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QUINICA DELA FOTOSENSIBILIZACION
POR FARMACO

1. INTRODUCCION.

Los farmacos que actualmente uti-
lizamos han sido disefiados para el
tratamiento de las enfermedades y
son, en general, seguros y eficaces;
sin embargo, con bastante frecuen-
cia también dan lugar a la aparicién
de determinados efectos secunda-
rios, que conviene tener en cuenta
para poderlos evitar o reducir en lo
posible. En todo caso, lo que impor-
ta es elegir la mejor alternativa
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(ver Figura 1). También se han
descrito efectos similares en las
fluoroquinolonas antibacterianas.
Otras familias de farmacos fotosen-
sibilizantes son las tetraciclinas, los
fibratos, las benzodiazepinas, las
fenotiazinas, las sulfamidas, etc.3

UNA  APROXIMACION
MECANISTICA

Cuando un farmaco absorbe luz

entre varios farmacos disponibles

para el mismo tratamiento y llegar a una dosificacion y
a unas condiciones de uso que minimicen los efectos
no deseados, optimizando la relacién beneficio / riesgo.

Entre los efectos secundarios asociados al uso de far-
macos, los procesos de fotosensibilizacion se estan
describiendo de forma cada vez mas frecuente.
Consisten en la aparicion de diferentes tipos de
lesiones cutédneas (quemaduras solares exageradas,
ampollas, erupciones, eczemas, etc) en pacientes trata-
dos que se han expuesto a la luz solar. Tipicamente, ni
el farmaco ni la exposicion solar por separado, a las
mismas dosis, son capaces de producir estas re-
acciones cutaneas adversas.!2

La accién fotosensibilizante de los farmacos puede
desencadenar efectos no inmediatos, debidos a la mo-
dificacion quimica de biomoléculas como las proteinas
o los acidos nucleicos. Por ejemplo, la union fotoquimi-
ca covalente a proteinas esta en el origen de los fené-
menos de fotoalergia, mientras que el dano fotosensibi-
lizado al ADN (oxidacién, formacion de dimeros de ti-
mina, etc.) puede conducir a la aparicién de tumores.
Existen muchos casos documentados de fotoalergia
mediada por farmacos; sin embargo, todavia no se ha
demostrado en ningun caso la fotocarcinogenicidad de
farmacos en humanos (aunque si en modelos ani-
males). Por su gravedad, esta posibilidad es la que
actualmente resulta mas preocupante.

Todavia no se han establecido relaciones estructura /
actividad que permitan predecir la aparicidon de este tipo
de efectos secundarios. Sin embargo, entre los farma-
cos mas fotoactivos estan los antiinflamatorios no
esteroideos, en especial los &cidos 2-arilpropidnicos

solar se promueve a un estado exci-
tado singlete. Tras cruce intersis-
temas se puede alcanzar también un estado excitado
triplete. Las reacciones quimicas unimoleculares, para
dar fotoproductos estables (de fragmentacion, isome-
rizacion, ciclacion, etc.), pueden ocurrir desde
cualquiera de los dos estados, mientras que las bimo-
leculares suelen ser reacciones de triplete, ya que la
difusion requiere mayores tiempos de vida. En muchos
casos estan implicadas especies de existencia transito-
ria (p. ej., radicales) como intermedios reactivos. El
oxigeno atmosférico puede interaccionar con los
tripletes o con diferentes intermedios, generando
oxigeno singlete y otras especies activas del oxigeno.
Tanto los estados excitados como los fotoproductos
estables, los intermedios reactivos o las especies acti-
vas de oxigeno pueden ser mediadores del dafio a bio-
moléculas (lipidos, proteinas o acidos nucleicos), par-
ticipando en la etapa clave de los procesos de fotosen-

sibilizacion.
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Figura 1. Estructuras de algunos acidos 2-arilpropionicos
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Por tanto, es de gran relevancia aclarar la naturaleza de
los cromoforos responsables, la multiplicidad de los
estados excitados implicados, la estructura de los inter-
medios reactivos, las reacciones fotoquimicas que
tienen lugar y las interacciones mas importantes en las
que estan implicadas las biomoléculas diana.

Sobre esta base, una aproximacion mecanistica a la
fotosensibilizacion por farmacos debe constar ideal-
mente de las siguientes etapas:

a) Estudios fotoquimicos: fotoestabilidad, aislamiento e
identificacion de fotoproductos, racionalizacién
mecanistica.

b) Estudios fotofisicos: espectros de absorcion y
emision (fluorescencia), fotdlisis de destello laser
(observacion directa de tripletes, radicales, etc.), detec-
cién y cuantificacion de oxigeno singlete.

c) Estudio de las interacciones farmaco-biomolécula:
propiedades fotofisicas en las sitios de union, modifica-
ciones fotosensibilizadas (dafo oxidativo, formacién de
aductos covalentes).

3. FOTOQUIMICA DE FARMACOS

Como se ha dicho en la introduccion, los acidos 2-aril-
propionicos antiinflamatorios son un grupo modelo para
estudiar la fotosensibilizacion por farmacos. Por ello, a
partir de ahora tomaremos este grupo como ejemplo
para ilustrar la metodologia a seguir.

En general, los acidos 2-arilpropidnicos sufren descar-
boxilacién al ser irradiados. Un caso concreto (el del
acido tiaprofénico, TPA) puede verse en la Figura 2A.
En atmdsfera inerte, el unico producto que se forma es
el derivado con cadena lateral tipo etilo (DTPA). En
presencia de oxigeno también se forman en pequefia
proporcién una cetona y un alcohol. El rendimiento
cuantico de fotodescarboxilacién es mucho mayor en
medio acuoso tamponado que en disolventes organi-
cos; ello se debe a que el i6n carboxilato reacciona de
manera mas eficiente que el acido carboxilico libre. El
hecho de que el fotoproducto DPTA incorpore deuterio
(y no hidrégeno) al irradiar el carboxilato en CH;OD
(Figura 2B) indica que el intermedio es un carbanién
bencilico.4
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Figura 2A. Productos de fotodescarboxilacion del TPA
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En algunos casos ocurren reacciones fotoquimicas
competitivas. Por ejemplo, el ketoprofeno, ademas de
productos de descarboxilacion (Figura 3A) da lugar a
otros que se explican por la reactividad tipica del
croméforo benzofenona (Figura 3B).4.5 Algo parecido le
ocurre al carprofeno, en el que la deshalogenacion

Figura 2B. Intermedios de fotodescarboxilacion del TPA
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Figura 3C. Fotodeshalogenacion del carprofeno
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ocurre con una eficiencia 30-40 veces mayor que la
descarboxilacién (Figura 3C).6

4. ESTUDIOS FOTOFISICOS

El estado excitado mas relevante en los procesos de
fotosensibilizacion es el triplete de mas baja energia
(T4). Por su tiempo de vida relativamente largo (del
orden de microsegundos 0 mayor) puede participar en
procesos intermoleculares, dando lugar a las princi-
pales interacciones con oxigeno y/o con biomoléculas.
Esta duracion también hace posible su deteccién direc-
ta mediante técnicas de fotdlisis de destello laser con
resolucién temporal de nanosegundos, asi como el
estudio de su reactividad bajo diferentes condiciones
experimentales.

La Figura 4 (izquierda) muestra los espectros de
absorcion transitoria obtenidos cuando el TPA se
fotoliza a 355 nm, transcurridos dos tiempos distintos
después del pulso del laser.” A tiempos cortos la
especie detectada es el estado excitado triplete (T4, de
naturaleza nrt*), con maximos de absorcién a ca. 380 y
630 nm, mientras que a tiempos mas largos se observa
el espectro del anién descarboxilado, en el que la
banda en la zona visible ha desaparecido practica-
mente. Ademas de confirmar mediante una evidencia
directa el mecanismo de la Figura 2B, este experimen-
to indica que la fotodescarboxilacién ocurre desde el
triplete, ya que su desaparicién va asociada a la forma-
cion del intermedio anidnico. De hecho, mediante fotdli-
sis de destello laser del DTPA (que posee el mismo
croméforo de 2-benzoiltiofeno pero carece de la funcién
acido carboxilico)8 sélo se observa la absorcion tiplete-
triplete, que tiene un tiempo de vida mas largo por su
menor reactividad (Figura 4, derecha). Estudios

Figura 4. Fotdlisis de destello laser del TPA 'y del DTPA
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Figura 5. Especies transitorias en la
fotoquimica del acido tiaprofénico
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fotofisicos més detallados sobre el TPA, a diferentes =

tiempos, han permitido detectar todos los intermedios
de reaccion (Figura 5), entre los que se encuentran un
triplete superior (T,, de naturaleza mnr*) y el anién

descarboxilado en su estado excitado.”

El oxigeno reacciona con el estado excitado T, del TPA

a velocidad préxima a la de difusiéon (k ca. 3 x 109 M-1
s1). El resultado es la produccién de oxigeno singlete
(rendimiento cuantico 0.62 en disolventes organicos,
frente a 0.22 en medio acuoso neutro), que se detecta
mediante su emisiéon en el infrarrojo cercano a 1270
nm.9

5. FOTOPEROXIDACION LIPIDICA

La lisis de la membrana, que tiene como resultado la
muerte celular, puede ocurrir como consecuencia de la
peroxidacion de los lipidos que la componen. Los far-
macos pueden actuar como fotosensibilizadores en
este proceso a través de dos mecanismos: Tipo | (via
radicales) y Tipo Il (a través de oxigeno singlete).

El TPA es un potente agente fotohemolitico, que foto-
sensibiliza eficientemente la peroxidacion del acido
linoleico (LA).10 Esta reacciéon se puede seguir de ma-
nera sencilla mediante la aparicion en el espectro UV de
una banda a 233 nm, caracteristica de los dienos con-
jugados (Figura 6). Mediante fotdlisis de destello laser
se ha comparado la reactividad del TPA en su estado T,
con el LAy con oxigeno, para determinar si el mecanis-
mo de la reaccion es Tipo | o Tipo Il. Las constantes de
velocidad de todos los procesos relevantes se indican
en la Figura 7; de ellas se deduce que en el caso del
TPA ambos mecanismos contribuyen de forma similar.™
Esta conclusion contrasta con la obtenida para la ben-
zofenona (ver también datos en Figura 7), que a pesar
de ser un cromdforo analogo opera casi exclusivamente
a través de un mecanismo radicalario (Tipo I), debido a
que su T4 es de naturaleza nz*.12

6. REACCIONES FOTOSENSIBILIZADAS DE PROTEINAS

Las proteinas pueden sufrir reacciones fotoquimicas en
presencia de farmacos que actien como sensibi-
lizadores. Continuando con el mismo ejemplo, se ha
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9- and 13-Hydroperoxides
(hasta 4 isomeros; dos trans,cis-dienos
y dos trans,trans-dienos)

Figura 6. Fotoperoxidacion del acido linoleico sensibilizada por TPA
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Figura 8. Daiio a proteinas fotosensibilizado por TPA.
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Figura 9. Mecanismo de la degradacion de His, Tyry Trp
Fotosensibilizada por TPA.

1) Marcaje isotopico del TPA: TPA +°H,0 + BASE —TIPA*
2) Irradiacion del TPA* con BSA

A =BSA noirradiada

B =BSA irradiada

C = mezclas BSAITPA*
irradiadas

Figura 10. Formacion de fotoaductos covalentes farmaco/proteina
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descrito que la irradiacion de albumina sérica bovina
(BSA) en presencia de TPA conduce a la
fotodegradacidon oxidativa de algunos aminoacidos
tales como la tirosina (Tyr), la histidina (His) y el tript6-
fano (Trp).13 Esto resulta evidente cuando se analiza,
después de hidrolizar la proteina, el perfil de aminoaci-
dos de una muestra irradiada en condiciones aerébicas
y se compara con controles irradiados en las mismas
condiciones, pero en ausencia de TPA (Figura 8). El Trp
se destruye en estas condiciones; sin embargo, su
desaparicion se puede seguir facilmente mediante los
espectros de fluorescencia de la proteina sin hidrolizar.
Los resultados obtenidos con BSA se han confirmado
en experimentos realizados con los aminoacidos aisla-
dos, tanto a nivel de fotodegradacién como mediante
fotdlisis de destello laser.

Asi, el triplete del TPA (cuya absorcidon T-T se muestra
en la Figura 4) sufre desactivaciéon ("quenching") por
Tyry Trp, pero no por His. Ello se aprecia claramente en
las cinéticas de desaparicion ("decay") que se muestran
en la Figura 9. Por otra parte, el oxigeno singlete re-
acciona mas rapidamente con Trp y His que con Tyr. Un
tratamiento cuantitativo de todas las constantes de
velocidad obtenidas (tabla de la Figura 9) permite llegar
a la conclusion de que en la Tyr predomina la fotooxi-
dacién Tipo |, en la His la Tipo Il y en el Trp los dos
mecanismos contribuyen de manera similar.13 Estudios
llevados a cabo con fenoles e indoles (como modelos
de Tyr y Trp), tanto en estado estacionario como me-
diante técnicas de resolucion temporal, han mostrado
que se produce transferencia formal de hidrégeno, para
dar radicales fenoxi o indolilo, junto con el radical cetilo
derivado del TPA. El mecanismo implica transferencia
electrénica acoplada con transferencia proténica.14

Pero los farmacos no solamente son capaces de foto-
sensibilizar procesos oxidativos en proteinas, sino que
también pueden dar lugar a fotoaductos covalentes
("photobinding"). Estos fotoaductos se han detectado
mediante marcaje isotdpico con 3H.13.15 Asi, la Figura
10 muestra la incorporaciéon del farmaco a todas las
fracciones que contienen proteina, en una muestra de
BSA que se ha sometido a irradiacion en presencia de
TPA marcado, seguida de analisis mediante electrofore-
sis y medidas de radioactividad. Otra forma de detectar
los fotoaductos covalentes es mediante anticuerpos
disefiados especificamente para reconocer subestruc-
turas presentes en el farmaco (epitopos).'6:17 Los
fotoaductos actuan como antigenos y su formacion
constituye el primer paso para que se produzcan efec-
tos fotoalérgicos.

1.DANO FOTOQUIMICO AL ADN

La genotoxicidad fotosensibilizada por farmacos ha atraido
bastante atencion, ya que puede implicar una importante
expansion de la fraccioén del espectro solar con potencial
carcinogénico. Ello es debido a que los cromdforos pre-
sentes en los farmacos son capaces de absorber luz con
longitudes de onda maés largas que los &cidos nucleicos.
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El dafo fotosensibilizado al ADN celular se ha puesto
claramente de manifiesto mediante el ensayo "Comet",
cuyos resultados con el TPA se pueden ver en la Figura
11. Cuando las células se irradian en presencia del far-
maco, el ADN se fragmenta y migra al realizar una elec-
troforesis; como consecuencia, aparecen unas man-
chas con forma de cometa. En la figura se ve con clari-
dad que es necesaria la accién combinada de la luz y el
farmaco, ya que en los controles donde falta alguno de
los dos factores no se observan cometas. Mediante el
uso de enzimas de reparacion (Fpg, Endo 1ll, Endo V,
etc.) se ha demostrado que los mecanismos de dano al
ADN son multiples, implicando tanto oxidacién de
guaninas y timinas como formacién de dimeros de timi-
na.18

Se han llevado a cabo estudios fototoquimicos con los
nucledsidos aislados, para obtener informacion sobre el
tipo de productos que pueden formarse al oxidarse las
bases del ADN. Por ejemplo, en la Figura 12 se pueden
ver los resultados obtenidos al irradiar timidina (Thd) en
presencia de TPA; todos ellos se pueden explicar a
través del catidon radical de Thd como un intermedio
comun.18

En el caso de la desoxiguanosina (dGuo) también se
forman productos de oxidacion. La velocidad de re-
accion es mayor en este caso, lo que se explica porque
su potencial de oxidaciéon es menor. Ademas, estudios
mediante fotdlisis de destello laser han puesto de man-
ifiesto que la dGuo reacciona con el estado excitado
triplete del TPA con una constante de velocidad k ca.
108 M-1 s-1, mientras que la Thd lo hace mas lentamente
(k ca. 107 M-1 s°1),18

8. ESTEREODIFERENCIACION

Muy frecuentemente, la actividad farmacoldgica es
estereoselectiva, debido a que los receptores implica-
dos y las moléculas mensajeras bioldgicas son quirales.
Ello ha justificado la sustitucidon progresiva de un gran
numero de farmacos racémicos por sus formas enan-
tioméricamente puras ("racemic switching"). Para eva-
luar la posible conveniencia de una sustitucion de este
tipo se debe tener en cuenta que los efectos secunda-
rios también pueden ser estereoselectivos. La situacion
ideal se produce cuando el enantidmero activo es el
menos toxico, pero a menudo no ocurre asi.

Los acidos 2-arilpropidnicos antiinflamatorios tienen un
centro quiral. Aunque su actividad farmacoldgica es
estereoselectiva, la mayor parte de ellos todavia se
emplean como mezclas racémicas, con algunas excep-
ciones como el S-naproxeno y el S-ketoprofeno. Se han
estudiado las propiedades fotofisicas y fotoquimicas
de una serie de diadas constituidas por un acido 2-aril-
propionico y una subestructura quiral presente en los
lipidos, las proteinas o los acidos nucleicos, como mo-
delos simplificados de los sistemas farmaco / bio-
molécula. En varios casos se ha encontrado que la
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reactividad de los estados excitados depende notable-
mente de la configuracion del farmaco.19-24

Recientemente se ha estudiado la interaccion entre el
carprofeno (S y R) y la albumina sérica humana (HSA)
mediante fotdlisis de destello l&aser. El analisis de los
resultados obtenidos ha demostrado que existen dos
tipos distintos de tripletes para cada enantiomero, con
diferentes tiempos de vida. Esta observacion se ha co-
rrelacionado con la existencia de dos diferentes sitios
de unién (I y 1) en la HSA (Figura 13). La estereodife-
renciacién es mayor en el sitio I, que es donde esté el
unico Trp de esta proteina y donde se inicia la reaccion
fotoquimica por transferencia electronica desde este
aminodcido al TPA en su estado excitado. La reactivi-
dad fotoquimica (fotodeshalogenacion) en estado esta-
cionario esta de acuerdo con los resultados obtenidos
mediante técnicas de resolucién temporal.25

Control

TRA + UVA

Figura 11. Dafio al ADN celular fotosensibilizado por TPA
(Ensayo “Comet”)

Figura 12. Productos de fotooxidacion de timidina sensibilizados por TPA

Site II:
Tr=40 us
Ts=24 us

Site I:
TR=8.9 us
TS=2'3 us

CP*(T)

HSA

Figura 13. Estereodiferenciacion en la interaccion del triplete
del carprofeno con los dos sitios de union en la HSA
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Una aproximacion mecanistica al estudio de los proce-
sos de fotosensibilizacion por farmacos conduce a la
identificaciéon de los croméforos responsables, los esta-
dos excitados implicados, las biomoléculas diana y las
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