidad in vitro.
Ensayo de captacion de rojo neutro.

En primer lugar, a partir de las curvas de dosis-respuesta obtenidos, se calcularon
los valores del factor fotoirritante (PIF) de TLZ y TLZ-P a partir de los ensayos de
viabilidad celular de queratinocitos humanos (HaCaT) tratadas con cantidades
crecientes de farmaco o fotoproducto, utilizando rojo neutro como indicador de
viabilidad celular, en condiciones de oscuridad o luz UVA (A = 350 nm, dosis de
irradiacién = 5 J/cm?). Los valores de PIF de los controles positivo (clorpromazina,
CPZ) y negativo (dodecilsulfato sédico, SDS) se calcularon en las mismas

condiciones para garantizar la fiabilidad de los resultados.
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Figura 45. Curvas de dosis-respuesta de viabilidad celular de células HaCaT tratadas con
talazoparib (TLZ, a), su fotoproducto (TLP-Z, b), clorpromazina (CPZ, c) y dodecilsulfato
sodico (SDS, d) en presencia (o) o ausencia (m) de luz UVA (5 J/cm?), donde CPZ y SDS se
utilizaron como controles positivo y negativo de fototoxicidad, respectivamente. Los datos
representan la media + s de cuatro experimentos independientes realizados por triplicado.

Los valores de ICso de TLZ y TLZ-P se determinaron a partir de las correspondientes
curvas dosis-respuesta (Figura 45) a Aexc = 350 nm. El valor PIF del TLZ fue de 7,
con un ICso en oscuridad de > 500 pM (se fijé la concentracion més alta ensayada
dado que no fue posible obtener un valor de ICso en las condiciones del experimento)
y un ICso en luz UVA de 76 + 14 uM que, de acuerdo con las directrices de la OECD
432 (2019)?%8, el farmaco puede considerarse fototoxicidad. Sin embargo, para su
fotoproducto, tal y como se esperaba, tanto los valores de ICso en oscuridad como
en luz UVA resultaron ser superiores a 500 pM, con un valor PIF cercano a 1, Dado
gue este nuevo compuesto también absorbe luz en la regién del visible (hasta 600
nm, véase Figura 40), su ensayo NRU también se realizd a Aexc = 520 nm, utilizando

rosa de bengala (RB) como control positivo en lugar de CPZ, ya que este Ultimo

- 158 -



Talazoparib

compuesto no absorbe a esta longitud de onda. A partir de las correspondientes
curvas dosis-respuesta (Figura 46) se obtuvo nuevamente un valor PIF de 1,

indicando que este compuesto tampoco es fototdxico en estas condiciones.

Los valores de ICso del TLZ y del TLZ-P obtenidos tanto en oscuridad como tras
irradiacion con luz UVA o visible, asi como los valores PIF, se recogen en la Tabla
9.
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Figura 46. Curvas de dosis-respuesta de viabilidad celular de células HaCaT tratadas con
talazoparib (TLZ, a), su fotoproducto (TLP-Z, b), rosa de bengala (RB, c) y dodecilsulfato
sodico (SDS, d) en presencia (o) o ausencia (m) de luz visible (5 J/cm?), donde RB se utiliz6
como control positivo y SDS y TLZ se utilizaron como controles negativos de fototoxicidad.
Los datos representan la media = s de cuatro experimentos independientes realizados por
triplicado.
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Tabla 9. Ensayo de fototoxicidad HaCaT NRU in vitro de TLZ y TLZ-P realizado con diferentes

fuentes de irradiacion.

Ensayo NRU realizado a Aexc = 350 nm. Ensayo NRU realizado a Aexc = 520 nm.
ICso ICs0o ICs0 ICs0
Compuesto PIFt  Compuesto o PIF
(osc) (UVA) (osc) (visible)
CPZ 94 + 30 4+1 24 RB 8+3 04+0.1| 20
SDS 168 £46 | 192 +53 1 SDS 150 £ 65 | 138 +50 1
TLZ > 500 76 + 14 7 TLZ > 500 > 500 1
TLZ-P > 500 > 500 1 TLZ-P > 500 > 500 1

Los datos corresponden con la media + s de cuatro experimentos realizados en triplicado. 'De acuerdo
con las directrices de la OECD 432 (2019), PIF < 2 indica “no fototoxicidad”, 2 < PIF < 5 indica
“fototoxicidad probable” y PIF > 5 indica “fototoxicidad”.

Los datos recopilados en la Tabla 9 sugieren que, aunque el farmaco original es
fototoxico, su fototransformacion en medio acuoso da lugar a un derivado no
reactivo frente a la luz UVA. Ademas, los experimentos a A = 520 nm revelaron que
TLZ-P tampoco es fototéxico cuando se irradia con luz visible. Por ello, de ahora en

adelante los experimentos in vitro solo se realizaran para el TLZ.

Dado que la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) suele ser el origen
de la oxidaciéon de biomoléculas y/o membranas celulares, el siguiente paso fue

investigar la generacién de ROS tras la irradiacion del farmaco con luz UVA.
Generacién de especies reactivas de oxigeno.

Para la deteccion de las ROS, se sembraron células HaCaT en placas de 12 pocillos
y se incubaron en presencia de diferentes concentraciones de TLZ (0, 85y 100 uM),
manteniéndose en condiciones de oscuridad o de irradiacién UVA (dosis de luz =5
J/icm?). Seguidamente, tras la tincion de las células con 25 uM de diacetato de 2'7'-
diclorodihidrofluoresceina (H2DCF-DA), se registr6 la fluorescencia de todas las
muestras mediante microscopia de fluorescencia, utilizando un filtro de fluoresceina

FITC. En la Figura 47 mostrada a continuacion, las imagenes Ay B corresponden a
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las muestras no irradiadas, mientras que las imagenes C y D se obtuvieron tras

irradiacion.

Oscuridad Luz UVA

HaCaT

TLZ

Figura 47. Experimentos ROS con talazoparib (TLZ, 100 uM). Imagenes representativas de
microscopia de fluorescencia, utilizando un filtro de fluoresceina FITC. Los queratinocitos
(HaCaT) fueron incubados en ausencia (A, C) o presencia (B, D) de TLZ, mantenidos en
oscuridad (A, B) o irradiados (C, D) con luz UVA (5 J/cm?). Todas las muestras fueron tratadas
con diacetato de 2'7-diclorodihidrofluoresceina (H.DCF-DA) 25 uM.

Asi, en presencia de TLZ (B) la fluorescencia obtenida fue insignificante y similar a
la registrada en ausencia de farmaco (A), indicando la no formacién de ROS en
estas condiciones, lo que concuerda con su valor de ICso en oscuridad (> 500 uM)
obtenido en el ensayo de NRU. Por el contrario, las células tratadas con TLZ e
irradiadas con luz UVA emitieron fluorescencia (D), indicando la capacidad del TLZ
de generar ROS tras la irradiacion UVA. Como era de esperar, el experimento
control realizado con las células irradiadas en ausencia del farmaco (C) no dio

ninguin resultado positivo.
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En la Figura 48 se muestra el experimento utilizando cantidades crecientes de TLZ,
donde se observa un aumento de la intensidad de fluorescencia de la sonda
fluorescente a mayor concentracion de TLZ, indicando que existia una relacion
directa entre la concentracion del farmaco y la generacion de las ROS detectada

por fluorescencia.

HaCaT TLZ (85 pM) TLZ (100 pM)

Oscuridad

Luz UVA

-

Figura 48. Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia (filtro de fluoresceina
FITC) de los experimentos ROS con TLZ (85, 100 uM). Se incubaron queratinocitos humanos
(HaCaT) en ausencia (A, D) o presencia (B, C, E, F) de TLZ, mantenidos en oscuridad (A, B,
C) o irradiados (D, E, F) con luz UVA (5 Jicm?). Todas las muestras fueron tratadas con
diacetato de 2'7’-diclorodihidrofluoresceina (H.DCF-DA) 25 uM.

Evaluacion de la fotooxidacién a proteinas.

Dado que el talazoparib se une eficientemente a las proteinas plasmaticas y que la
modificacion oxidativa que se produce con mas frecuencia, y generalmente de forma
irreversible en las proteinas es la carbonilacion, se utilizé la albimina sérica humana
(ASH) como proteina modelo para determinar el contenido carbonilico de sistemas
TLZ/ASH, siendo la presencia de estos grupos carbonilicos un posible biomarcador
de dafio oxidativo. De esta forma, se irradiaron disoluciones de PBS que contenian
ASH (0,075 uM) y TLZ (0, 65, 75 0 85 uM) con diferentes dosis de luz UVA (0, 5, 10
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y 15 J/icm?) y posteriormente se midié el contenido carbonilico de todas las

condiciones.

CJ o0 Jem?
CJ 5 ycm?
3 10 yem?
B 150cm* K r T

00 i e o

1 1
ASH  65uM  75uM  85pM

Contenido carbonilico
(nmol/mg proteina)

Figura 49. Fotooxidacion de proteinas por talazoparib. El contenido carbonilico fue
determinado mediante el método de derivatizacion de la DNPH. Condiciones: ASH (0,075
pM), TLZ: 65, 75 0 85 uM, dosis de irradiacion (escala de grises): 0 (o), 5 (), 10 (=) 0 15 (m)
Jicm?. Los datos representan la media + s de tres experimentos independientes realizados
por triplicado.

La Figura 49 muestra que el contenido de carbonilos de los sistemas TLZ/ASH
aumenté significativamente tras la irradiacion con luz UVA, hasta practicamente
cuadruplicar su valor con respecto a la muestra no irradiada, lo que evidencia la
capacidad del farmaco para fotooxidar a las proteinas de las membranas celulares.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el test de NRU, donde TLZ
resulté ser fototdxico con un ICsp UVA de 76 uM. Adicionalmente, se realiz6 una
nueva tanda de experimentos a concentraciones mas altas de TLZ (80 uM, 120 pM,
160 pM), cuyo resultado se muestra en la Figura 50.
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CJ o yem?
g4 5 yem? T
3 10 yem? >
61@ 15 Jem? i

Contenido carbonilico
(nmol/mg proteina)

ol (LM 1

ASH  80uM  120uM  160puM

Figura 50. Fotooxidacion de proteinas por TLZ. El contenido carbonilico fue determinado
utilizando el método de derivatizacion de la DNPH. Condiciones: ASH: 0,075 uM, TLZ: 80,
120 0 160 pM, dosis de irradiacién (escala de grises): 0 (o), 5 (), 10 (=) 0 15 (=) J/cm?. Los
datos representan la media + s de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

Teniendo en cuenta que la absorcibn de la ASH en la region del UVA es
practicamente despreciable, el contenido carbonilico de las muestras de ASH sin
farmaco se mantuvo constante con independencia de la dosis de irradiacion
empleada, lo que indica la idoneidad de las dosis de irradiacion UVA manejadas en

este experimento para evitar falsos positivos.
Evaluacion de la fotogenotoxicidad mediante por el ensayo cometa.

La fotogenotoxicidad inducida por TLZ se evalué mediante el ensayo cometa en
condiciones alcalinas, el cual revela roturas de cadena simple (SSB), dobles (DSB)
y sitios alcalinos labiles en el ADN de células individuales?®. Para este propdsito, las
células HaCaT se incubaron con TLZ 85 uM durante 30 minutos y se irradiaron
durante 16 minutos con luz UVA, equivalentes a una dosis de 5 J/cm?. El lisado
resultante se embebié6 en agarosa sobre un portaobjetos y se realiz6 una
electroforesis en condiciones alcalinas, permitiendo asi migrar el ADN dafado y
fragmentado del nucleo. Tras latincién con SYBR® Gold, se analizé la fluorescencia

de los nucleoides y las colas de ADN mediante microscopia de fluorescencia (Aexc =

~ 164 -



Talazoparib

495 nm, Aem = 537 nm), utilizando el filtro de fluoresceina FITC. Finalmente, el
porcentaje de dafio al ADN se calcul6 utilizando la escala de valoracion visual*® de
al menos 100 cometas.

Dado que la muerte celular puede promover en cierta medida la fragmentacion del
ADN mediante la activacion de las ADNasas activadas por caspasas (CADs), se
comprobd la viabilidad celular tras la irradiacion mediante el ensayo de exclusion de
azul de tripan® para evitar falsos positivos. La tasa de viabilidad obtenida fue
superior al 85 %, indicando la idoneidad tanto de la dosis UVA como la

concentracion de TLZ empleadas®? 3.

Para comprobar si las células eran capaces de recuperar ese dafio al ADN, se llevo
a cabo un ensayo de recuperacion, utilizandose 5-OH DCF como control positivo de

recuperacion.
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Luz UVA+
Recuperacion (6 h)

Oscuridad Luz UVA

5.0H DCF CPZ HaCaT

TLZ

Figura 51. Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia (filtro de fluoresceina
FITC) de los experimentos del ensayo cometa de recuperacion. Los queratinocitos (HaCaT)
se incubaron solos (A, B, C), en presencia de CPZ 5 uM (D, E, F), 5-OH DCF 100 pM (G, H,
I) o TLZ 85 puM (J, K, L) en oscuridad (A, D, G, J), tras irradiacion UVA (B, E, H, K) o tras
irradiacion UVA seguida de un periodo de recuperacion celular de 6 h (C, F, I, L).

Los resultados del ensayo de recuperacién se muestran en la Figura 51, donde las
células HaCaT se incubaron solas (A, B, C), en presencia de CPZ (D, E, F), de 5-
OH DCF (G, H, ) o TLZ (J, K, L); A, D, G, J corresponden con las muestras no
irradiadas, mientras que B, E, H, K se obtuvieron tras la irradiacion y C, F, I, L
corresponden a las irradiadas y posterior recuperacion. Por un lado, no se
observaron diferencias entre las muestras no irradiadas (A, D, G, J), lo que indica
gue no se detectd dafio alguno al ADN, mientras que, por otro lado, TLZ en

combinacion con luz UVA (K) si mostro un dafio significativo a las células
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(aproximadamente de 55 %, Figura 52) en comparacion con los controles negativo
(B) y positivo (E). Cabe destacar que, en comparacion con el control positivo de
recuperacion (), no se observé una reduccion en el dafio del ADN nuclear tras 6 h

de recuperacion (L), lo que indico que el dafio al ADN es irreversible.

100
**k*
) T
Q\C’/ 80 T
*kx
% 60+ —
<
(_6 40- *kkx
o
s
0'_i'=.lli|'-..--I T — III T
HaCaT CP 5-OH TLZ

DCF

Figura 52. Ensayo cometa realizado en condiciones alcalinas. Porcentaje de dafio al ADN
por recuento visual de células sin tratar (HaCaT) o tratadas con clorpromazina (CPZ, 5 uM)
5-hidroxidiclofenaco (5-OH DCF, 100 uM) o talazoparib (TLZ, 85 uM) en oscuridad (m), tras
irradiacion UVA (5 J/cm?, o) o tras irradiacion UVA + 6 h de recuperacién (). Los datos
representan la media £ s de tres experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican
las diferencias significativas por el test t-Student (ns: no significativo, *p < 0,05, ***p < 0,001).
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5.4. Conclusiones.

Este capitulo se ha centrado en investigar el perfil de fotoseguridad del inhibidor de
las PARP-1/2 talazoparib. Para ello, se han llevado a cabo irradiaciones en estado
estacionario, estudios fotofisicos y ensayos celulares in vitro. Asi, tras la irradiacion
UVA, se ha visto que TLZ se fotooxida a TLZ-P, un fotoproducto que extiende su
banda de absorcién a la region del visible y que, ademas, cambia de color de
incoloro a rosa. La segunda gran diferencia entre ambos compuestos se pudo
apreciar gracias al estudio de las propiedades fotofisicas, a partir del cual se
caracterizaron los estados excitados singlete y triplete del farmaco, mientras que en
el fotoproducto no se detect6 ni sefial de fluorescencia ni sefial de absorcion
transitoria. Estos hechos quedaron de manifiesto cuando se evalu6 el potencial
fototoxico de ambos compuestos, ya que, a partir de los ensayos de captacion de
rojo neutro, el valor PIF del TLZ fue de 7, mientras que el de TLZ-P fue 1, al irradiar
tanto en la region UVA como en la region del visible. Por tanto, se puede concluir

gue, a diferencia de su fotoproducto, el farmaco si es un compuesto fototédxico.

Esta fototoxicidad quedd patente cuando, por medio de la fluorescencia registrada
de la diclorofluoresceina en queratinocitos expuestos al TLZ tras irradiacién UVA,
se observé la generacion in vitro de especies reactivas de oxigeno, las cuales
podrian ser las responsables del dafio oxidativo fotoinducido hacia las principales
dianas celulares. Ademas, se generd un fotodafio al ADN irreversible, que podria

dar lugar a mutaciones que, en ultima instancia, podria generar fotocarcinogénesis.

Por tanto, los resultados objetivos evidencian que el TLZ es un farmaco
foto(geno)toxico, siendo necesario recomendar pautas de fotoproteccion a los
pacientes en tratamiento con este farmaco para minimizar asi el potencial

fotosensibilizante del farmaco.
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6.1. Introduccidn.

El cancer de ovario epitelial (epitelial ovarian cancer, EOC) es la cuarta causa de
muerte relacionada con el cancer en mujeres. Se estima que alrededor del 70 % de
los casos de EOC avanzados en remisién eventualmente recaeran con
independencia de la respuesta previa al tratamiento, siendo necesario desarrollar
tratamientos dirigidos méas personalizados? 2. En este contexto, los inhibidores de la
enzima poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARPIs) han surgido como potentes farmacos
antineoplasicos debido a su capacidad para inhibir la actividad PARP3. Las PARP
son una familia de enzimas multifuncionales que desempefian un papel esencial en
la reparacion del ADN, ya que catalizan la reparacion de las roturas de cadena
simple (SSB) que se producen con frecuencia en las células, lo que es crucial para
su supervivencia. Sin embargo, una reparacion ineficiente de SSB puede dar lugar
a roturas de cadena doble (DSB), que son alin mas dafiinas para las células y deben
repararse mediante otros mecanismos mas complejos, como la recombinacion
homologa (RH)*®.

La inhibicion de la enzima PARP impide la reparacion de las SSB y crea complejos
de PARP-ADN que evolucionan a DSB. En este punto, las células con mutaciones
BRCA1/2 germinales o sométicas no pueden reparar este tipo de dafio en el ADN
por RH, por lo que su acumulacién sistemética conduce finalmente a la muerte
celular por apoptosis’. En este contexto, se estudié el efecto del niraparib (NRP)
como un potente inhibidor altamente selectivo de PARP-1 y PARP-2 en el
tratamiento del cancer de ovario epitelial recurrente con mutaciones en los genes
BRCAL/2" 8,

Teniendo en cuenta los buenos resultados a nivel clinico, el farmaco NRP fue
aprobado por la FDA en 2017 como tratamiento de mantenimiento en monoterapia
de pacientes adultas con cancer de ovario epitelial avanzado, de trompas de Falopio
o peritoneal primario que estan en respuesta completa o parcial a la quimioterapia

basada en cis-platino®'?, aunque actualmente hay estudios en desarrollo que
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investigan su uso en el tratamiento de otros tumores sélidos, incluidos en cancer de

mama y de prostatat?.

Farmacoldgicamente, tras la administraciéon de una dosis de NRP de entre 200-300
mg una vez al dia, este es absorbido rapidamente, alcanzando su concentracion
plasmatica maxima en 3 horas, cuya biodisponibilidad es, aproximadamente, del 73
%; el 83 % del fArmaco se une a proteinas plasmaticas, principalmente a la albumina
sérica humana. En este contexto, NRP se metaboliza principalmente en el higado
por accion de las carboxilesterasas (CEs) para formar un metabolito inactivo
principal (un acido carboxilico)® 1 13 que posteriormente sufre glucuronacién a
través del metabolismo de fase I1**. Finalmente, NRP se excreta a través de la orina
(metabolitos) y las heces (farmaco inalterado) alcanzando un tiempo de semivida

(t12) de entre 48 a 51 horas®.

A pesar de sus efectos terapéuticos, este farmaco presenta diversos efectos
secundarios, tales como fatiga, nauseas, vomitos, diarrea, anorexia, dolor de
cabeza, alopecia, trastornos de la piel, anemia, neutropenia y trombocitopenia. De
entre sus efectos secundarios menos frecuentes, pero potencialmente graves, se
incluyen sindromes mielodisplasicos, mielosupresion marcada y toxicidad
embriofetal® 1% 15, En relacién con estos efectos adversos, dado que el rucaparib y
el talazoparib, otros inhibidores de la PARP, son compuestos potencialmente
fototdxicos, y que tanto el NRP como su metabolito N-M1 muestran una banda de
absorciébn en la regibn UVA (Figura 53B), es interesante investigar su
fotocomportamiento y sus propiedades fotobiol6gicas a través de estudios in vitro
en células de piel humanas (queratinocitos HaCaT) para recomendar pautas de
fotoproteccién a los pacientes si fuese necesario, minimizando asi el riesgo

fotobiolégico asociado a este farmaco.
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Figura 53. A: Estructuras quimicas del niraparib (NRP, negro) y su metabolito M1 (N-M1,
rojo). B: Espectros de absorciéon de NRP (traza negra) y N-M1 (traza roja) 10 uM en PBS.

6.2. Seccion experimental.

Las condiciones de cultivo celular y las medidas espectrofotométricas se realizaron

de acuerdo a lo expuesto en el capitulo 3.
6.2.1. Fotdlisis en estado estacionario.

La irradiacibn del NRP y N-M1 se llev6 a cabo en el fotorreactor descrito
anteriormente (Lexc = 350 Nm) en disoluciones equimolares (~ 0,1 de absorbancia a
A = 330 nm) en PBS en ausencia y presencia de ASH durante 60 min. El proceso
se monitoriz6 mediante espectroscopia de absorcién y de emision de fluorescencia
a hexc = 330 nm.

6.2.2. Ensayo de fototoxicidad in vitro: captacién de rojo neutro (NRU).

El ensayo de captacién de rojo neutro se realizd de acuerdo al protocolo descrito en
el capitulo 3, donde las células fueron tratadas con ocho concentraciones crecientes
de NRP y N-M1 gue oscilaban entre 0,25 - 500 uM y con los controles positivo (CPZ)
y negativo (SDS).
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6.2.3. Ensayo de citotoxicidad por MTT.

El ensayo de viabilidad celular MTT se realiz6 conforme se describe en el capitulo
3, donde los queratinocitos humanos (HaCaT), las células humanas de cancer de
ovario (A2780) y la variante cisplatino resistente de las células humanas de céncer
de ovario (A2780cis), fueron tratadas con ocho concentraciones crecientes de NRP
y N-M1 que oscilaban entre 0,1 - 250 uM y 0,25 — 500 pM, respectivamente, y con
los controles positivo (CPZ) y negativo (SDS).

6.2.4. Fotooxidacion de proteinas.

La deteccion de la formacion de proteinas carboniladas fotoinducidas se realiz6 de
acuerdo al protocolo descrito en el capitulo 3, donde las disoluciones de ASH se
incubaron con cantidades crecientes de NRP (1, 2 o 5 yM) o de N-M1 (50, 75, 100
MM) y se irradiaron con cantidades crecientes de dosis de irradiacion UVA (5, 10, 15
Jicm?).

6.2.5. Dafio fotosensibilizado al ADN plasmidico.

El ensayo de fotosensibilizacion al plasmido de ADN circular superenrollado
pBR322 se llevé a cabo de acuerdo al procedimiento descrito en el capitulo 3, donde
las muestras de ADN se irradiaron con una dosis de luz UVA de 15 J/icm? en
presencia o ausencia de NRP (10 o 20 yM) o N-M1 (100 o 500 uM).

6.2.6. Ensayo cometa alcalino.

El ensayo cometa se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito en el capitulo 3, donde
las células fueron tratadas con cantidades crecientes de NRP (0, 1, 2, 5 0 10 yM),
N-M1 (0, 100, 150 o 200 yM) o con el control positivo (CPZ, 5 uM) e irradiadas con
una dosis de irradiacion de 5 J/cm?.
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6.2.7. Fotoperoxidacion lipidica.

La deteccion de la fotoperoxidacion lipidica celular se realizé conforme al protocolo
descrito en el capitulo 3, donde las células HaCaT fueron tratadas con NRP (0, 1, 5
0 10 yM) o con N-M1 (0, 75, 250 o 500 pyM) e irradiadas con una dosis UVA de 5

Jicm?2,
6.3 Resultados y discusion.

6.3.1. Estudios fotofisicos.
Absorcion, fluorescencia y fosforescencia.

Los espectros de absorcion UV/Vis del niraparib y su metabolito principal (Figura
53B) mostraron que ambos compuestos son capaces de absorber luz en la regién
UVA (315 — 400 nm) del espectro electromagnético, por tanto, podrian inducir
reacciones de fotosensibilidad tras irradiacion UVA, ya que, tras absorber luz solar,
se pueden generar especies transitorias capaces de reaccionar con las células o
sus biomoléculas, causando un dafio fotosensibilizado.

El estudio de las propiedades fotofisicas se realizé a partir de medidas por
espectroscépica de absorcion y de fluorescencia. Los espectros normalizados de
absorcioén y fluorescencia (hexc = 305 nm) del NRP y N-M1 en PBS se presentan en
la Figura 54, donde la energia del primer estado excitado singlete (Es) obtenido a
partir de la interseccién entre ambos espectros resulté ser de 77,7 kcal/mol y 79,9
kcal/mol, respectivamente. Ademas, los rendimientos cuanticos de fluorescencia del
NRP (¢F) en disolucién y en células fueron 0,87 en PBS y 0,81 en células,
respectivamente, mientras que para N-M1 ambos fueron 0,38, utilizando rucaparib
como estandar'® (Figura 55). Por otro lado, los tiempos de vida a partir de
fluorescencia fueron de 6,6 y 3,1 ns para el farmaco y el metabolito,

respectivamente.

Las energias de triplete (Et) obtenidas a partir del 30 % de la subida de los espectros
de fosforescencia realizados en matriz de etanol a 77 K (Figura 54, trazas azules)
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fueron de 56,0 (NRP) y 55,7 (N-M1) kcal/mol, utilizando benzofenona como
referencial’.

>
=

0,84 0,84

0,64 0,6
044 0,4

024 0,2

Intensidad normalizada (u.a.)
Intensidad normalizada (u.a.)

0,0 T T T T 0,0 T T Y T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700

A (nm) A (nm)

Figura 54. Espectros normalizados del NRP (A) y N-M1 (B): absorcion (traza negra) en PBS
a temperatura ambiente, fluorescencia (Aexc = 315 nm, traza roja) y fosforescencia (Aexc = 300
nm, traza azul) en etanol a 77 K.
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Figura 55. Espectros de emisién de disoluciones isoabsortivas del NRP (traza negra) y su
metabolito N-M1 (traza roja). Comparativa entre los espectros en disolucién PBS (trazo
continuo) y tras su internalizacién en células HaCaT (trazo discontinuo).

Cabe destacar que, a pesar de la gran similitud entre los valores de la energia de
los estados excitados singlete, tanto el rendimiento cuéntico como el tiempo de vida
de fluorescencia de N-M1 disminuyeron significativamente en comparacion con el
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farmaco original, hasta practicamente la mitad. Posteriormente, se realizaron
experimentos de fotdlisis de destello laser con el fin de detectar las especies

transitorias de los compuestos.
Fotolisis de destello laser.

Asi, para detectar especies reactivas generadas tras la excitacion de NRP o N-M1,
se utilizd la técnica de fotdlisis de destello laser. Tras la excitacion de los
compuestos a A = 355 nm en PBS en condiciones anaerdbicas, se obtuvieron los
correspondientes espectros de absorcién transitoria, donde ambos compuestos
presentaron una banda de absorcién principal con un maximo a 470 nm (Figura 56A
y Figura 56B). La cinética de esta sefial fue diferente para NRP y su metabolito, ya
que los datos del farmaco se ajustaron a una funcién de tipo monoexponencial
decreciente (t = 7,5 ps), mientras que para N-ML1 el ajuste fue de tipo biexponencial
decreciente (11 = 19,3 us; 12 = 4,3 ps), (Figura 56C y Figura 56D). Para ambos
compuestos, las sefiales se desactivaron en presencia de oxigeno, con una

constante de desactivacion controlada por la difusion, del orden de 10° M-1s™,
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Figura 56. Fotdlisis de destello laser de NRP 50 uM y de N-M1 250 uM en PBS a A = 355
nm. Espectros de absorcion transitoria en atmésfera inerte a diferentes ventanas de tiempo,
desde 0,5 hasta 15 ys para el NRP (A) y desde 1 hasta 32 ps para el N-M1 (B). Cinéticas de
desactivacion normalizadas monitorizadas a A = 470 nm en nitr6geno (traza negra), aire (traza
roja) y oxigeno (traza azul) de NRP (C) y N-M1 (D).

Para investigar la participacion de especies de tipo aniénico o catiénico, se realizd
un experimento en presencia de metil viologeno (MV?*) como desactivador, un
compuesto ampliamente conocido por su capacidad para reducirse por captacion
de electrones en atmosfera inerte, dando lugar a un catién radical con un tiempo de
vida muy elevado y un espectro caracteristico con dos bandas principales centradas
a 395 y 600 nm*® 1 que ademas le otorgan un color azulado apreciable a simple

vista?,
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Dado que el tiempo de vida del cation radical del MV?* es muy elevado, su formacion
se monitoriz6 inicialmente por espectroscopia de absorcidn estacionaria, irradiando
disoluciones isoabsortivas de A = 0,30 a A = 355 nm (NRP 50 pM y N-M1 250 uM)
en PBS con MV?" 30 mM en un fotorreactor en las condiciones descritas
anteriormente. El proceso se monitorizd siguiendo los cambios en los espectros de

absorcion (Figura 57) a tiempos de irradiacion crecientes.
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0.6 -
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Figura 57. Cambios en los espectros de absorcion de NRP 50 uM (A) y N-M1 250 uM (B) en
presencia de MV?* 30 mM en PBS tras su irradiacion a dexc = 350 nm, desde 0 hasta 30 min.
Figura insertada: disoluciones de NRP (A) y N-M1 (B) con MV?* tras 30 min de irradiacion

(inicialmente eran incoloras).

En ambos casos, se observé la aparicion de dos nuevas bandas centradas a 395 y
600 nm, que, tal y como se ha comentado anteriormente, corresponden a la
formacion del radical cation del MV?*, el cual fue apreciable a simple vista como un
cambio de color de la disolucién de incoloro a azul (Figura 57, figura insertada).
Estos resultados sugieren que, tras irradiar con luz UVA en medio acuoso
tamponado, se ha generado para NRP y N-M1 una especie transitoria aniénica
capaz de reaccionar con el MV?*; por ello, el siguiente paso consistio en caracterizar
esta especie transitoria anionica en ambos compuestos, monitorizando su

desactivacion a A = 470 nm en presencia de cantidades crecientes de MV?* (0,2,

0,5, 1, 2, 5y 10 eq.) mediante fotdlisis de destello laser a dexc = 355 nm.
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Figura 58. Fotolisis de destello laser de NRP 50 uM (A) y de N-M1 250 uM (B) en PBS en
presencia de MV?* (1 eg.) a A = 355 nm. Espectros de absorcion transitoria a diferentes
ventanas de tiempo (desde 0,5 hasta 16 us para el NRP y desde 0,25 hasta 8 s para el N-

M1) en atmdsfera inerte.
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Figura 59. Cinéticas de desactivacion normalizadas de NRP 50 uM (A) y N-M1 250 uM (B)

en PBS a A = 355 nm con cantidades crecientes de MVZ* monitorizadas a A = 470 nm.

Los espectros transitorios obtenidos (Figura 58) evidenciaron, por un lado, la
formacion del cation radical del MV?* (bandas centradas a 395 y 600 nm) y, por otro
lado, la desactivacion de la sefial (tanto de NRP como de N-M1) simultaneamente
a la formacion del cation radical del MV?*, La desactivacion de la sefial a 470 nm
con cantidades crecientes de MV?* (Figura 59) corrobora la presencia de la especie
transitoria anionica mencionada anteriormente, tanto para NRP como para su

metabolito N-M1, siendo esta desactivacion mas rdpida para el metabolito.
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Seguidamente, se ajustaron las cinéticas de desactivacion por adicién de MV?*y las
constantes de desactivacion de este proceso se obtuvieron mediante la ecuaciéon
de Stern-Volmer. Una vez mas, para NRP los datos se ajustaron a una funcién
monoexponencial, mientras que para N-M1 el ajuste fue biexponencial,
obteniéndose valores de 7,9-10%° (NRP) y 1,1-10'2 M1s? (N-M1, tiempo mas largo
obtenido en el ajuste biexponencial), indicando que el proceso de desactivacion esta
gobernado por difusion.

Tabla 10. Ajuste mono y biexponencial de las cinéticas de desactivacion de NRP y N-M1 en
presencia de MV?*,

NRP N-M1
Eq. MV2* T Eqg. MV2* /12

0 eq. 7,5 0 eq. 19,3/5,2
0,2 eq. 6,6 0,2 eq. 8,8/5,1
0,5 eq. 5,85 0,5 eq. 156/4,8
1eq. 4,64 1eq. 0,91/4,5
2 eq. 3,31 2 eq. 0,57/4,1
5eq. 1,75 5eq. 0,21/ 3,87
10 eq. 1,1 10 eq. 0,09/ 3,45

Eq = equivalentes de MV?2* con respecto a la concentracion de NRP y N-M1, seguin

corresponda.

A la vista de los resultados obtenidos recopilados en la Tabla 10, la sefial centrada
a 470 nm en el espectro de absorcién transitoria de NRP se asignd a una especie
con carga negativa, que podria formarse a través de una transferencia de proton
intramolecular, que daria a la formacién de un zwitterion. En el caso de N-M1, el
tiempo mas largo también se atribuy6 a una especie de caracter aniénico, mientras
que el tiempo més corto corresponderia al triplete, ya que no fue desactivado por
MV?* y si por oxigeno. Con el fin de corroborar esta hipétesis, se registraron los
espectros de absorcién transitoria en acetonitrilo, un disolvente polar aprético que

no favorece la transferencia de carga (Figura 60).
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Figura 60. Fotolisis de destello laser de NRP y N-M1 en MeCN. Espectros de absorcion
transitoria a diferentes ventanas de tiempo (desde 0,5 hasta 8 ys) para NRP (A) y N-M1 (B)

en atmosfera inerte.

De modo remarcable, no se observé ninguna sefial de absorcion en el espectro de
NRP, mientras que N-M1 exhibié una banda intensa centrada a 470 nm, con un
tiempo de vida de 3,7 ps, atribuido al estado excitado triplete. Esto estaria de
acuerdo con los resultados obtenidos en PBS, donde no se observaba triplete para
NRP, pero si para su metabolito. Como es de esperar, la especie de naturaleza
anionica no se observé en acetonitrilo, al tratarse de un medo que no estabiliza

estas especies.
Generacién de oxigeno singlete.

Por otra parte, desde un punto de vista fotobioldgico, las especies excitadas triplete
son intermedios clave que pueden inducir dafio a las proteinas®® y a otras
biomoléculas, como el ADN?? a través de varios mecanismos iniciados por
abstraccion de hidrégeno o de transferencia de carga/energia (mecanismo de tipo
1), y/o transferencia de energia de un fotosensibilizador al oxigeno molecular,
generando la formacion de oxigeno singlete (*O2z o *Ag, mecanismo de tipo I1)23. A
continuacion, se investigo la generacion de oxigeno singlete mediante medidas de
luminiscencia de tiempo resuelto a 1270 nm en acetonitrilo tras la excitacion del
NRP y N-M1 con el ldser a 355 nm, utilizando tetrametil-p-benzoquinona (DQ, ¢a =

0,89; ta ~ 65 ps) en acetonitrilo como referencia'’. Como resultado, solamente se
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detecto la generacién de Oz en el metabolito (¢a = 0,44; 1, = 46,9 ps), tal y como se

puede apreciar en la Figura 61, en las condiciones experimentales descritas
anteriormente (véase capitulo 3).

3,5

Emission (u.a.)

t(us)

Figura 61. Experimentos de tiempo resuelto a 1270 nm tras excitacion a 355 nm de
disoluciones aireadas de NRP (traza azul) o N-M1 (traza roja) en MeCN para la deteccién de
10,. Se utilizé tetrametil-p-benzoquinona (DQ, traza negra) como referencia.

Finalmente, las principales propiedades fotofisicas del NRP y N-M1 se recopilan en
la Tabla 11.
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Tabla 11. Principales propiedades fotofisicas del niraparib y su metabolito.

NRP N-M1
Amax absorcisn (NM)® b 305 300
Amax emision (nm) ac 402 393
Es (kcal mol?) 2 77,7 79,9
0F? 0,87 0,38
T (ns)? 6,6 3.1
Amax fosforescencia (NM) de 520, 562, 610 524, 566, 615
Er (kcal mol™) ¢ 56 55,7
Amax absorcion transitoria (NM) fo 470 470
Tespecie aniénica (1S) fg 7,5 19,3
1 (us) -9 - 52
kq (02) (M2s1) F9 1,4x10° 1,5%x10°
Ga " - 0,44
Ta (us) - 46,9

210 uM, PBS, Tamb, aire; P espectroscopia de absorcion; ¢ espectroscopia de fluorescencia; 30 uM (NRP),
35 uM (N-M1), etanol, 77K, air; © espectroscopia de fosforescencia; fespectroscopia de absorcién transitoria;
950 uM (NRP), 250 uM (N-M1), PBS, Tamb, N2; " detectado por luminiscencia a 1270 nm, 150 uM (NRP),
275 uM (N-M1), MeCN, Tamn, aire.

6.3.2. Estudios de fototoxicidad celular in vitro.
Ensayo de captacion de rojo neutro.

Con el fin de evaluar el potencial fototoxico de NRP y N-M1 en combinacion la con
radiacion ultravioleta, se realiz6 una prueba de fototoxicidad in vitro con
gueratinocitos humanos inmortalizados. Para ello, se trataron células HaCaT con
concentraciones crecientes de cada compuesto, utilizando el colorante rojo neutro
como indicador de viabilidad celular y la clorpromazina (CPZ) y el dodecilsulfato
sédico (SDS) como controles positivo y negativo, respectivamente, tanto en
condiciones de oscuridad o tras irradiar con luz UVA (Aexc = 350 nm, dosis de
irradiacién = 5 J/cm?). De esta forma, los valores de ICso se recogen en la (Tabla
12), los cuales fueron determinados a partir de las curvas de dosis-respuesta (Figura
62). Finalmente, se calculd el valor del factor de fotoirritacion (PIF), que corresponde

a la relacién entre los valores de ICso en oscuridad y luz.
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Tabla 12. Valores de ICso (UM) y PIF obtenidos a partir del ensayo de fototoxicidad HaCaT
NRU in vitro de NRP y N-M1 realizado a Aexc = 350 nm.

Compuesto ICso0 (oscuridad) ICs0 luz UVA PIF!
CPz 108 + 40 6+2 16
SDS 181 + 54 198 + 69 1
NRP 46 + 15 1+£0,5 46
N-M1 > 500 76 £ 26 6*

Los datos corresponden con la media + s de cuatro experimentos realizados en triplicado. 'De acuerdo
con las directrices de la OECD 432 (2019), PIF < 2 indica “no fototoxicidad”, 2 < PIF < 5 indica
“fototoxicidad probable” y PIF > 5 indica “fototoxicidad”. *El valor PIF se estim6 tomando como valor de

ICso en oscuridad la concentracion mas alta testada (500 uM).
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Figura 62. Curvas de dosis-respuesta de viabilidad celular de células HaCaT tratadas con
niraparib (NRP, a), su metabolito M1 (N-M1, b), clorpromazina (CPZ, c) y dodecilsulfato
sodico (SDS, d) en presencia (o) o ausencia (m) de luz UVA (5 J/cm?), donde CPZy SDS se
utilizaron como controles positivo y negativo de fototoxicidad, respectivamente. Los datos
representan la media + s de cuatro experimentos independientes realizados por triplicado.
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Los resultados presentados en la Tabla 12 mostraron que el valor PIF del NRP fue
de 46, con un ICso en oscuridad de 46 £ 15 yM y un ICso en luz UVA de 1 + 0,5 pM,
mientras que para el metabolito, su valor PIF se estimé en 6, con un ICso en
oscuridad de > 500 pM (se fijo la concentracién mas alta ensayada dado que no fue
posible obtener un valor de ICso en las condiciones del experimento) y un ICso en
luz UVA de 76 + 26 uM que, de acuerdo con las directrices de la OECD 432 (2019)%4,
ambos compuestos son fototoxicos, presentando un mayor potencial el farmaco

original.

Teniendo en cuenta que hay que llegar a un compromiso entre la eficiencia de un
farmaco y sus efectos adversos, incluida la fototoxicidad, se decidi6 evaluar la
viabilidad celular del NRP, puesto que su ICso obtenida en oscuridad fue baja,
indicando su elevado potencial citotéxico como era esperado. Para este fin, se llevo
a cabo un ensayo MTT en células de cancer de ovario (2780) y su variante cisplatino
resistente (A2780cis). Esto podria revelar si este farmaco con capacidades
fotosensibilizantes podria utilizarse en las terapias fotodindmicas (PDT), ya que
éstas recientemente estan adquiriendo relevancia en la aplicacion a érganos
internos (como el ovario, entre otros)?® gracias al desarrollo de fibras opticas, lo que
permite ofrecer un tratamiento minimamente invasivo que aproveche el oxigeno
intracelular de las células a tratar para generar ROS tras la interaccion del farmaco
administrado previamente con una fuente de luz visible enfocada en un lugar
concreto.

Viabilidad celular por MTT.

Ha sido descrito que el NRP ha sido descrito que internaliza en las células
cancerosas de ovario, como las células A27802¢ Por ello, se realizé un ensayo de
viabilidad celular en células cancerosas de ovario (A2780), su variante cis-resistente
(A2780cis), y queratinocitos humanos (HaCaT) con cantidades crecientes de cada
compuesto en condiciones de oscuridad o luz UVA (Aexc = 350 nm, dosis de
irradiacion = 5 J/cm?), utilizando el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio o
MTT como indicador de viabilidad celular, un compuesto que es reducido por la
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actividad mitocondrial de las células a su forma insoluble formazan, el cual posee
un color plrpura que se puede monitorizar por absorbancia a 540 nm. De esta
forma, a partir de las curvas dosis-respuesta (Figura 63, Figura 64 y Figura 65) se

determinaron los valores de ICso en oscuridad o luz UVA (Tabla 13).
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Figura 63. Curvas de dosis-respuesta de viabilidad celular de células HaCaT tratadas con
niraparib (NRP, a), su metabolito M1 (N-M1, b), clorpromazina (CPZ, c) y dodecilsulfato
sodico (SDS, d) en presencia (o) o ausencia (m) de luz UVA (5 J/cm?), donde CPZ y SDS se
utilizaron como controles de citotoxicidad en presencia o ausencia de irradiacion,
respectivamente. Los datos representan la media + s de cuatro experimentos independientes

realizados por triplicado.
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Figura 64. Curvas de dosis-respuesta de viabilidad celular de células A2780 tratadas con
niraparib (NRP, a), su metabolito M1 (N-M1, b), clorpromazina (CPZ, c) y dodecilsulfato
sodico (SDS, d) en presencia (o) o ausencia (m) de luz UVA (5 J/cm?), donde CPZ y SDS se
utilizaron como controles de citotoxicidad en presencia o ausencia de irradiacion,
respectivamente. Los datos representan la media + s de cuatro experimentos independientes

realizados por triplicado.
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Figura 65. Curvas de dosis-respuesta de viabilidad celular de células A2780cis tratadas con
niraparib (NRP, a), su metabolito M1 (N-M1, b), clorpromazina (CPZ, c) y dodecilsulfato
sodico (SDS, d) en presencia (o) o ausencia (m) de luz UVA (5 J/cm?), donde CPZy SDS se
utilizaron como controles de citotoxicidad en presencia o ausencia de irradiacion,
respectivamente. Los datos representan la media + s de cuatro experimentos independientes

realizados por triplicado.
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Tabla 13. Valores de ICsq obtenidos a partir del ensayo de viabilidad celular MTT.

Linea celular ICs0 CPZ ICs0 SDS ICs0 NRP ICs0 N-M1
(UM) (UM) (M) (M)

36 + 102 303 + 582 41 + 142 >500*

HaCaT
3+0,1° 321 +19°b 1+0,1° 54 +1,3b
32 +11° 198 + 342 58 + 62 > 5002 *

A2780
3+0,2° 245 + 20P 1+0,01° 20 +1,2°
30+6° 334 + 872 89+ 122 > 5002 *

A2780cis

2+0,4° 298 + 10P 2+0,1° 50 + 2,2b

3resultados obtenidos en oscuridad, Presultados obtenidos tras irradiar con una dosis UVA de 5 Jicm?.

*El valor ICso se estimé tomando como valor la concentracion mas alta testada (500 uM).

Interesantemente, como se puede observar en la Tabla 13, los resultados obtenidos
en el ensayo MTT fueron similares a los del ensayo NRU, confirmandose asi el
potencial fototéxico tanto del metabolito como del farmaco original. Ademas, N-M1
no presentd ningun perfil citotdxico en ninguna de las lineas celulares ensayadas,
lo que guardaria relacion con el efecto no farmacol6gico del metabolito previamente
reportado. En consecuencia, el valor de ICsp = 500 uM solo es una estimacion y la
citotoxicidad real podria ser mucho menor, provocando a su vez que tuviese un

potencial fototéxico mayor.

A pesar de las diferencias celulares entre las HaCaT y A2780, no se observaron
diferencias significativas entre los valores de los ICso en las lineas celulares
utilizadas en este experimento, por lo que podria ser interesante utilizar en un futuro
este farmaco en terapias fotodinamicas, aprovechando su capacidad para inducir

dafio oxidativo en las células cancerosas tras su irradiacion.

Como ya se ha visto que tanto NRP como N-M1 son potenciales fototdxicos, los
siguientes experimentos irdn enfocados a detectar el dafio fotooxidativo hacia las

principales dianas celulares: lipidos, proteinas y al ADN.
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6.3.3. Fotooxidacion de lipidos.

Los lipidos constituyen el principal componente de las membranas celulares, que es
la estructura encargada de separar tanto el medio extracelular del intracelular como
de permitir el paso de sustancias a su través. Por ello, es una estructura fundamental
para el buen funcionamiento de las células, y su deterioro conlleva el desarrollo de
procesos patolégicos, entre ellos, la muerte celular. En este contexto, se investigé
la fotoperoxidacion lipidica generada por NRP o N-M1 utilizando la sonda
fluorescente C11-Bodipy®®¥*°1, una sonda molecular ampliamente descrita en la
bibliografia por ser un compuesto capaz de penetrar la membrana plasmatica y ser
extremadamente sensible a la oxidacion por radicales libres generados a partir de
hidroperoxidos?” 28, lo que genera la formacién de productos de oxidacion cuya
emisioén de fluorescencia se desplaza del rojo (Aexc = 535 nm, Aem = 590 Nnm) al verde
(Rexc = 490 nm, Xem = 510 Nnm)?”- 28, Para una mayor informacion, véase el capitulo
3.

Para ello, se sembraron células HaCaT en placas de 24 pocillos, se trataron con
NRP (0, 1, 5 0 10 uM) o con N-M1 (0, 75, 250 o 500 pM) y se irradiaron con una
dosis UVA de 5 J/cm? o0 se mantuvieron en oscuridad como control del experimento.
Posteriormente, las células se tifieron con 10 uM de C11-Bodipy®$¥5°! y finalmente
se registré la fluorescencia de las formas reducida y oxidada del Bodipy mediante

microscopia de fluorescencia (Figura 66).
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Figura 66. Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia de fotoperoxidacion

lipidica en queratinocitos humanos (HaCaT). Las células se incubaron en ausencia (A) o
presencia de NRP 10 uM (B) o N-M1 500 uM (C) y mantenidas en oscuridad o irradiadas con
luz UVA (5 Jicm?). Todas las condiciones se trataron con C11-Bodipy®8¥/%°* 10 uM y se
capturaron las imagenes de fluorescencia tanto de la forma reducida (fluorescencia roja)
como de la forma oxidada (fluorescencia verde). Las imagenes son representativas de dos

experimentos independientes a escala: 100 uM.

Las im4genes mostradas en la Figura 66 revelaron por un lado que no hubo
fotoperoxidacion lipidica en las células no tratadas (A) en ninguno de los casos (ni

en oscuridad, ni tras irradiar con luz UVA), ya que no se registré ninguna sefial
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fluorescente de la forma oxidada (fluorescencia verde). Estos resultados son los que
cabria esperar en este caso, debido al tratarse del control negativo del experimento.

Por otro lado, si se observé un aumento de la intensidad de fluorescencia verde
(producto oxidado del Bodipy) en presencia del farmaco (B) en las condiciones de
irradiacion UVA con respecto a las no irradiadas, lo que indica un cierto grado de
peroxidacion lipidica. Sin embargo, este aumento de fluorescencia no se observo
en presencia del metabolito (C), indicando que, en esas condiciones, no se detectd
esta peroxidacion. Estos resultados evidencian una diferencia entre el farmaco y su
metabolito, ya que mientras el niraparib es capaz de inducir un ligero dafio
fotooxidativo a los lipidos de la membrana celular, su metabolito no, lo que, en
consonancia con los resultados de viabilidad celular, confirma un mayor potencial

fototoxico para el farmaco.
6.3.4. Fotooxidacion de proteinas.

La modificacion oxidativa irreversible que generalmente se produce con mas
frecuencia en las proteinas es la carbonilacion. Ademas, teniendo en cuenta que el
niraparib se une eficientemente a las proteinas plasmaticas y que el metabolito es
capaz de generar 'Oz, se determind mediante el ensayo de derivatizacion de la
DNPH el contenido carbonilico de sistemas NRP/ASH y N-M1/ASH como un posible
biomarcador del dafio oxidativo. De esta forma, se irradiaron disoluciones de PBS
gue contenian ASH (0,075 uM) y NRP (0, 1, 2 0 5 uM) o N-M1 (0, 50, 75 0 100 uM)
con diferentes dosis de luz UVA (0, 5, 10 y 15 J/cm?) y posteriormente se midio el

contenido carbonilico de todas las condiciones.
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Figura 67. Fotooxidacion de proteinas por niraparib y su metabolito M1. El contenido
carbonilico fue determinado mediante el método de derivatizacion de la DNPH. Condiciones:
ASH (0,075 uM), NRP: 1, 2 0 5 pM, N-M1: 50, 75 o 100 uM, dosis de irradiacion (escala de
grises): 0 (o), 5 (), 10 (=) 0 15 (=) Jicm? Los datos representan la media + s de tres
experimentos independientes realizados por triplicado.

Los resultados mostrados revelaron que el contenido de carbonilos de los sistemas
NRP/ASH (Figura 67A) y N-M1/ASH (Figura 67B) aumenté significativamente tras
la irradiacién UVA, hasta practicamente triplicar (para NRP) y septuplicar (para N-
M1) su valor con respecto a la muestra irradiada, lo que evidencia la capacidad del
farmaco para inducir fotooxidacion a las proteinas de las membranas celulares, que
en relacién la generacién de O observada en acetonitrilo, un disolvente que emula
las condiciones lipofilicas de las proteinas, resultando ser mucho mas acusada para
el metabolito.

6.3.5. Evaluacién del dafo fotoinducido al ADN.
Dafio fotosensibilizado al ADN.

El dafio fotosensibilizado al ADN resulta de gran interés, puesto que, de no
repararse correctamente, puede generar mutaciones y, en Ultima instancia,
carcinogénesis. En este contexto, con el objetivo de evaluar la fotogenotoxicidad
por NRP y su metabolito, se realizaron irradiaciones a A = 355 nm de NRP y N-M1

en presencia de ADN circular superenrollado (pBR322) con una dosis UVA de 15
Jicm?,
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Figura 68. Dafio fotosensibilizado al plasmido de ADN. A Electroforesis de gel de agarosa
del plasmido de ADN (pBR322, 250 ng/uL) irradiado (15 J/cm?) solo (-) o tratado con NRP
(10, 20 uM), o N-M1 (500 uM) seguido de una digestidon enzimatica con enzimas de restriccion
Endo Ill, Endo V o FPG para detectar productos de degradacién de bases pirimidinicas,
dimeros de timina ciclobutano y purinas oxidadas, respectivamente. El gel es representativo
de tres experimentos independientes. B Porcentajes de la forma Il del ADN irradiado en
presencia de NRP (izquierda) o N-M1 (derecha) cuantificado mediante densitometria
utilizando el software ImageJ. Los datos representan la media + s de tres experimentos
independientes. Los asteriscos indican las diferencias significativas por el test t-Student (ns:
no significativo, **p < 0,01, ***p < 0,001).

La electroforesis en gel de agarosa revel6 una conversion de la forma | nativa
superenrollada a la forma Il mellada y relajada (Figura 68A), donde la cuantificacién
de la forma Il por densitometria (Figura 68B) mostrd la formacion de roturas de
cadena simple (SSB) en el NRP, evidencidndose asi su potencial fotogenotoxico.
Adicionalmente, con el fin de revelar la naturaleza de los dafios fotoinducidos en las
bases del ADN, se utilizaron diferentes enzimas de reparacion: endonucleasa Il

(Endo Ill) para productos de degradacion de bases pirimidinicas, endonucleasa V
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(Endo V) para dimeros de timina ciclobutanos, y formamidopirimidina (FPG) para
purinas oxidadas. Como se muestra en la Figura 68, tras el tratamiento enzimatico
no se observaron diferencias significativas, indicando que el dafio al ADN generado
no es discriminatorio. Sin embargo, no se apreciaron SSB para el N-M1, donde fue
necesario quintuplicar la concentracion del compuesto para poder apreciarse un
dafio al ADN cuantificable, revelando asi que no presenta fotogenotoxicidad o es

practicamente despreciable.

Una vez analizado el dafio al ADN, el siguiente paso fue evaluar la fotogenotoxicidad

en ADN celular mediante el ensayo cometa en condiciones alcalinas.
Evaluacion de la fotogenotoxicidad mediante el ensayo cometa.

Con el fin de evaluar el fotodafio al ADN celular inducido por NRP y/o N-M1, se
llevaron a cabo experimentos de ensayo cometa en condiciones alcalinas, el cual
permite identificar el dafio combinado de SSB, roturas de cadena dobles (DSB) y
sitios alcalinos labiles en el ADN de células individuales?®. Para este propésito, tras
el tratamiento con NRP (1, 5 pM) o N-M1 (100, 150 uM) y radiaciéon UVA de 5 J/cm?,
las células HaCaT se embebieron en agarosa sobre un portaobjetos para,
posteriormente realizar una electroforesis en condiciones alcalinas, permitiendo
migrar el ADN dafiado y fragmentado fuera del ndcleo. Tras la tincién con SYBR®
Gold, la fluorescencia de los nucleoides y las colas de ADN se examinaron con
microscopia de fluorescencia, utilizando el filtro de fluoresceina FITC y finalmente,
se calculé el porcentaje de dafio al ADN utilizando un sistema de puntuacion visual

de 6 categorias diferentes®, utilizando CPZ como control positivo.

Dado que la muerte celular puede promover en cierta medida la fragmentacién del
ADN mediante la activacion de las ADNasas activadas por caspasas (CADs), se
comprobé la viabilidad celular tras la irradiacion mediante el ensayo de exclusién
del azul de tripan®! para evitar falsos positivos. La tasa de viabilidad obtenida fue
superior al 85 %, indicando la idoneidad tanto de la dosis UVA como de la

concentracion de los compuestos empleadas®? 33,
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Figura 69. Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia (filtro de fluoresceina
FITC) de los experimentos del ensayo cometa. Los queratinocitos (HaCaT) se incubaron
solos (A, E), en presencia de CPZ 5 uM (B, F), NRP 5 uM (C, G) o N-M1 150 uM (D, H) en
oscuridad (A, B, C, D) o tras irradiacion UVA (E, F, G, H).

Los resultados que se muestran en la Figura 69 indican que NRP (G) fue capaz de
generar un dafio moderado en el ADN de las células (alrededor del 40 %,Figura 70),
mientras que el metabolito apenas fue capaz de inducir fotodafio al ADN (H,
alrededor del 20 %, Figura 70). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en
los geles de agarosa del ADN plasmidico (pBR322), donde se evidencio que el N-

M1 no era capaz de generar SSB, mientras que el farmaco original si.
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Figura 70. Ensayo cometa realizado en condiciones alcalinas. Porcentaje de dafio al ADN
por recuento visual de células sin tratar (HaCaT) o tratadas con clorpromazina (CPZ, 5 uM),
niraparib (NRP, 5 uM) o metabolito M1 (N-M1, 150 uyM) en oscuridad (m) o tras irradiacion
UVA (5 J/cm?, o). Los datos representan la media + s de tres experimentos realizados por
triplicado. Los asteriscos indican las diferencias significativas por el test t-Student (ns: no
significativo, **p < 0,01, ***p < 0,001).

6.4. Conclusiones.

En resumen, el estudio de este trabajo se ha focalizado en investigar si el inhibidor
de la PARP niraparib (NRP) es un farmaco capaz de desencadenar reacciones de
fotosensibilidad. Para este fin, se han llevado a cabo tanto estudios fotofisicos como
ensayos celulares in vitro. Ademas, se ha explorado si el principal metabolito M1 (N-

M1) contribuye al fenémeno de la fotosensibilizacion.

El estudio fotofisico realizado para ambos compuestos permitié revelar diferencias
significativas entre los estados excitados singlete y triplete de ambos. El rendimiento
cuantico y el tiempo de vida de fluorescencia fueron superiores para el NRP. Por
otro lado, tanto para NRP como N-M1, estudios realizados por fotdlisis de destello
laser en presencia de MV?*, revelaron la existencia de una especie transitoria
anionica con una banda de absorcion principal a A = 470 nm, cuyo tiempo de vida

fue mayor para el metabolito. Ademas, en N-M1 se observé la contribucion de otra
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especie transitoria en la misma regién del espectro, que se asigné al estado excitado

triplete, que se desactiva por oxigeno.

La generacion de especies transitorias estaria relacionada con el potencial
fototoxico de ambos compuestos, ya que, a partir de los ensayos de captacion de
rojo neutro, el valor PIF del NRP fue 40, mientras que el de N-M1 se estimé en un
valor de 7, al irradiar en la region del UVA, concluyendo que, tanto metabolito como
farmaco de partida son compuestos fototéxicos. Esta fototoxicidad puede atribuirse
al dafo fotosensibilizado hacia las principales biomoléculas celulares (lipidos,
proteinas y ADN), como se evidenci®6 mediante los ensayos de oxidacion
fotosensibilizada de lipidos y de proteinas constituyentes de la membrana celular y
del dafio fotoinducido al ADN.

Estos resultados revelan que, a pesar de la reduccion significativa en el potencial
fototdxico del farmaco gracias a su biotransformacion en un metabolito con una
menor fotorreactividad in vitro, ambos compuestos exhiben fototoxicidad tras la
radiacion UVA. Por tanto, queda patente la necesidad de recomendar pautas de
fotoproteccién a los pacientes tratados con este farmaco, minimizandose asi el
riesgo de sufrir reacciones de fotosensibilidad. Ademas, los ensayos de viabilidad
celular MTT en HaCaT y de células de cancer de ovario (A2780 y A2780cis)
revelaron un perfil citotéxico similar en todas las lineas celulares ensayadas, lo que

podria sugerir contemplar su uso como farmaco en las terapias fotodinamicas.
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La presente tesis doctoral se ha centrado en evaluar el potencial fotoquimico y
fotobioldgico in vitro de los inhibidores de la PARP, farmacos empleados en la
terapia contra el cancer, combinando tanto estudios fotofisicos como fotobiologicos
en biomoléculas modelo y cultivos celulares, concretamente en queratinocitos
humanos inmortalizados (HaCaT). Asi, tras un cribado inicial de los cinco inhibidores
de la PARP que componen la tercera y Ultima generacion (rucaparib, talazoparib,
niraparib, olaparib y veliparib), los dos Ultimos se descartaron por presentar una
absorcion muy baja en la regién UVA vy, por tanto, dificilmente podrian inducir
reacciones de fotosensibilidad. El estudio in vitro de la fototoxicidad celular y la
fotorreactividad se centré en los que si poseian esa capacidad, cuyo estudio se
describe en profundidad en los capitulos cuatro, cinco y seis de esta tesis. De esta

forma, para cada uno de ellos se pueden extraer las siguientes conclusiones:
1. Sobre el rucaparib (RCP):

e ElI RCP es un farmaco fototoxico con un valor de factor de
fotoirritacién (PIF) de 41 obtenido por el ensayo de captacion de
rojo neutro (NRU).

e Tras irradiacion UVA en medio organico, el rucaparib sufre una
desaminacion oxidativa para dar lugar a un aldehido que resulta ser
un fotoproducto estable.

e Mediante la fluorescencia intrinseca del farmaco se ha podido
evidenciar que el RCP una vez internalizado en células sigue una
distribucion perinuclear.

e Tras irradiar el farmaco en células, se generan especies reactivas
de oxigeno detectables por microscopia de fluorescencia, que
podrian desencadenar un dafio por estrés celular.

¢ La foto(geno)toxicidad generada tras la excitacion del farmaco con
luz UVA es debida al dafio causado tanto al ADN celular como a las
proteinas transmembrana, como indican los ensayos cometa y la
derivatizacion de grupos carbonilo con DNPH, respectivamente.

o EIRCP genera un fotodafio significativo irreversible al ADN celular.
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e El mecanismo de muerte celular inducido por rucaparib tras

irradiacion con luz UVA es la apoptosis.
2. Sobre el talazoparib (TLZ):

e EITLZ es un farmaco fototéxico con un valor de PIF de 7, obtenido
por el ensayo de NRU.

e El estado excitado singlete del TLZ tiene un rendimiento cuantico y
tiempo de fluorescencia bajos, con valores de ¢r = 0,12y tr < 1 us
en disolucién acuosa aireada.

e Por espectroscopia de absorcion transitoria se detecta el estado
excitado triplete, que presenta un maximo de absorcién a A = 400
nm en PBS. Su tiempo de vida en atmosfera inerte es de 8,8 pus.

e Tras irradiacion UVA, el talazoparib en medio acuoso sufre una
fotooxidacion, originando un fotoproducto que extiende la banda de
absorcion hacia el visible, hasta 610 nm.

e Elfotoproducto obtenido resulté no ser fluorescente y, ademas, tras
someterlo a fotdlisis de destello laser no se detectaron especies
transitorias, lo que puede relacionarse con la ausencia de
fototoxicidad, tanto en el rango UVA como en el visible.

e En acetonitrilo, un disolvente que emula el entorno lipofilico de las
células, el TLZ es capaz de generar oxigeno singlete detectable a
1270 nm.

e Tras irradiar el farmaco en células, se generan especies reactivas
de oxigeno detectables por microscopia de fluorescencia, que
podrian desencadenar un dafio por estrés celular.

e El dafio fototéxico generado tras la excitacién del farmaco con luz
UVA es debido principalmente a las proteinas transmembrana y al
dafio fotoinducido al ADN, lo que lo convierte ademas en un
farmaco fotogenotoéxico.

e EITLZ genera un dafio fotooxidativo irreversible al ADN celular.
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3. Sobre el niraparib (NRP) y su principal metabolito (N-M1):

e Tanto NRP como N-M1 son fototéxicos, con valores de PIF de 46 y
6, respectivamente. Estos valores obtenidos por el ensayo de NRU
indican que el farmaco original es mas fototoxico que su metabolito
principal.

e El metabolito N-M1 sufre un ligero desplazamiento batocrémico de
la banda principal de absorcién respecto al farmaco de partida,
mientras que su rendimiento cuantico de emision y su tiempo de
vida de fluorescencia se reducen a la mitad. Las energias del primer
estado excitado singlete son practicamente idénticas en ambos
compuestos.

e Tras la irradiacion UVA de los compuestos en medio acuoso, se
observé fotodegradacion, la cual fue mas rapida para el metabolito.

e En ambos compuestos, por fotélisis de destello laser, se detectd
una especie transitoria que se asigné a una especie aniénica (Amax
= 470 nm) en base a su desactivacion con MV?*. El tiempo de vida
de esta especie fue superior para el metabolito respecto al farmaco
de partida. En el caso de N-M1 se observé también la presencia de
una segunda especie transitoria que se asignd a un triplete en base
a su desactivacion por oxigeno. Este triplete tiene un tiempo de vida
inferior al de la especie anibnica.

e En acetonitrilo, N-M1 es capaz de generar oxigeno singlete
detectable a 1270 nm, lo que no sucedi6 para NRP.

e Los ensayos de viabilidad celular MTT en células HaCaT y de
cancer de ovario (A2780 y A2780cis) revelaron un perfil citotoxico
similar en todas las lineas celulares ensayadas, lo que podria
sugerir contemplar su uso como farmaco en las terapias
fotodindmicas. Ademas, no se apreciaron diferencias significativas

en los valores de ICsp tras irradiacion UVA entre las lineas celulares.
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El dafio fototoxico generado tras la excitacion de NRP con luz UVA
es debido principalmente al dafio fotooxidativo al ADN celular, a las
proteinas transmembrana y, en menor medida, a lipidos de
membrana. Por contra, en el metabolito el dafio que se aprecia
fundamentalmente es en las proteinas de membrana.

El dafio fotoinducido al ADN celular generado por NRP y revelado
por electroforesis en gel de agarosa no discriminé de la formacién
de dimeros de timina, de la oxidacion de bases pirimidinicas o de
purinas oxidadas. En el N-M1 este dafio es practicamente
despreciable. Ademas, el ensayo cometa confirmé que el farmaco

es potencialmente fotogenotoxico.

Finalmente, con todo ello se concluye que estos farmacos de la familia de los

inhibidores de la PARP (RCP, TLZ y NRP) son capaces de inducir reacciones de

fotosensibilidad, con valores de factor de fotoirritacion (PIF) de 41, 7 y 46,

respectivamente, siendo el TLZ el farmaco con el menor potencial fototéxico de los

tres ensayados. Esto podria atribuirse a su rapida fotoconversion en un fotoproducto

gue resultd no ser fotorreactivo.
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OPEN Evaluation of phototoxicity
induced by the anticancer drug
rucaparib

Alejandro Mateos-Pujante ©%2, Maria Consuelo Jiménez%? " & Inmaculada Andreu @2

Rucaparib (RCP) is a potent selective inhibitor of both PARP-1 and PARP-2 enzymes thatinduces
synthetic lethality in cancer cells. It is used for the treatment of breast and ovarian tumors

harboring deleterious germline or ic cancer susceptibility genes mutations. Although RCP

has anindole chromophore in its structure, it displays a bathochromic shift of the absorption band
towards the UVA region of sunlight, thus extending the active fraction of solar light able to produce
photosensitivity reactions. In this context, itis highly interesting to study the photo(geno)toxicity
disorders associated with this drug, bearing in mind that, for dermatologists it is crucial to understand
the toxicity mechanism to improve clinical management. In the present work, RCP has shown to

be potentially phototoxic, as observed in the neutral red uptake phototoxicity test. Moreover,

this significant phototoxicity is attributed to both proteins and genomic DNA, as revealed in the
protein photooxidation and comet assays. The results obtained are highly relevant concerning RCP

ph fety and become clinically important in the context of identification of the cutaneous adverse
events thatcan be associated with the targeted therapies. Interestingly, thisis the first example of a
PARP inhibitor able to induce photosensitized damage to biomolecules.

Cancer is one of the most prevalent diseases and the second leading cause of death worldwide. Notably, among
the treatments for this pathology, cancer chemotherapy has been the major pharmacological advance in the last
few decades. However, the drugs used for this purpose have a narrow therapeutic index, and often the response
produced is just palliative. In contrast, the more recently introduced targeted therapy inhibits a specific molecu-
lar goal, usually a protein with a critical role in tumor growth or progression, and therefore it has more limited
nonspecific toxicities.

In this context, Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors have emerged as promising antitumoral
targeted therapies'Z.

The poly(ADP-ribose) polymerases (PARPs) are a large family of multifunctional enzymes that catalyze the
transfer of ADP-ribose to target proteins. They are involved in cellular processes such as modulation of chroma-
tin structure, transcription, replication, recombination, and DNA repair’. The most abundant PARPs, PARP-1
and PARP-2, play an essential role in DNA single-strand break repair (SSB) via the base excision repair (BER)
pathway*. An efficient SSB repair is essential for cell survival. In this sense, PARP inhibition results in the accu-
mulation of unrepaired SSB, leading to collapsed replication forks and DNA double-strand breaks (DSB) that
are toxic to cells, and the homologous recombination repair (HRR) pathway, in which BRCA1 and BRCA2 genes
are key elements, is essential to repair such lesion during cell replication’. Thus, inhibition of PARP enzymes
is a potentially lethal therapeutic strategy, consisting of provoking chromosomal uncertainty, cell-cycle arrest,
and subsequent apoptosis, which seems to be attributable to the persistence of DNA lesions that are normally

paired gous recombination**,

Rucaparib (RCP) is a potent selective inhibitor of both PARP-1 and PARP-2, which induces synthetic lethal-
ity in cancer cells that are not able to repair DNA damage by the HRR pathway. It is especially used, for the
treatment of breast and ovarian tumors harboring deleterious germline or somatic cancer susceptibility genes
(BRCA) mutations” "', Recently, rucaparib has been approved by the Food and Drug Administration (FDA) for
the treatment of patients with deleterious BRCA mutation associated with metastatic castrate-resistant prostate
cancer (mCRPC)'2.

Departamento de Quimica, Universitat Politécnica de Valéncia, Camino de Vera s/n, 46022 Valencia,
Spain. 2Unidad Mixta de Investigacion Universitat Politécnica de Valéncia-Instituto de Investigacion Sanitaria
(I1S), La Fe, Hospital Universitari i Politécnic La Fe, Avenida de Femando Abril Martorell 106, 46026 Valencia,
Spain.” email: mcjimene@qim.upv.es; iandreur@gqim.upv.es
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Figure 1. (a) Chemical structure of rucaparib (RCP). (b) Absorption spectrum of RCP 20 uM in PBS. The
spectrum was drawn using GraphPad Prism v5.03.

Generally, RCP is well tolerated by patients but some adverse events can occur, including fatigue, dizziness,
gastrointestinal disorders, thrombocytopenia, neutropenia, itching and skin sensitivity to sunlight'*, With this
background, the present work aims to investigate photodamage to biochemical targets in living cells, using
a methodology previously developed in our group to study photosensitivity reactions induced by drugs and
metabolites'*-**.

From a photobiological point of view, although RCP has an indole chromophore in its structure, it displays a
bathochromic shift of the absorpnon band towards the region of smhght (UVA) bemg able to mduce photosen
sitivity (Fig. 1). Therefore, it appears necessary to mvesngate the RCP p ty ity
and photogenotoxicity), contributing to a better understandi ofthe itivity p a. These find-
ings will help dermatologists to improve dinical management in oncologic patients.

Methods

General. All solvents were commercially available (HPLC grade) and were used without further purifi-

cation. Rucaparib (RCP, CAS no. 283173-50-2) was Yurchased from Cymit Quimica S.L. (Barcelona, Spain).

Sodium dodecyl sulphate (SDS, CAS no. 151-21-3) chlorpromazine hydrochloride (CPZ, CAS no. 69-09-0) and
5-hydroxydiclofenac (5-OH DCEF, CAS no. 69002-84-2) were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain).
RCP and 5-OH DCF stock solutions were prepared in DMSO as vehicle, while CPZ and SDS were directly
dissolved in ultrapure water (Milli-Q). 6, 12, 24 and 96-well plates were acquired from Labclinics (Barcelona,
Spain). Albumin from human serum lyophilized powder, essentially fatty acid free (HSA, CAS no. 70024-90-
7), 1,4-diabicyclo-[2.2.2]-octane (DABCO), sodium hydroxide, and Tris(hydroxymethyl)aminomethane were
acquired from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Agarose D1 low EEO was acquired from Condalab (Madrid,
Spain). Trichloroacetic acid (TCA) was purchased from Labbox (Barcelona, Spain). EDTA was supplied by Hon-
eywell Fluka (North Carolina, USA) (Valencia, Spain) and 2,4-dinitrophenylhydrazine hydrochloride was pro-
vided by Cymit Quimica S.L. (Barcelona, Spain). 6-carboxy-2',7"-dichlorodihydrofluorescein diacetate, SYBR
Gold DNA and CellMask Orange Plasma stains were supplied by Invitrogen (Madrid, Spain). RedDot Far-red
nuclear stain was acquired from Biotium (California, USA). Apo-one Homogeneous Caspase-3/7 assay kit and
human immortalized keratinocyte cell line were supplied by ThermoFisher Scientific (Madrid, Spain).

For cell culture experiments, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, low glucose, phenol red), Dul-
becco’s Modified Eagle Medium (DMEM, low glucose, no glutamine, no phenol red), fetal bovine serum (FBS)
and penicillin-streptomycin (1x 10° U/mL, 1x 10° pg/mL) were supplied by Invitrogen (Madrid, Spain).
Trypsin-EDTA (0.25-0.02%) and glutamine (100 uM) solutions were provided by Cultek (Madrid, Spain).
Phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4,0.01 M) and neutral red dye were obtained from Sigma-Aldrich. Comet
assay lysis solution and flare slides were purchased from R&D systems (Minneapolis, USA).

Cell culture conditions. Human keratinocytes (HaCaT) were cultured in 75 cm? plastic flasks in DMEM
with phenol red supplemented with 10% FBS, 4 mM L-Glutamine and penicillin-streptomycin (100 U/mL,
100 pg/mL) in a humidified incubator (100% relative humidity) at 37 °C under 5% CO, atmosphere. Splitting
cells were done twice a week with 1:5 and 2:5 ratios.

Absorption and emission spectra measurements Ultraviolet absorption spectra were recorded on a
Jasco V-650 UV /Vis spectroph were performed in PBS at room temperature using 1 cm
quartz cells with 3.5 mL capacny.

Fluorescence in solution and within cells (A, =320 nm) were recorded using a Synergy H1 multi-mode
microplate reader in 96-well black plates.
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Irradiation equipment. Forall in vitro photosensitization assays, an LCZ-4 photoreactor (Luzchem, Can-
ada), fitted with 14 Hitachi lamps for top and sides (A, =350 nm, Gaussian distribution), was used as the UVA
light source. Irradiations were carried out using different transparent plates: 96-well (for phototoxicity and cas-
pase-3/7 activation assays), 24-well (for comet assays), 12-well (for ROS assay) and 6-well (for photooxidation
assays) plates and they were performed through the lid of the plates, attenuating the direct effect of UVB radia-
tion over the cell cultures. Before performing the experiments, the absorption of the plastic lid of the plates was
measured using the microplate reader described above. It was determined that the plastic lid filters all radiation
below 310 nm, which contributes to the mitigation of the effect of UVB radiation over the cell cultures. Moreo-
ver, to avoid overheating, plates were kept on ice inside the photoreactor.

In photogenotoxicity experiments, cell viability of cultures after irradiation was checked by trypan-blue
dyeing to ensure that the results obtained were not false-positive results triggered by DNA fragmentation due
to cell death.

Cellular targeting by confocal microscopy. Human keratinocytes were seeded on glass coverslips in
24-well plates (25,000 cells/well). Next day, cells were incubated in fresh DMEM medium with RCP 20 uM for
60 min, CellMask Orange Plasma membrane stain (dilution 1:10,000) for 30 min and RedDot Far-Red nuclear
stain (dilution 1:200) for 10 min. Then, coverslips were washed three times with PBS and mounted in glass slides
witha solution of Mowiol, containing 2.5% 1,4-diazobicyclo-[2.2.2]-octane (DABCO). Microscopy and imaging
have been done with a Leica SP5 confocal microscope with a sequential mode. The excitation wavelengths for
RCP, membrane stain and nuclear stain were 405, 543 and 662 nm, respectively, and emission wavelengths were
4?0, 567 and 694 nm. Representative images were chosen among two different coverslips from different regions
of each slide.

Invitro phototoxicity assay: neutral red uptake (NRU). Phototoxicity test was performed according
to the OECD guideline 432" using HaCaT cells instead of BALB/c 3T3 fibroblasts cells employed in the standard
procedure, owing to the similarity with human skin cells®.

Briefly, two 96-well plates were seeded for each compound (20,000 cells/well). The following day, culture
media was replaced with the free phenol red DMEM to avoid ultraviolet absorption for itself. Then, cells were
treated with test compounds at eight concentrations, ranging from 2.5 to 500 uM, and incubated for 1 h in dark
conditions. After that, one plate was irradiated at a 5 J/cm* UVA radiation dose under the conditions described
above, whereas the other one was kept in dark conditions. Immediately, all compound solutions were replaced
with DMEM medium and plates were incubated overnight. The next day, neutral red solution (50 pg/mL) was
added to all wells and incubated for 2 h. Cells were washed once with PBS and neutral red absorbed was extracted
from lysosomes in 100 uL with a fresh extraction buffer [Milli-Q water, ethanol and acetic acid 50% (v/v), 49.5%
(v/v), 0.5% (v/v), respectively]. Absorbance results were recorded at 550 nm on a Synergy H1 microplate reader
and, for all compounds, dose-response curves were made by Boltzmann fitting with GraphPad Prism v.5.03.
Thus, it could be determined the concentration of RCP and controls by which the neutral red uptake is reduced
to 50% (ICs) in dark and UVA light conditions. Finally, the photoirritation factor (PIF) values were calculated
using the Eq. (1):

ICsg (Dark)
PIF = i (UVATighD) m
Based on the OECD Guideline,a compound is predicted as ph icif PIF > 5, probably ph ic if PIF>2

and <5 and non-phototoxic if PIF< 2. As positive and negative controls, CPZ and SDS were used, respectively.

In vitro reactive oxygen species (ROS) detection upon UVA irradiation. To investigate oxidative
stress-induced phototoxicity, ROS activation assay was performed using a pro-fluorescent substrate (carboxy-
H,DCF-DA), which is deacetylated (carboxy-H,DCF) by cellular esterases and then, it is subsequently oxidated
by ROS to 6-carboxy-2',7"-dichlorofluorescein (carboxy-DCF), a fluorescent compound unable to run away
from the intracellular matrix.

For this experiment, HaCaT cells were seeded in two 12-well plates (40,000 cells/well). Next day, cells were
incubated in fresh free phenol red DMEM with increasing amounts of RCP (2, 5 and 10 uM) for 1 h in dark
conditions. After that, one of them was irradiated at a 5 J/cm” UVA light dose under the conditions described
above, keeping the other one in dark conditions. Afterward, media was replaced by a solution of 6-carboxy-
2',7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (carboxy-H,DCF-DA, 25 uM) in PBS and incubated for 30 min
(A\ec=495nm, A, =525 nm). Finally, all wells were washed twice in PBS and fluorescence images were acquired
with a Leica DMI 4000B fluorescence microscopy using the Fluorescein FITC filter. Representative images were
chosen among two different wells from different regions of each condition.

Protein carbonyl content test. Detection of carbonylated proteins was carried out following the protein
carbonyl derivatization assay through 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH)*, with minor modifications. Briefly,
solutions of HSA (1 mg) in PBS (200 uL) were prepared in the absence or in the presence of 5 or 10 uM of RCP
and irradiated with a UVA dose of 5, 10 and 15 J/cm?, or in dark conditions. Immediately, 200 pL of DNPH
10 mM was added to the samples, mixed with vortex and kept in darkness at room temperature for 60 min.
Then, 1 mL of TCA (20% v/v) was added to protein samples, incubated on ice for 15 min, vortex mixed and
centrifugated at 13,000 rpm for 5 min. Next, supernatants were discarded and pellets were washed twice with
1 mL of ethanol/ethyl acetate 50:50 (v/v), containing TCA 20%, mixed by vortex and centrifugated again in order
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to remove any free DNPH. Protein pellets were dried in a heater at 60 °C for 15 min to allow complete solvent
evaporation and resuspended in 100 pL of 6 M guanidine hydrochloride. Once protein pellets were completely
dissolved (stayed overnight at 4 °C), absorbance at 375 nm was recorded using the Synergy H1 microplate reader
and carbonyl contents were expressed as nmol of carbonyl per mg protein according to Eq. (2):
(Asample — Aplank) - 100

6.364

where 6.364 is the £ at 375 nm x| (the length of the path light for a 96-well plate).

Carbonyl mntcnt("’""l/mg prolein) = (2)

Assessment of nuclear DNA damage by comet assay. The smgle cell gel electrophoresis assay, also

own as comet assay, was performed following the y described'® with slight modifica-
tions. Cells were trypsinized, resuspended in PBS and placed on 1ce for 2h !o allow HaCaT cells to repair mild
DNA damage induced by trypsin. Then, cells (50,000 cells/well in two 24-well plates) were seeded and treated
with RCP (2, 5, 10, 50 uM) or chlorpromazine (CPZ, 4, 10 uM), which it was used as a positive control. After
30 min of the incubation at 4 °C in darkness, one plate was placed in the photoreactor in order to irradiate the
cells on ice (2 or 5J/cm?), whereas the other one was kept in the absence of light as negative control. Next, 100 uL.
of each cell suspension were mixed carefully with 100 L of 1% low melting point agarose solution and drops
were loaded onto Trevigen treated slides and placed on ice-cold tray to allow its jellification. In parallel, cell via-
bility after irradiation was checked by trypan blue exclusion assay”. Then, the slides were immersed in coupling
jars containing cold lysis buffer (2.5 M NaCl, 0.1 M Na,EDTA, 0.01 M Tris, 1% Triton X-100 in distilled water
and pH 10) and overnight incubated at 4 °C to promote cell lysis. Next day, all slides were placed in a Trevigen
comet assay electrophoresis tank, covered with 1 L of cold alkaline electrophoresis buffer (0.2 M NaOH, 1 mM
EDTA in distilled water reachinga pH=>13). The electrophoresis was run at 21 V (=300 mA) for 30 min at 4 °C.
When the electrophoresis finished, the slides were washed twice with Milli-Q water for 5 min; DNA was fixed by
slide incubation in 70% ethanol for 5 min followed by other 5 min in 100% ethanol and dried in a heater at 37°C
for 2 h. Finally, comet nucleoids and tails were stained by incubating the slides in a SYBR Gold (1:10,000 TE
buffer) bath for 30 min, washed once with Milli-Q water, air dried, and kept in darkness until further visualiza-
tion. Leica DMI 4000B fluorescence microscope was used for nucleoids and tails DNA visualization, and at least
five pictures were taken for each sample. Finally, DNA % in tail as a measure of DNA damage was calculated for
each condition with the analysis of at least 100 DNA comets by visual scoring, utilizing the open-source counter
software Image] v1.52p. Total comet score (TCS) was determined with the classification of six DNA damage
categories™ with the following Eq. (3):

S0 _, class ncomet x n
6

‘The final results were denoted in 1-100 arbitrary units, where class 0 comets show no DNA damage and class
6 comets indicate the maximum DNA damage.

Additionally, to determine if cell culture were able to repair the DNA damage promoted by compounds + UVA
light, 5-OH DCF (100 uM) was used as recovery positive control'®"’. Thus, before the cellular lysis, slides were
embedded with DMEM, freed of supplements, and incubated at 37 °C for 6 h. Then, slides were immersed in the
same lysis buffer for at least 2 h to allow cellular lysis and the same procedure was followed as describe above.

TCS = (3)

Caspase-3/7 activation assay. In brief, two 96-well plates were seeded (20,000 cells/well). Next day, cul-
ture media was replaced with free phenol red DMEM to avoid absorption for itself. Then, cells were treated with
RCP at0.25, 1 or 3 uM and incubated for 1 h in dark conditions. After that, one plate was irradiated at a 5 J/em?
UVA radiation dose, whereas the other one was kept in dark conditions. Immediately, all solutions were replaced
with DMEM medium and plates were incubated overnight. The following day, 100 uL of caspase-3/7 substrate
(bis-N-CBZ-1-aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-aspartic acid amide; Z-DEVD-R110), diluted in Apo-one Homo-
geneous Caspase-3/7 Buffer (R&D Systems) was added to each well and incubated for 4 h. Then, fluorescence
of rhodamine 110 released by caspase activity was monitored using a Synergy H1 microplate reader in 96-well
black plates (A ;. =485 nm, A, = 528 nm).

Data analysis and statistics. Results obtained are exp d as mean+standard devuuon from at least
four independent experiments. Data were analyzed and i hods were developed using GraphPad
Prism version 5.03 for Windows (https://www.graphpad. com). Statistical significance was calculated by the Stu-
dent’s f test, considering only p values lower than 0.05 as significant results (*p<0.05; **p <0.01; ***p <0.001).
Images were analyzed using Image] version 1.52p for Windows (https://imagej.nih.gov/ij/).

Results and discussion

Cellular internalization of RCP.  Firstly, emission spectrum of RCP was recorded in both PBS and cells
to check that its intrinsic fluorescence could be used for confocal microscopy experiments. For this purpose,
HaCaT culture was treated with RCP to ensure both the uptake by cells and fluorescence properties after inter-
nalization. Emission spectra (A =320 nm) of RCP was recorded in PBS solution and after internalization into
HaCaT cells and the fluorescence quantum yield (¢;) was determined in presence and absence of cells (Fig. 2a)
by comparison with anthracene in ethanol as standard*. Hence, RCP showed an intracellular fluorescence with a
maximum emission around 480 nm and ¢ =0.696 + 0.018, which is similar to that observed in aqueous solution
(¢:=0.651£0.021). As expected for the chemical structure of RCP (heterocyclic amide, fluorine and aromatic
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Figure 2. (a) Emission spectra (A, =320 nm) of rucaparib (RCP) after internalization on HaCaT cells (red),
RCP in PBS solution (black) and anthracene (grey) in ethanol. The latter was used as standard. Isoabsorptive
solutions for all conditions were prepared and then, fluorescence was recorded. (b) Intracellular localization

of RCP in HaCaT cells by confocal microscopy. Keratinocytes, seeded on glass coverslips, were incubated with
20 uM solutions of RCP (green) and labelled with CellMask Orange Plasma membrane (red) and RedDot1 Far-
Red nuclear (blue). Colours were chosen arbitrarily. Emission spectra were drawn using GraphPad Prism v5.03.

200

200 : .
. ICso Dark  IC5o UVA  Photoirritant
Compound

o (uM) light (uM)  factor (PIF)
1004 — ' €74 5914 3702 16
SDS 160 +29 155 £41 1
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ICsq (LM)
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Figure 3. Invitro NRU phototoxicity assay of rucaparib (RCP). IC;, values were established from dose-
response curves and PIF values from the ratio of IC;, under dark or light conditions. For positive and negative
controls, chlorpromazine (CPZ) and sodium dodecyl sulphate (SDS) compounds were used, respectively. Data
represent mean + SD of four independent experiments performed in triplicate upon dark (M) or UVA light (O)
conditions. Asterisks indicate significant difterences by Students f test (s non-significant, **p<0.01). Data
were analyzed using GraphPad Prism v5.03. According to the OECD 432 guideline (2019), PIF <2 means “no
phototoxicity”, 2 <PIF<5 means “probable phototoxicity” and PIF > 5 means “phototoxicity”.

ring linked to core indole), its fluorescence spectrum undergoes a substantial redshift in comparison with the
indole moiety that is similar to tryptophan®.

Hence, confocal microscopy was employed in order to analyze the intracellular localization of RCP using
it intrinsic fluorescence properties and CellMask Orange Plasma and RedDot Far-Red to stain membrane and
nucleus, respectively. In this context, 405, 543 and 662 nm were used as excitation wavelengths for RCP, mem-
brane stain and nuclear stain, respectively. As emission wavelengths, 480, 567 and 694 nm were selected for RCP,
membrane stain and nuclear stain, respectively. After 1 h of incubation, an efficient uptake by HaCaT cells was
observed, showing a perinuclear distribution as it was illustrated in Fig. 2b.

Cellular phototoxicity assessment of RCP.  In vitro neutral red uptake, NRU. A phototoxicity test was
performed to evaluate the phototoxic potential of RCP in combination with UV radiation. For this purpose, cell
viability of HaCaT cells treated with increasing concentrations of RCP was measured, using neutral red as a vital
dye, under dark or UVA light conditions. Therefore, the half-maximal inhibitory concentrations (ICs,) were
determined from dose-response curves (Fig. S1). Finally, the photoirritation factor (PIF), which corresponds to
the ratio of the IC,, under dark or light conditions, was calculated using the Eq. (1).

The results obtained are shown in Fig. 3, where RCP was shown to be clearly phototoxic (IC;,
Dark=122+11 pM, IC5, UVA light=3+0.1 pM), with a PIF value of ca. 41, three times higher than chlor-
promazine (CPZ) value, which was used as a positive control. Although RCP was significantly less damaging
than CPZ within dark conditions, both drugs exhibit similar ICs, (3 and 3.7 respectively) after UVA irradiation,
in agreement with the highest RCP PIF value.
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HaCaT

RCP

Dark UVA Light

Figure 4. Representative fluorescence microscopy images (Fluorescein FITC filter) of ROS experiments.
Human keratinocytes (HaCaT) were seeded on 12-well plates and incubated in the presence (10 pM) or absence
of rucaparib (RCP); HaCaT cells were treated with 25 uM of 6-carboxy
diacetate (carboxy-H,DCF-DA). Dark: Non-irradiated cells. UVA Lig
cm?).

7'-dichlodihydrorofluorescein
: cells irradiated with UVA Light (5 ]/

Induced drug phototoxicity can provoke damage to cells, especially to key cellular components including
lipid, protein, and DNA. Bearing in mind that lipid photoperoxidation was not observed using the thiobarbi-
turic acid (TBA) method”**’ (Fig. $2); probably the higher phototoxicity observed could be attributed to both
proteins and genomic DN.

In vitro ROS generation by rucaparib. Taking into consideration that RCP displays toxicity under sunlight
exposure, it seems interesting to explore the possibility of reactive oxygen species (ROS) generation after UVA
radiation, which can be responsible for the oxidation of biological molecules and cell membranes.

To this purpose, cells were staining with carboxy-H,DCF-DA after incubation with different concentrations of
RCP and irradiated with a UVA light dose of 5 J/cm?”. Finally, to analyze ROS activity, the fluorescence of carboxy-
DCF was recorded by means of fluorescence microscopy using a Fluorescein FITC filter. Images displayed on
the left in Fig. 4 illustrate that ROS noticed in dark conditions are negligible in both the absence or presence of
RCP. This fact is as expected since the IC;, for RCP under dark conditions was found to be 122 uM. Moreover,
when cells are irradiated with a UVA dose of 5 J/cm?, the lack of fluorescence signal in non-treated cells indicates
the suitability of the experiment (photograph on the right and up). In contrast, after cells treatment with RCP
(10 uM) followed by irradiation, a broad fluorescence signal was registered, which exhibits the capability of RCP
to induce ROS after UVA radiation (photograph on the right and bottom).

To a deeper investigation, another set of experiments was conducted using 2, 5 and 10 uM as concentrations
of RCP. Results are available in the supporting section (see Fig. $3), where it can be appreciated an increase of
ROS production as the drug concentration increases as well.

Protein photooxidation.  Protein carbonylation represents the most frequent and usually irreversible oxidative
modification affecting proteins. It is known that RCP binds to plasma protein, and therefore it makes sense
to determine protein photooxidation by the measurement of the carbonyl content, as an early biomarker of
oxidative damage, using the 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) derivatization method. In this context, PBS
solutions containing HSA (0.075 uM) and RCP (5 or 10 uM) were irradiated with different UVA light doses (5,
10 and 15 J/cm?) and subsequently carbonyl content was measured. For each RCP concentration, carbonyl con-
centration generated in situ was fitted to a zero-order kinetic: the levels of carbonyl moiety were directly propor-
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Figure 5. Protein photooxidation by rucaparib (RCP) determined by the measurement of the carbonyl content
using the DNPH derivatization method. HSA solutions (0.075 uM) in the absence (grey) or in the presence

of RCP at 5 uM (black) or 10 uM (red) were irradiated at different irradiation times. Linear regressions were
established using GraphPad Prism v5.03.

tional to the amount of UVA dose. The irradiation dose has been calculated by the Eq. (4), where the irradiance
can be established multiplying the reading of a power meter detector by the calibration factor.

Irradiation time(min) - Irradiuntc( %“(-) - 60
1000

(4)

Irradiation dose (Lz) =
cm

Rate constant values (k) for RCP at 5 uM and 10 uM were found to be 0.033 and 0.056 nmol-min/mg protein,
respectively.

Moreover, taking into account that HSA absorption in the UVA region is negligible, both dark and irradiated
conditions contained similar levels of carbonyl moiety; this indicates the suitability of the UVA dose employed
to prevent false-positive results.

As shown in Fig. 5 and Fig. S4, RCP increased significantly the carbonyl concentration in HSA after UVA
irradiation (up to threefold), clearly pointing out the capability of this drug to promote photooxidation in cel-
lular membranes. These results are in agreement with those obtained by the NRU test, in which RCP exhibited
substantial phototoxicity.

Photogenotoxicity of RCP.  Comet assay under alkaline conditions is a well-k technique employed to
reveal single-strand breaks (SSB), double-strand breaks (DSB) and alkali-labile sites on ch ic DNA of
an individual cell”®. Thus, for detecting DNA J)hotodamage in single cells, human keratinocytes were incubated
for 30 min with RCP. Then, they were exposed for 5 min at UVA irradiation (2 J/cm?) and embedded in agarose
on a slide. To avoid misleading results as cell death also promotes DNA fragmentation by activation of caspase-
activated DNases (CADs), cell viability after treatment plus irradiation was routinely assessed by trypan blue
exclusion assay™, giving a viability rate higher than 85%, which indicates the suitability of the UV dose and drug
concentration chosen. Thus, this is in agreement with that reported from the literature, where it is indicated that
the cell viability has to be at least 70-80% to ensure reliable comet assay results®*.

Next, alkaline electrophoresis was carried out to allow the damaged and fragmented DNA to migrate away
from the nucleus. Upon staining with SYBR Gold, the fluorescence of the comet nucleoids and tails were analyzed
by a fluorescence microscope using the Fluorescin FITC filter. Percentage of DNA damage was calculated using
the visual scoring (six DNA damage categories)* of at least 100 DNA comets.

As displayed in Fig. 6 and Fig. S5, comet assay revealed significant damage promoted by RCP in combination
with UVA light (around 60%). To combat DNA damage, cells have developed several DNA-repair pathways;
however, if the repair is defective DNA lesions may lead to mutations. Therefore, to assess whether the HaCaT
cells can repair photoinduced damage to DNA by RCP, an additional set of comet assays were carried out after
irradiation followed by 6 h cell recovery. It is remarkable that after 6 h of time recovery, no substantial reduction
in nuclear DNA damage was noticed, indicating non-reversible DNA damage.

Furthermore, to compare the photosensitized DNA damage generated using lower concentrations of RCP
close to its ICs, (2, 5, and 10 uM), a new set of experiments was carried out using the same UVA dose that the
employed for cell viability NRU assay. Despite the conditions were different, as it can be observed comparing
both experiments (50 uM at 2 J/cm® and 5-10 uM at 5 J/cm?), a good correlation was obtained, determining in
both cases a percentage of DNA damage around 60%. More details are available in the supporting information
(Fig. S6).
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Figure 6. Unexposed HaCaT cells alone or treated with 10 uM of chlorpromazine (CPZ, positive control),

100 puM of 5-hydroxydiclofenac (5-OH DCE recovery positive control) or 50 uM of rucaparib (RCP). Cells were
kept on dark conditions or irradiated with a 2 J/cm? UVA dose. (a) Representative fluorescence microscopy
images of cells treated with RCP or 5-OH DCE. (b) Percentage of DNA damage by visual scoring of untreated
cells (HaCaT) or treated with CPZ, 5-OH DCF or RCP. Data represent meanzSD of four independent
experiments upon dark (M), UVA light (O) or UVA light + 6 h of time recovery () conditions. Asterisks
indicate significant differences by Student’s  test (***p <0.001, **p <0.001, *p<0.05, ns non-significant). Visual
scoring of DNA damage was established using ImageJ v1.52p. The percentage of DNA damage was represented
using GraphPad Prism v5.03.
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Figure 7. Relative fluorescence of rhodamine 110 (A =485 nm, \.,, =528 nm) after caspase-3/7 activation
assay by cells treated with rucaparib (RCP). Cells unexposed (HaCaT) or treated with 0.25, 1 or 3 uM of RCP
were kept on dark conditions (M) or irradiated at a 5 J/cm® UVA dose (O) and subsequently incubated with
Z-DEVD-R110 for 4 h. Data represent mean + SD of two independent experiments performed in triplicate upon
dark or UVA light conditions. Asterisks indicate significant differences by Student’s f test (**p<0.001, *p<0.05).
Data were analyzed using GraphPad Prism v5.03.

Cellular apoptosis induced by RCP. Caspase-3/7 activation assay was performed to investigate the molecular
mechanism of cell death*" induced by RCP in combination with UVA radiation. Thus, apoptosis isa well-known
mechanism of “programmed cell death’, where caspase-3/7 activities are responsible for this event and their
overexpression conducts irreversibly to the cellular death. In this context, the activity of caspase-3/7 was quanti-
fied by a pro-fluorescent substrate (Z-DEVD-R110) that in the presence of caspase enzymes releases a highly
fluorescent compound, rhodamine 110 (R110). Hence, cellular apoptosis was determined indirectly by the
measurement of the R110 fluorescence intensity after its releasement by cells treated with different concentra-
tions of RCP. As shown in Fig. 7, an increase of caspase-3/7 activity was observed after cell treatment with RCP
and subsequently UVA radiation. It is interesting to note that the caspase-3/7 maximal activity is observed at
1 uM of RCP, which corresponds to a concentration lesser than its UVA IC,; (3 uM). However, when this con-
centration is closed to its IC;, the enzyme activity is reduced due to the phototoxicity of the drug that provokes
cell death indeed.
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Conclusion
In summary, the present work has demonstrated that the anticancer drug RCP has the ability to trigger photo-
sensitivity reactions. On one hand, the in vitro NRU cell viability test has proven the high phototoxic potential
of RCP. This phototoxicity can be attributed to photosensitized damage towards main cellular biomolecules
(hplds, protems and DNA) An cordingly hpxd photo peroxidation d by the thiobarbituric acid method
RCP p itized oxidation of HSA is established using the protein carbonylation
method and the photodamage to DNA induced by RCP is revealed using the comet assay. Thus, RCP results to
be both phototoxic and photogenotoxic.

On the other hand, RCP is able to generate reactive oxygen species after UVA radiation, which could lead to
stress-oxidative damage to subsequent cell death. In this context, the apoptosis cell death mechanism induced
by combining RCP and UVA radiation is noted by experiments with caspases.

It is worth noting that the results are highly relevant concerning RCP photosafety and they result clinically
interesting to identify the cutaneous adverse events associated with targeted therapies. Be51des thls is the first
example of a PARP inhibitor able to induce ph itized damageto b lecules. The hodology
can be extended to other PARP inhibitors in order to assess possible photo(geno)toxicity reactions.
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Abstract

Talazoparib (TLZ) is a poly(adenosine diphosphate [ADP]-ribose) polymerase inhibitor
employed for the treatment of breast cancer. This drug displays an absorption band in the
UVA region, and therefore investigation of the possible phototoxic side-effects associated to
its administration results of enormous relevance. In this context, we describe here a
photochemical and photobiological study to ascertain the photosafety profile of TLZ.
Concerning transient species, the singlet and triplet excited states of TLZ were detected by

fluorescence (Amaxem = 440 nm) and laser flash photolysis experiments (Amax as = 400 nm),
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respectively. Remarkably, UVA TLZ irradiation with UV light in aqueous solution resulted
in formation of a stable photooxidated product, TLZ-P, whose absorption band is extended
until the visible region. From in vitro experiments, phototoxicity was revealed for the parent
drug by neutral red uptake (NRU) assays, with a PIF value of ca 7; besides, TLZ induced
formation of reactive oxygen species (ROS) and produced significant damage to both
proteins and DNA. By contrast, the singlet and triplet excited states of TLZ-P were not
detected, and no photodamage was observed in the NRU experiments. Overall, the results
indicate that TLZ induces phototoxicity, whereas its photoproduct exhibits photosafety.

Keywords

Comet assay, Fluorescence microscopy - Protein photooxidation - Photoproduct -
Phototoxicity - Reactive oxygen species.
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1. Introduction

Poly(adenosine diphosphate [ADP]-ribose) polymerases (PARPS) are a family of enzymes
involved in a variety of cellular processes, including DNA repair, transcription regulation,
apoptosis, and necrosis [1-3]. Specifically, PARP1 and PARP2 are members of this family
that play critical roles in the DNA single-strand breaks (SSBs) repair [4, 5]. This function is
inhibited by PARP inhibitors (PARPis), which have demonstrated their ability to decrease
the proliferation of cancer cells, containing mutations in homologous recombination (HR)
DNA repair deficiency, such as BRCA1 or BRCA2 genes [6, 7]. In this context, PARPis
provoke synthetic lethality that consist of the formation and accumulation of double-strand
breaks (DSB) and, thus, cells deficient in BRCAL/2 genes are unable to repair this DNA
damage by HR, causing cellular death [8]. To understand the cytotoxic effects displayed by
anticancer PARPIs, this family of drugs has been investigated using multidimensional
fluorescence microscopy, revealing mechanisms of sensitivity and resistance [9].
Talazoparib ((8S,9R)-5-fluoro-8-(4-fluorophenyl)-9-(1-methyl-1H-1,2,4-triazol-5-yl)-
2,7,8,9-tetrahydro-3H-pyrido[4,3,2 de]phthalazin-3-one, TLZ, inset in Figure 1) is a PARPI
developed by Pfizer and approved in 2018 in USA and 2019 in EU for the treatment of
germline BRCA-mutated, HER2-negative breast cancer [6, 10]. In this context, a randomized
phase 3 trial in patients with advanced breast cancer and a germline BRCA1/2 mutation
revealed a significant benefit in the treatment with TLZ over the standard chemotherapy [11].
Thus, considering patient treated-reported outcomes for TLZ that displayed a tolerable safety
profile, TLZ was incorporated into the routine management of germline BRCA-mutated
locally advanced/metastatic breast cancer [12]. However, according to a proteomic study,
TLZ could not overcome resistance to treat triple-negative breast cancer cells [13]. In
addition, TLZ is also used in patients with various solid tumors [14, 15], in metastatic
castration-resistant prostate cancer (MCRPC) [16] and has been considered a new candidate
for the treatment of glioblastoma, since it produces radiosensitization effects in radioresistant
glioblastoma cancer stem cells combined with high linear energy transfer irradiation [17].
Studies regarding the nanoformulation of this drug noted that the formulation would allow
for a more extended release of the drug delivered intraperitoneal to the disease site, which

could offer a therapeutic advantage over the oral delivery administration [18]. In this context,
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from a pharmacokinetic point of view, metabolism of TLZ was negligible in humans, and
renal excretion is the main route of elimination [14].

Although TLZ has a manageable tolerability profile in patients, it presents side effects,
including fatigue, nausea, vomiting, diarrhea, anorexia, headache, alopecia, skin disorders,
anemia, neutropenia and thrombocytopenia. The uncommon but potentially severe adverse
events include myelodysplastic syndromes, marked myelosuppression and embryo-fetal
toxicity [10]. In connection with adverse reactions, we have previously reported that
rucaparib, another PARPI, induces cellular phototoxicity [19]. With this background, and
taking into account that TLZ displays an absorption band in the UVA region, we decided to
investigate its photobehavior and photobiological properties through in vitro studies in
human skin cells (HaCaT keratinocyte cells) and proteins to advise photoprotection

guidelines to patients if required and, thus, minimize the photosensitizing risk from the drug.

0,30

0,25

0,204

0,154

Absorbance

0,10

250 360 350 400 450
A (nm)

Fig. 1. Absorption spectrum of talazoparib 10 uM in PBS. Inset: chemical structure of

talazoparib.
2. Materials and Methods
2.1. Chemical and Reagents

All chemicals and solvents employed were of the highest purity available from their
commercial house and used without further treatments. Specifically, Talazoparib (TLZ, CAS
1207456-01-6) was purchased from TargetMol.
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For cell culture experiments, human immortalized keratinocyte (HaCaT) cell line was
acquired from ThermoFisher Scientific. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
containing low glucose, L-glutamine, phenol red and penicillin-streptomycin solution (1x10°
U/mL, 1x10° ug/mL) were supplied by Invitrogen. Fetal bovine serum (FBS) and trypsin-
EDTA (0.25-0.02 %) were acquired from Cultek. Human serum albumin fatty acid free
(HSA), phosphate buffer saline (PBS) tablets and neutral red dye solution were purchased
from Sigma-Aldrich.

2.2. Cell culture experiments

Human immortalized keratinocytes were cultured in plastic flasks with a surface area of 75
cm? and grown in DMEM supplemented with 10 % FBS, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin in a humidified incubator at 37 % at 5 % CO.. Splitting cells were routinely
done twice a week with 1:5 and 2:5 ratios and prior to each experiment, the viability of cell

cultures was checked by the trypan blue exclusion assay [20].
2.3. Photophysical measurements

Absorption spectra were registered on a Jasco V-650 UV/Vis spectrophotometer in PBS at
room temperature, using 1 cm quartz cuvettes.

Steady-state fluorescence measurements in PBS solution were recorded on a Jasco FP-8500
spectrofluorometer system equipped with a monochromator in the wavelength range of 200
— 850 nm at room temperature, using 1 cm quartz cuvettes, while a Synergy H1 multi-mode
microplate reader in 96-well black plates was employed when working with cells.
Time-resolved fluorescence lifetimes (PBS, room temperature 1 cm quartz cuvettes) were
measured using an EasyLife X system, which included a sample compartment with an
automated peltier cuvette holder for temperature control (set to 25 °C), a pulsed LED
excitation source and a lifetime detector. The wavelength of the excitation source was A =
310 nm, and a WG370 emission filter was employed.

Phosphorescence spectra were obtained in ethanol using an Edinburg spectrofluorometer FS5
outfitted with a 150 W CW Ozone-free Xenon arc lamp and a SC-70 module with liquid
nitrogen EPR Dewar. The samples were placed in 5 mm quartz tube diameter and cooled at

77 K through liquid nitrogen. The excitation wavelength was A = 300 nm.
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Laser flash photolysis (LFP) measurements were executed with a pulsed Nd YAG L52137 V
LOTIS TII laser at Aexc = 355 nm (Sp Lotis TII, Minsk, Belarus), where the single pulse
duration was approximately 10 ns with an energy of 12 mJ per pulse. The LFP system was
also equipped with a 77 250 Oriel monochromator and a Tektronix DP04054 oscilloscope.
The absorbance of the samples was set to 0.30 at A = 355 nm and solutions were deaerated
by bubbling nitrogen over 15 minutes. Experiments were accomplished in PBS at room
temperature, using 1 cm quartz cuvettes.

The triplet excited state quenching constant by oxygen (kq) was determined employing the
Stern-Volmer equation (1), where T and 1o correspond to the triplet lifetime in the absence or

presence of quencher (Oy), respectively.

1

1
-= a‘i' kq-10.] (1)

2.4. Irradiation equipment

Irradiation experiments were performed in a Luzchem multi-lamp LCZ-4 photoreactor
equipped with six top and eight side Hitachi lamps (Amax = 350 hm, Gaussian distribution,
Luzchem, Canada). Preparative irradiation was performed in a covered beaker under stirring.
The course of the reaction was followed by absorption and fluorescence spectroscopies.

For cellular culture experiments [neutral red uptake (NRU), comet, reactive oxygen species
(ROS)] and protein carbonylation assays, irradiations were conducted in well-transparent
plates to mitigate the effect of UVB radiation during the experiments since the plastic lid
filters all radiation below 310 nm. Moreover, plates were kept on ice to avoid overheating
during the experiment.

The irradiation dose was calculated using Eq. 2, where the irradiance is obtained by
multiplying the powermeter detector reading by the calibration factor.

Irradiation time (min) - Irradiance (Zln—wg) - 60

Irradiation dose (W) = 1000 2

2.5. Steady-state irradiation and photoproduct isolation

Irradiation of TLZ (20 mg) was carried out in PBS (200 mL) at room temperature for 30 min,

under stirring. The crude reaction was then lyophilized, washed with ethyl acetate (100 mL)
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and filtered. The solid was taken and stirred with ethyl acetate-methanol (80:20, 3x20 mL).
After filtration, the liquid phase was evaporated in vacuo, to afford a magenta viscous oil.
Final purification was done by high-performance liquid chromatography (HPLC) using a
reverse phase column (C18 mediterranea™ sea, 25x1 cm), methanol-acetonitrile 50:50 v:v
as mobile phase and a flow of 2 mL/min. The purification process was monitored by UV
detection at 254 nm.

The isolated photoproduct (TLZ-P) was characterized by NMR spectroscopy (Bruker
Advance 400 spectrometer) and high-resolution mass spectrometry [HRMS (ESI-TOF),
QTOF spectrometer coupled with an UPLC BEH C18 column (50 mm x 2.1 mm, 1.7 uM),
ESI source in positive ionization at 1.9 kV].
5-fluoro-8-(4-fluorophenyl)-6-hydroxy-9-(1-methyl-1H-1,2,4-triazol-5-yl)-2,7-dihydro-3H-
pyrido[4,3,2-de]phthalazin-3-one (TLZ-P): *H-NMR (400 MHz, CD3;OD) & 8.09 (s, 1H),
7.70 (d, J = 11.6, 1H), 7.47-7.43 (m, 2H), 7.13-7.09 (m, 2H), 3.64 (s, 3H); *C-NMR (100
MHz, CDs;0OD) 180.3, 178.5, 167.1, 165.6, 163.2, 159.5, 152.4, 151.6, 150,6, 138.8, 136.3,
133.2, 132.5, 119.4, 118.1, 117.9, 116.2, 115.3, 98.1, 36.5, 24.2. HRMS (ESI-TOF): m/z
calculated for C19H13F2NgO2 [MH*] 395.1068, found [MH*] 395.1064. See Fig. S1 in Online
Resource for further details.

2.6. Neutral red uptake (NRU) assay

The phototoxicity test was executed in accordance with the OECD guideline 432 [21] with
minor modifications: the assays were performed employing human immortalized
keratinocytes (HaCaT) rather than BALB/c 3T3 fibroblasts since their similarity with human
skin cells has already been reported [22], and irradiations were performed in free phenol red
DMEM to avoid UV absorption by phenol red. In brief, cells were seeded in two 96-well
plates for each compound at a density of 2 x 10* cells/well. The next day, the culture media
was replaced with free phenol red DMEM and cells were subsequently treated with TLZ or
TLZ-P at eight different concentrations ranging from 2.5 to 500 uM, where SDS and CPZ
were used as negative and positive controls, respectively. After 1 hour of incubation, one
plate was exposed to a 5 J/Jcm? UVA radiation dose under the described conditions, while the
other was kept in the dark. All compound solutions were immediately replaced with DMEM

medium and plates were incubated overnight. The next day, 20 pL of a neutral red solution
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(50 pL/mL) was added to all wells and plates were incubated for 2 h at 37 °C. Then, cells
were washed once with PBS and neutral red was extracted from lysosomes by adding 100
pL of a fresh extraction buffer (50 % Milli-Q water, 49.5 % ethanol, 0.5 % acetic, v:v).
Absorbance values were registered at 550 nm on a Synergy H1 microplate reader and, for
each compound, dose-response curves were plotted by non-linear regression to obtain the
I1Cso values (compound concentration resulting in a 50 % reduction in the neutral red uptake)
in dark and UVA light conditions with GraphPad Prism 5.03 software. Finally, the
photoirritation factor (PIF) values were calculated using the next equation (3).

ICs, (dark)
PIF = —2—~—
ICso (UVA)light

In accordance with the OECD Guideline, a compound is predicted as phototoxic if PIF is

3)

higher than 5, probably phototoxic if PIF lies between 2 and 5, and non-phototoxic if PIF is
lower than 2.

Additionally, given that TLZ-P absorbs light in the visible region, another NRU experiment
was carried out employing 14 LZC-LGR visible light lamps (Amax = 520 nm, Gaussian
distribution, Luzchem, Canada), to check if the photoproduct was able to induce
phototoxicity under these conditions. For this purpose, rose bengal (RB) was used as the

positive control [23] instead of CPZ, whereas SDS was maintained as the negative control.
2.7. Reactive oxygen species (ROS) detection

To evaluate oxidative-stress induced phototoxicity, the quantity of ROS produced by TLZ
after UVA radiation was measured using 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate
(H2DCF-DA), a profluorescent probe that, after penetrating cell membrane, is deacetylated
by intracellular esterases to produce 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein (H.DCF). H,DCF
fluoresces when it is oxidized by ROS to yield 2°,7’-dichlorofluorescein (DCF) [24].

Keratinocytes were seeded into two 12-well plates (4 x 10* cells/well). After 24 h, the culture
media was replaced with free phenol red DMEM containing TLZ (85 or 100 uM) and
incubated for 1 h. Then, one plate was irradiated at a 5 J/Jcm? UVA dose, while the other was
kept in the darkness. Afterward, TLZ was removed by replacing the media with a H,DCF-
DA solution (25 pM) in PBS and incubated for 30 min in dark. Finally, cells were washed

twice with PBS and fluorescence images were retrieved using a Leica DMI 4000B
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fluorescence microscopy (Aexc = 495 nm, Aem = 525 nm) employing the Fluorescein FITC
filter. Representative images were selected from two different wells in different regions of

each condition.
2.8. Photoinduced protein oxidation assay

Detection of protein carbonyl formation photoinduced by TLZ was assessed by means of 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) derivatization assay [25] with slight modifications, using
human serum albumin (HSA) as a protein model. Summarily, HSA solutions (5 mg/mL) in
PBS were prepared, incubated with increasing concentrations of TLZ (65, 75, 85 uM) at
room temperature for 1 h and irradiated with increasing concentrations of a UVA dose (0, 5,
10, 15 J/cm?). Immediately after, samples were treated with DNPH (200 L, 10 mM) and
incubated in darkness at room temperature for 1 h to allow the formation of dinitrophenyl
hydrazone adducts. Proteins were subsequently precipitated by adding trichloroacetic acid
(TCA, 1 mL, 20 % v/v), incubated on ice for 15 min and centrifuged at 13,000 rpm for 5 min.
Then, after discarding the supernatants, pellets were washed twice by adding a solution of
ethanol/ethyl acetate (1 mL, 50:50, v/v), containing 20 % TCA to remove the unbound
DNPH, and dried at 60 °C for 15 min to fully evaporate the solvent. Finally, adducts were
then solved in guanidine hydrochloride (100 uL, 6 M) overnight at 4 °C and absorbance at
375 nm was recorded using the Synergy H1 microplate reader. The degree of HSA oxidation
was expressed as nmol of carbonyl content per mg protein according to the equation (4):

_ (Asample - Ablank) -100

Carbonyl content (anl/mg protein) - 6.364 @

Where the value of 6.364 corresponds to € at 375 nm x [ (the length of the path light for a 96-

well plate).
2.9. Alkaline comet assay

The well-known single-cell electrophoresis assay (comet assay) was carried out as previously
described, [26] with minor modifications. Cells were harvested, resuspended in PBS and
placed on ice for 2 h to allow keratinocytes to repair mild DNA damage induced by trypsin
detachment. Subsequently, cells were seeded in two 24-well plates (5 x 10* cells/well),
treated with TLZ (85 pM) or the positive control (CPZ, 5 uM) and incubated at 4 °C for 30
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min in darkness. Then, one plate was exposed to a 5 J/cm? UVA radiation dose, while the
other was kept in dark conditions as negative control. After mixing 100 pL of each suspension
with 100 pL of 1 % low melting point agarose solution, droplets were poured into Trevigen
treated slides and placed on an ice-cold tray to allow them to gel. The slides were then
submerged inside coupling jars filled with a lysis buffer [19] and finally they were maintained
at 4 °C overnight to permit cell lysis.

The following day, the electrophoresis was set up at = 300 mA (corresponding to 21 V) over
30 min at 4 °C in a Trevigen comet assay electrophoresis tank, loaded with all slides and
coated with 1 L of alkaline electrophoresis buffer cooled [19]. At the end of electrophoresis,
slides were washed twice with distilled water for 5 min. DNA was fixed by two subsequent
incubations in 70 % and 100 % ethanol solutions over 5 min each and dried in a heater at 37
°C for 2 h. Afterward, DNA nucleoids and tails were stained with SYBR Gold [1:10,000
dilution in TE buffer (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA)] for 30 min at 4 °C in darkness,
washed once with Milli-Q water, air-dried and kept in darkness until further visualization.
Finally, DNA nucleoids and tails were visualized using a Leica DMI 4000B fluorescence
microscope (Aexc = 490 nm), picking five pictures per condition. The percentage of DNA
damage in each sample was determined by visual scoring of at least 100 DNA comets,
utilizing the ImageJ 1.52 software and total DNA damage was established with the
classification of six DNA categories [27] according to equation (5).

6 _onclass comet x n
DNA damage (%) = 7 %)

To investigate if cells were able to repair DNA damage generated by TLZ upon UVA
radiation, a set of recovery experiments were performed. Thus, prior to the cellular lysis,
slides were maintained in non-supplemented DMEM medium at 37 °C for 6 h and then lysed
as stated above. For this purpose, 5-hydroxydiclofenac (5-OH DCF, 100 uM) was used as

recovery positive control [28].
2.10. Data analysis and statistics

Results obtained are presented as mean + standard deviation (SD) from at least three
independent experiments. Chemical structures were drawn with the ChemDraw software

(version 18.1). Spectroscopy measurements were plotted using the OriginPro software
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(version 9.0). Regression methods were developed using the GraphPad software (version
5.0). Visual scoring of comet assay experiments was analyzed by the ImageJ software
(version 1.52). RMN experiments were represented and analyzed by the MestReNova
software (version 6.0.2). Statistical significance was assessed by the Student’s t-test,
considering only p values lower than 0.05 as significant result (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p
< 0.001).

3. Results and Discussion
3.1. Irradiation of TLZ in aqueous medium

The UV-Vis absorption spectrum of TLZ (Figure 1) shows that the drug absorbs light in the
UVA region (315-400 nm). Since 95 % of UVA sunlight is not filtered by ozone layer and
reaches the Earth’s surface, investigation of the UVA-induced reactivity of TLZ is a relevant
issue in connection with possible drug-mediated phototoxic side-effects. After sunlight
absorption, photogenerated transient species derived from TLZ could be reactive towards cell
or biomolecules causing damage and/or evolving to photoproducts formation, which
potential phototoxicity also would deserve to be tested.

Before addressing the biological assays, the photoreactivity of the drug was investigated in
aqueous media at the same pH as the biological environment. Thus, a TLZ 20 uM PBS
solution was irradiated in a photoreactor with lamps centered at A = 350 nm. The process was
monitored by following the changes in the absorption (Fig. 2a) and fluorescence spectra (Fig.
2b) at increasing irradiation times.

In the absorption measurements, the TLZ spectrum before irradiation (black trace) exhibited
two maxima at A = 310 and A = 350 nm that disappeared after 40 min of irradiation,
concomitant with the appearance of a new band with maxima at A = 540 nm, extended until
610 nm (red trace). This feature was detectable at naked eye (Fig. 2a inset), as a change from
non-colored (non-irradiated solution) to pink (after 40 min irradiation) suggesting
transformation of TLZ in new photoproduct(s). Substantial changes were also observed in
the fluorescence spectra, where the initial band of TLZ, centered at A = 440 nm, decreased
with increasing irradiation times (gray traces), until became almost negligible after 40 min

irradiation time (red trace).
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Fig. 2. Changes in the TLZ spectra (20 uM in PBS) after irradiation at Aexc = 350 nm, from
0 min (black) to 40 min (red). a: Absorption spectra. b: Fluorescence spectra (Aexc = 305 nm).
Inset: TLZ/PBS solution after 0 min (left) and 40 min (right) irradiation.

To isolate and characterize the possible photoproduct(s), a preparative irradiation was
performed: thus, 20 mg of TLZ were suspended in 200 mL of PBS and irradiated for 30 min
in a photoreactor at Amax = 350 nm, under stirring. After liquid-liquid extraction with ethyl
acetate-methanol (80:20) and evaporation of the solvent (see Materials and Methods section
for further details), the resulting crude was purified by HPLC (1:1 MeOH/MeCN as eluent),
affording only one photoproduct (TLZ-P). The HRMS spectrum obtained by EI gave a MH*
peak at 395.1064 uma, corresponding to M = C19H12F2NsO-. This 14 uma increment respect
to parent TLZ (MH* = 381.1191, M = C19H14F2N¢O), matches with loss of 2 hydrogens and

addition of 1 oxygen.
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To ascertain TLZ-P structure, *H-NMR experiments in CD;OD were performed. Thus, a
comparison between TLZ-P and TLZ spectra (Figs. S1a and S2, respectively) showed the
following key features: i) the signals corresponding to Ha. and Hp at 8 = 4.90 ppm and & =
5.02 ppm in TLZ are not present in the TLZ-P spectra, which is consistent with the formation
of a double bond between C, and Cy; ii) the two doublet of doublets of Hc and Hq in TLZ (8
=6.95and 6 = 7.25 ppm) disappear in TLZ-P spectrum; instead, only one doublet at 5 =7.70
ppm is observed. This is in agreement with the presence of a hydroxyl at C or Cy. From the
couplings observed in bidimensional HSQC and HMBC experiments (Figure S1d and Sle),
the proposed chemical structure of TLZ-P is that shown in Chart 1.

Chart 1. Chemical structure of talazoparib photoproduct, TLZ-P.

Bearing in mind that TLZ-P is a stable TLZ photoderivative that extends the absorption band
to the visible region (see Fig. S3, for a comparison between TLZ and TLZ-P absorption
spectra), an investigation of TLZ-P potential involvement in phototoxic issues is necessary
in the context of photodamage produced by the parent drug.

3.2. Photophysical measurements

Normalized absorption and fluorescence spectra (Aexc = 305 nm) of TLZ in PBS are presented
in Fig. S4. The energy of the first singlet excited state (Es), obtained from the intersection
between both spectra, was found to be 74 kcal mol™. The TLZ fluorescence quantum yield
(o), was 0.12 in PBS and 0.10 in cells culture [29].

The normalized TLZ phosphorescence spectrum, performed at 77K in ethanol matrix,
consisted in a band with Amax = 512 nm (Fig. S4). From the 30% of the rise of the band, the

first triplet excited state energy (Et) was determined as 61.2 kcal mol™*[30]. The transient
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absorption spectrum of TLZ (55 uM in PBS, Aexc = 355 nm, N) was obtained by laser flash
photolysis. The band, with maximum at A = 400 nm (Fig. 3) was ascribed to the triplet excited
state, based on the observed quenching by oxygen, characteristic of these species (Fig. 3
inset). The triplet lifetime (tr) value in N, atmosphere was tr= 8.8 us. Experiments

performed under oxygen, air and N allowed to obtain the oxygen quenching constant, krq
(02) = 3.6x10° M s,

Normalized AA

0,0

3%0 ‘ 4[lJO I 450 ' 5(l)[l ' 550 I 660 ‘ 6%0 760
A (nm)

Fig. 3. Laser flash photolysis of a 55 pM TLZ solution in PBS at A = 355 nm. Transient
absorption spectra at different time windows, under N, atmosphere: 0.5 us (black), 2 us (dark
cyan), 8 us (grey) and 12 ps (fine grey). Inset: Decays monitored at & = 400 nm under
nitrogen (black), air (red) and oxygen (blue) atmospheres.

The main photophysical properties of TLZ are summarized in Table 1. Unlike the parent
drug, TLZ-P did not exhibit any fluorescence (Fig. S5) and no signals were detected in the
LFP experiments. This suggests that the photoproduct could exhibit a photosafety profile. To

investigate this hypothesis, in vitro neutral red uptake assay was also performed with the

photoproduct.
Table 1. Main photophysical properties of TLZ.

7\.max abs (nm)a 250, 320, 350
Amax em (nm)b 440

Es (kcal mol?) 74.0

OF° 0.12

¢ (ns)P <1ns
Amaxem (NM)° 512
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Er (kcal mol?)© 61.2
}\amax abs (nm)d 400
1 (us)¢ 8.8
krq (O2) (Mis)de 3.6x10°

2absorption spectroscopy, 20 uM, PBS, rt, air; ®fluorescence spectroscopy, Aex = 305 nm, 20
1M, PBS, rt, air; “phosphorescence spectroscopy, Aex = 300 nm, 50 uM, ethanol, 77K, air; ; ¢

transient absorption spectroscopy, Aexc = 355 nm, 55 uM, PBS, rt, N,; €using Eq. 1.
3.3. In vitro phototoxicity assessments
3.3.1. Neutral red uptake (NRU) assay

First, the TLZ and TLZ-P photoirritant factor (P1F) values were calculated from cell viability
assays (through neutral red stain) of human keratinocytes (HaCaT) cells treated with
increasing amounts of drug or photoproduct, under dark or UVA light conditions (A = 350,
light dose = 5 J/cm?). The PIF values of well-known positive (chlorpromazine, CPZ) and
negative (sodium dodecyl sulfate, SDS) controls were also determined under the same
conditions, to ensure the reliability of the results. According to the OECD 432 guideline
(2019), a PIF lower than 2 means “no-phototoxicity”, a PIF between 2 and 5 indicates
“probable phototoxicity” and PIF higher to 5 is associated to “phototoxicity”. See Materials
and methods section for further experimental details.

From the corresponding dose-response curves (Fig. S6) for TLZ and TLZ-P at Aexc = 350 nm,
their ICso values were determined. Results obtained for CPZ and SDS are presented in the
same Fig. S6. The TLZ PIF value was found to be 7, with 1Cs dark > 500 uM and 1Cso UVA
light = 76 £ 14 uM. According to the above-mentioned OECD 432 guideline (2019) [21], the
drug can be considered responsible to induce phototoxicity. However, for TLZ-P, both 1Cs
dark and 1Cso UVA light resulted to be higher than 500 uM, with a PIF value of c.a. 1. Since
TLZ-P absorbs also light from the visible region (until 600 nm, see Fig. S3), its NRU assay
was also performed at Aexc = 520 nm, using RB as positive control instead of CPZ that does
not absorb at this wavelength. From the corresponding dose-response curves (Fig. S7) a PIF

value of 1 was again obtained, indicating no phototoxicity.
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Table 2. TLZ and TLZ-P in vitro HaCaT NRU phototoxicity assay.

Compound | 1Cso (dark) | 1Cso (light) | PIF
CpPz 94+ 30 4412 24°
SDS 168 + 46 192 £53* | 1°
TLZ > 500 76 £ 142 7°

TLZ-P > 500 > 5007 1¢
RB 8+3 04+0.1° | 20
SDS 150 + 65 138 +50° | 1

TLZ-P > 500 > 500P 1

Data correspond to the mean + SD from four experiments performed in triplicate. *Aexc = 350
nm; ®hexc = 520 Nm; CIn agreement with the OECD 432 guideline [21], PIF lower than 2
means “no phototoxicity”, PIF between 2-5 means “probably phototoxicity” and PIF higher

than 5 means “phototoxicity”.

These results indicates that, although the parent drug is phototoxic under UVA radiation, its
phototransformation leads to a derivative non-reactive towards UVA light. Moreover, from
the experiments at A, = 520 nm, it can be concluded that TLZ-P is not phototoxic either in the
visible range. Hence, from now on, in vitro experiments were performed only for TLZ.

Since reactive oxygen species (ROS) formation is frequently at the origin of biomolecules
and/or cell-membranes oxidation, next step was investigation of the possible TLZ-induced

ROS generation under UVA irradiation.
3.3.2. Reactive oxygen species generation

For this purpose, HaCaT cells were seeded on 12-well plates and incubated in the presence
of TLZ different concentrations (0, 85 and 100 uM), either in the dark or under UVA
irradiation (light dose = 5 J/cm?). Then, cells staining was performed using 25 uM 2°,7°-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCF-DA) and the emission of DCF was recorded
by fluorescence microscopy, using a Fluorescein FITC filter. In Fig. 4, images A and B

correspond to non-irradiated samples and images C and D are obtained after irradiation.
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Dark UVA Light

HaCaT cells

TLZ

Fig. 4. ROS experiments for TLZ (100 uM): Representative photographs by fluorescence
microscopy, using Fluorescein FITC as a filter. Human keratinocytes (HaCaT) cells were
incubated in the absence (A, C) or presence (B, D) of TLZ, maintained in the dark (A, B) or
irradiated (C, D) with UVA light (5 J/cm?). All samples were treated with 25 uM 2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,.DCF-DA).

In the presence of TLZ (B) the fluorescence was almost negligible and similar to that recorded
in the absence of drug (A), indicating no ROS formation. This is in agreement with the TLZ
ICso value obtained in the dark (> 500 uM.). By contrast, irradiated cells/TLZ mixtures
exhibited fluorescence (D), pointing the ability of TLZ to generate ROS upon UVA radiation.
The effect was dependent on drug concentration. As expected, the control experiment
consisting in irradiation of cells in the absence of drug (C) did not gave any positive result.
More details are available in Fig. S8.

Next experiments were devoted to ascertain whether the TLZ observed phototoxicity could

be attributed to proteins and/or genomic DNA.
3.3.3. Protein photooxidation evaluation

Given that TLZ binds efficiently to plasma proteins and that the most frequent (usually
irreversible) oxidative modification to proteins is produced by carbonylation, the carbonyl

content for TLZ/human serum albumin (HSA) systems was determined, as possible early
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biomarker of oxidative damage. Thus, PBS solutions containing HSA (0.075 uM) and TLZ
(65, 75 or 85 uM in PBS) were irradiated with different UVA light doses (0, 5, 10 and 15

Jiem?) and the carbonyl content measured using the 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH)
derivatization method.

Fig. 5 shows that the carbonyl content of TLZ/HSA systems increased significantly after UVA
irradiation, which clearly evidences that TLZ induces photooxidation of cellular membranes.
These results are in agreement with those initially obtained upon the NRU test. Another set

of experiments with higher TLZ concentration (80, 120, 160 uM) is available in the Fig. S9.

Carbonyl content
(nmol/mg protein)
E-Y
1

0008 culid oLl

65 .M 75 uM 85 uM

Fig. 5. Protein photooxidation by TLZ. The carbonyl content was determined using the
DNPH derivatization method. Conditions: HSA: 0.075 puM; TLZ: 65, 75 or 85 uM,

irradiation doses (green scale): 0 (o), 5 (), 10 (=) or 15 (m) J/cm?. Data represent mean +

SD of three independent experiments performed in triplicate.

3.3.4. Photogenotoxicity by comet assay

To investigate the possibility of single-strand breaks (SSB), double-strand breaks (DSB) and
alkali-labile sites formation on DNA of an individual cell [31], the comet assay under alkaline
conditions was employed. To this end, HaCaT cells were incubated with TLZ 85 uM for 30
min and irradiated with UVA light for 16 min (5 J/cm?). The resulting photolysate was
embedded in agarose on a slide and alkaline electrophoresis was performed. This allowed
migrating damaged and fragmented DNA away from the nucleus. After staining with SYBR
Gold, the fluorescence of the comet nucleoids and tails was analyzed by fluorescence
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microscopy, using the Fluorescein FITC filter. The DNA damage obtained was calculated by
means of visual scoring of at least 100 DNA comets. Since cell death can promote in some
extent DNA fragmentation by activation of caspase activated DNases (CADs), cell viability
was also assessed by trypan blue exclusion assay [20], in order to avoid misleading results.
Thus, viability rate was higher than 85 %, indicating the suitability of both UVA dose and
drug concentration employed [32, 33]. A set of experiments was also performed using HaCaT
cells in the absence of TLZ (negative control) or in the presence of 5-OH DCF 100 uM
(recovery positive control).

Comet results are shown in Fig. 6 and Fig. S10. They were performed on HaCaT cell alone
(A, D, G), in the presence of 5-OH DCF (B, E, H) or TLZ (C, F, I); A, B, C correspond to
non-irradiated samples, while D, E and F are obtained after irradiation and G, H, I are after
irradiation and cell recovery. No differences were observed among the non-irradiated
samples (A, B, C) indicating no damage, while TLZ in combination with UVA light (F)
promotes significant damage to cells (c.a. 55%, Fig. S11), as seen when comparing with the
negative (D) and positive (E) controls. It is noteworthy that, in comparison with the recovery
positive control (H), no substantial reduction in nuclear DNA damage was noticed after 6 h

of time recovery (1), indicating irreversible DNA damage.

UVA light +
Time recovery (6h)

Dark UVA light

HaCaT cells

5-OHDCF

TLZ

Fig. 6. Representative fluorescence microscopy images (fluorescein FITC filter) of comet
assay experiments. Human keratinocytes (HaCaT) cells were incubated alone (A, D, G), in
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the presence of 5-OH DCF (B, E, H) and TLZ (C, F, ) in the dark (A, B, C), upon UVA
irradiation (D, E, F) or upon UVA irradiation followed by 6 h recovery (G, H, I).

4. Conclusions

Steady-state irradiations, photophysical experiments, and in vitro cellular and protein
assays have been performed on the anticancer drug talazoparib (TLZ) to reveal if it is a
photosafety drug. After UVA irradiation, TLZ photooxidizes to TLZ-P, a photoproduct that
extends its absorption band to the visible region. The TLZ singlet and triplet excited states
have been detected, while such transient species have not been observed for the
photoproduct. This could be related with a higher phototoxicity of the parent drug than the
photoproduct. In fact, from neutral red uptake assays the TLZ PIF value was 7 at Aexc = 350
nm, indicating phototoxicity, whereas PIF = 1 for TLZ-P when irradiating both at UVA and
visible light. Besides, reactive oxygen species generation for TLZ/keratinocytes/UVA
combination has been evidenced by recording the fluorescence of 2,7’ -dichlorofluorescein,
and photooxidation of protein cellular membranes has been the demonstrated by
measuring the increase of carbonyl content of TLZ/HSA systems after UVA irradiation.
Finally, irreversible DNA damage was found in the comet assays, indicating that TLZ could
be also considered as photogenotoxic drug. The overall results indicates unambiguously
that TLZ exhibits phototoxicity after UVA irradiation, which is relevant to advise
photoprotection guidelines to patients if required and, thus, minimize the photosensitizing
risk from the drug. In this connection, the findings obtained are highly relevant concerning
TLZ photosafety, and it is clinically relevant to identify the cutaneous adverse reactions
associated with targeted therapies. These findings will help dermatologists to improve

clinical management in oncologic patients.
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