Capitulo 12

PROPIEDADES FOTOSENSIBILIZADORAS DE LAS
PTERINAS SOBRE NUCLEOTIDOS

Como se describid anteriormente en & Capitulo 3, muchas veces las moléculas
reaccionan en presencia de luz de longitudes de onda que no es absorbida por dlas. No
obstante puede ocurrir una reaccion fotoquimica s esté presente una especie cgpaz de
absorber dicha luz, y trandferir la energia a una molécula potencid mente reectiva. Este
proceso se llama fotosensbilizacion. En  mencionado capitulo se expusieron los
diferentes mecanismos involucrados en dgunos procesos de fotosensibilizacion y, en
particular, se describieron los mecanismos de las oxidaciones fotosensbilizedas.
Admismo se menciond la importancia de procesos fotosensibilizados que involucran
biomoléculas y, especidmente, aquéllos en los cuaes @ &cido desoxirribonucleico y sus
componentes sufren digtintos tipos de ateraciones.

Con € objeto de investigar la participacion de pterinas en este tipo de procesos,
e encararon varios etudios. En @ presente capitulo se muestran resultados de un

estudio redizado sobre tres nucledtidos, utilizando pterina como sensibilizador.

Caracteristicas espectroscopicas de los nucledtidos

Los nucledtidos no absorben luz de 350 nm pero son susceptibles de participar
en reacciones fotosensghilizadas d ser expuestos a luz de dicha longitud de onda en

presencia de adgunas moléculas que s 1a absorben.



Todos los nucledtidos utilizados presentan absorcion en la zona UV alongitudes
de onda menores de 300 nm. En la Figura 12.1. se muestran los espectros de los tres
nucledtidos que se emplearon en los experimentos descriptos en este capitulo: 2'-
desoxiguanosna-5’-monofosfato (AGMP), 2'-desoxiadenosina-
5’ -monofosfato (AAMP) y 2 - desoxicitosina-5’ -monofosfaio (dCMP).
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Figura 12.1: Espectros de absorcion normalizados de soluciones de dGMP,
dAMPy dCMP.

Irradiacion continua de nucledtidos en presencia de pterinas. Estudios

espectrales.

Se redizaron experimentos de irradiacion continua (luz de 350 nm) sobre
soluciones de nucledtidos y pterina (pH = 6.0). Se llevaron a cabo experimentos tanto
en presencia como en ausencia de oxigeno. También se redizaron estudios en presencia
de azida sodica (NaN ), un poderoso agente secuestrador de oxigeno singlete. Cada
nucledtido es andizado por separado, debido a que los resultados son diferentes para

cadauno dedlos.
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2'- desoxiguanosina -5 -monofosfato: En las Figuras 12.2 y 12.3 se muestran los
cambios espectrdes que ocurren en una solucion acuosa  areada de
2’ -desoxiguanosina-5’ -monofosfato (500 nM) y pterina (50 nM) a pH 6.0, a ser
irradiada con luz UV-A (1 = 350 nm).

Puede observarse un claro aumento de la absorbancia entre 216 y 240 nm, con
un maximo en 224 nm, y entre 290 y 400 nm, con un maximo en 305nm. Esto e ve
més claramente en los espectros diferencia presentados en la figura 12.3. También se
observan 3 puntos isoshésticos a 214, 242 y 290 nm, que se mantienen durante los 30
minutos que se irradia la solucion, sugiriendo que existe un Unico proceso en € periodo
de tiempo anaizado.

Por otro lado, con d objetivo de investigar S existe reaccion térmica entre
2'-desoxiguanosina-5’ -monofosfato y pterina, se redizaron controles sobre mezclas de
soluciones de ambos compuestos no irradiadas. se mezclaron soluciones de 2'-
desoxiguanosina-5’-monofosfato y ptering, y se tomaron espectros de absorcidon a
digtintos tiempos luego de redizar la mezcla En estos experimentos no se observaron
cambios espectraes. Ademas se compard € espectro de la solucion mezcla con la
suma de |os espectros de ambas soluciones por separado (considerando € efecto de la
dilucion). Los resultados obtenidos con estos experimentos permiten descartar
reacciones térmicas entre 2’ -desoxiguanosna- 5’ -monofosfato y
pterina en solucion acuosa

Parddamente se irradié, en idénticas condiciones, una <olucién de
2'-desoxiguanosna-5’ -monofosfato en ausencia de pterina, a modo de control. No se
observaron cambios espectraes de dicha solucion. También se redizaron controles
irradiando soluciones de pterinay no se observaron cambios en los mismos tiempos de
la irradiacion. Teniendo en cuenta los resultados de estos experimentos de control
puede inferirse que tanto 2'-desoxiguanosina-5’-monofosfato como pterina son
fotoestables en las condiciones de irradiacion empleadas. S embargo, cuando estos
compuestos son irradiados conjuntamente se produce un proceso fotoquimico que se

evidencia por |os cambios espectraes.
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Figura 12.2: (a) Evolucion de los espectros de absorcion de una solucion de —
pterina (5 x 10°M) y 2’-desoxiguanosina-5’-monofosfato (5 x 10*M) a pH 6.0
durante la irradiacion a 350 nm (se rest6 € espectro de la pterina). (b)
Variacién de la absorbancia de 2’-desoxiguanosina-5’-monofosfato a 224 nm

con €l tiempo deirradiacion.

Con d objeto de investigar € efecto del pH sobre € proceso en estudio, se
redizd un conjunto de experimentos en condiciones Smilares d descripto en los
parrafos anteriores, pero apH = 10.5. Los resultados en esta condicion de pH son muy
smilares a los obtenidos a pH 60. no exige reaccion témica entre

2’ -desoxiguanogna-5’-monofosfaio y ptering, ambos compuestos son  fotoestables
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cuando se encuentran separados y se observan dgnificativos cambios espectrales

cuando seirradian unamezcla de ambos, revelando un proceso fotoquimico.
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Figura 12.3: Espectros diferencia correspondientes a la irradiaciéon de dGMP

en presencia de pterina con luz de 350 nm dela Figura 12.2.

2'- desoxiadenosina -5 -monofosfato: Se redizO un edudio andogo paa
2'-desoxiadenosina-5’ -monofosfato. Los resultados de estos experimentos llevados a
cabo en medio &cido (pH = 6.0) pamiten inferir conclusiones Smilares alas propuestas
para 2 -desoxiguanosina-5’-monofosfato. Es decir, a pH 6.0, € nucledtido 2-
desoxiadenosina-5’'-monofosfato no reacciona térmicamente con pterina y no sufre
dteraciones d ser irradiado aidadamente a350 nm. Por @ contrario, existe un proceso

fotoquimico cuando ambos compuestos son irradiados en forma conjunta. Sin embargo,
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los cambios espectraes observados en este caso son mucho mas lentos que los
observados en los experimentos con € nucledtido 2’ -desoxiguanosina- 5’ - monofosfato.
Por otro lado, los experimentos llevados a cabo en medio dcdino muestran
resultados completamente diferentes. En este caso, cuando se irradia unamezclade 2'-
desoxiadenosina-5’-monofosfato y pterina a pH 10.7, no se obsavan cambios
espectrales, aln luego de dos horas de irradiacion. Estos experimento fueron reglizedos
en las mismas condiciones experimentales (concentracion irradiacion, etc) que los
correspondientes a estudio con 2’ -desoxiguanosina-5’-monofosfato. Los controles,
por su parte, mostraron resultados equivalentes a los controles para los estudios
anteriores: no exige reaccion térmica entre pterina y
2" -desoxiadenosina-5’-monofosfato y @ nudedtido no sufre ateraciones cuando se

irradiaa 350 nm en forma aidada.

2’ - desoxicitosina -5 —monofosfato: Se redizaron los mismos estudios que alos dos
nucledtidos anteriores. Tanto en medio acido como en medio dcaino se observaron
resultados andogos. d irradiar 2'-desoxicitosna-5'-monofosfato no se observan

cambios espectraes, tanto en presencia como ausencia de pterina.

A fin de evauar d papel del oxigeno en los procesos fotoquimicos detectados,
s dectuaron experimentos en soluciones burbujeadas con nitrégeno. Estos
experimentos, reaizados en anaerobiosis, se llevaron a cabo en idénticas condiciones
de pH, concentracion e irradiacion que aquellos descriptos anteriormente. En los tres
casos andizados (2'-desoxiguanosna-5’-monofosfato, pH 60 y pH 105, y 2'-
desoxiadenosina-5'-monofosfato, pH 6.0) se observd  mismo resultado: no se
observaron cambios espectrales.

Vde la pena, en este punto, andizar en conjunto los resultados experimentales

expuestos hasta & momento en esde Capitulo. El nucdedtido
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2'-desoxiguanosina-5’ -monofosfato, que contiene en su estructura una base prica,
parece sr d nucledtido més sensible a dteraciones fotoinducidas por la ptering, y este
efecto se observa tanto para la forma acida como para la dcdina de la pterina. El
nucledtido 2’ -desoxiadenosina-5’-monofosfato, que también posee una base plrica, es
menos sensible en medio &ido y es resigente a este tipo de procesos en medio
dcdino. El nudedtido 2’ -desoxicitosna- 5’ -monofosfato, € Unico andizado que posee
una base pirimidica, es fotoestable en presencia de pterina en ambas condiciones de
pH. Debido a que los procesos detectados no ocurren en ausencia de oxigeno, puede
sugerirse que se trata de oxidaciones fotosensibilizadas.

Edas diferencias en € comportamiento frente alairradiacion continuaa 350 nm
podrian explicarse con los potenciales de reduccion de las diferentes bases. Las purinas
tienen menor potencia de reduccion que las pirimidinas. Entre las purinas laguaninaes
la que posee menor potencia de reduccion, siendo entonces lamas reactiva[Saito et dl.,
1995]. A, € orden en lareactividad encontrado en los nucledtidos andlizados coincide

con € orden creciente de |os potenciales de oxidacion.

Para evaluar € papd dd oxigeno singlete en las oxidaciones fotosensbilizadas
gue se acaban de describir se realizaron experimentos en presencia de azida sodica (Na
N,). Este compuesto es un potente secuesirador de oxigeno singlete, debido a que su
congtante de velocidad de quenching total de oxigeno singlete (k;) esmuy eevada En
estos experimentos se irradiaron mezclas de pterina 50 nM, 2'-desoxiguanosna-5'-
monofosfato 500 nM y azida sodica 100 mM. Se tomaron los espectros de
absorcion a digintos tiempos de irradiacion. En cada caso se redliz6 un control del
experimento en las mismas condiciones pero en ausencia de azida. Para los tres casos
andizados (soluciones &cidas y dcdinas de 2'-desoxiguanosna-5’-monofodfato y
soluciones &cidas de 2’'-desoxiadenosina-5’ -monofosfato) no se
observaron cambios espectraes apreciables en las irradiaciones redlizadas en presencia
de azida sbdica. Es decir, la presencia de un secuestrador de oxigeno singlete inhibe las

fotoxidaciones detectadas en los experimentos anteriores. S bien no se pueden
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descartar otros mecanismos de reaccion, estos experimentos sugieren fuertemente que
en los procesos observados € oxigeno singlete tiene un papd fundamental como

especie reactiva.

Irradiacion continua de nucledtidos en presencia de pterinas. Anadlisis

cromatogr aficos.

Se andizaron mediante cromatografias soluciones irradiadas de pterinay 2'-
desoxiguanosna-5’-monofosfato. Estos dos compuestos pueden ser separados por
TLC. En las placas cromatogréficas de celulosa con indicador fluorescente descriptas
end Capitulo 8, la pterina aparece como una mancha fluorescente cuando se expone
la placa aluz de 350 nm. La 2 -desoxiguanosina- 5’-monofosfato no se observa con luz
de 350 nm, pero aparece como una mancha opaca sobre fondo fluorescente cuando la
placa se ilumina con luz de 254 nm.

Se prepard una solucidn de 2’ - desoxiguanosina-5'- monofosfato (0.5x
102 M) y de pterina (0.5 x 104 M) apH 6.0. Seirradiaron dicuotas de dicha solucién
a digtintos tiempos. En la misma placa se sembran soluciones irradiadas a tiempos
diferentes y soluciones de pterina y 2’ -desoxiguanosina-5’-monofosfato por separado
segun € esquema de la Figura 12.4, donde cada nimero corresponde a una solucion
dferente; (1) pterina (0.5x104 M), (2) 2 -desoxiguanosina-5'-
monofosfato (0.5x102 M), (3), (4) y (5) soluciones de 2'-desoxiguanosna-5'-
monofosfato (0.5x103 M) y pterina (0.5x10* M) irradiadas durante 0, 1 y 30 minutos
respectivamente. Con fines comparativos se sembrd la misma cantidad de gotes en
todas las cales. Como fase mévil se utiliz6 NH,Cl d 0.3 % plv.

Luego de redlizar la corrida se observan tres manchas diferentes representadas
end esquemadelaFigural2.4:

-manchaA (Rf = 0.75), que corresponde a 2’ - desoxiguanosna-5’ - monofosfato;
-mancha B (Rf = 0.52) que corresponde a ptering;
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-mancha C (Rf = 0) que corresponde a un producto que aparece solamente después de
lairradiacion.

Se observo que la mancha B, correspordiente a pterina, esigud en las cdles
correspondientes a las mezclas irradiadas e igua a la de la solucion testigo. Estos
resultados sugieren que la pterina no se modifica durante la irradiacion y, por ende,
actlta como  senshilizador. La mancha A,  correspondiente a
2'-desoxiguanogna-5' -monofosfato, por € contrario, muesira una progresiva
disminucion en su intensdad d aumentar € tiempo de irradiacion, indicando que d
nucledtido sufre una transformacion quimica. Por dltimo, la mancha C, que no se
detecta en la mezcla no irrediada, aparece luego de lairradiacion y se intendfica con €
tiempo. El compuesto de esta mancha es, evidentemente, un producto que solo se

generad irradiar unamezcla 2 - desoxiguanosina-5' -monofosfato y de pterina

A
Direccion
delacorrida O O O O B
Seambra——= |-rrrrrrerrereremrreene, O ....... .‘ ...... C

Figura 12.4: Esquema de la corrida cromatogr éfica de una irradiacion continua
de pterina y 2'-desoxiguanosina-5’-monofosfato. (Las calles se explican en €

texto).
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Efecto del oxigeno singlete.

Se redizaron experimentos para investigar 9 @ oxigeno singlete generado por
pterina sufre quenching por los nucledtidos estudiados. Para elo se utilizé € equipo
descripto en  Capitulo 7 y latécnica dli explicada para determinar quenching tota
de oxigeno singlete. Estos experimentos se redizaron irradiando mezclas de pterina (1.7
x 104 M) y un nucledtido en D,0O a 367 nm.

Se prepararon soluciones de pterina con y sin nucledtidos. Puede observarse,
en la Figura 12.5, que la concentracion estacionaria de oxigeno singlete ® vuelve
despreciable en la solucion que contiene 2'-desoxiguanosina-5’-monofosfato (6 x 10
M). En la Figura 12.6 se observa que la concentracion estacionaria de oxigeno singlete
disminuye, solo parcidmente, en la solucion que contienen 2’ -desoxiadenosina-5'-
monofosfato en una concentracion mayor (2.4 x 10° M). Paraeste nucledtido
se igié una concentracion mayor debido a que se observaron pequefios cambios en la
sefid, pero dentro del error experimental. Al concentrar la muestra en € nucledtido la
sefid disminuye en forma gpreciable. No se observan cambios en la sefid de la solucion

que contiene 2’ -desoxicitosina- 5’ -monofosfato (6 x 10 M).

c) b)

U A
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Figura 12.5: Sefiales de oxigeno singlete para soluciones de a) rosa de bengala,

b) pterinay c) pterinay dGMP (6 x 10 M).
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Figura 12.6: Sefiales de oxigeno singlete para soluciones de a) pterina, b)

pterinay dCMP (6 x 10° M)y ¢) pterinay dAMP (2.5 x 10° M).

Irradiacion de nucledtidos en presencia de pterina. Medida eectroquimica de

oxigeno.

Los resultados mostrados hasta € momento sugieren que los procesos
estudiados son oxidaciones fotosensibilizadas, en las cudes interviene € oxigeno
singlete generado a partir del oxigeno presente en las soluciones. S esta hipotesis es
verdadera, b concentracion del oxigeno disuelto en la mezcla deberia disminuir con €
tiempo de irradiacion. Para corroborar esto se redlizaron experimentos en los cuales se
irradiaron soluciones conteniendo pterinay un nucledtido (a un determinado pH) y se
determind en las mismas la concentracion de oxigeno, empleando para €llo un eectrodo
sengble a dicho gas (ver Capitulo 8). A modo de control y con € objeto de evaluar s

la irradiacion de pterina en solucion acuosa genera cambio en la concentracion de
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oxigeno, se efectuaron experimentos similares con soluciones de pterina en ausencia de

nucledtidos.

Como puede apreciarse en la Figura 12.7 la irradiacion de una solucion
conteniendo pterina (92 nM) y 2'-desoxiguanosina-5’-monofosfato (380 nM) a
pH 5,5 provoca una disminucion en la concentracion de oxigeno de cas un orden de
magnitud en una hora. En la misma figura se muestra, con fines comparativos, la
evolucion en la concentracion de oxigeno en funcion del tiempo de irradiacion obtenida
en un expeimento control, redizado con una solucion de pterina de la misma
concentracion (92 nM) y @ mismo pH, y con lamisma geometria de irradiacion. Puede
obsarvarse que en este experimento € consumo de oxigeno es practicamente
despreciable durante mas de una hora, descartando que procesos que le ocurren a la
pterina en ausencia de nucledtidos puedan contribuir a descenso de la concentracion de

oxigeno en los experimentos redlizados irradiando las mezclas de pterinay nucledtidos.

10

—@— mezclapterina+ dGMP
—O— Control solucién de pterina

O T T T T T T
0O 10 20 30 40 5 60 70
tiempo

170



Figura 12.7. Cambios en la concentracién de O, disuelto durante la irradiacion
de una solucion de pterina (92 mM) y dGMP (380 mM) a pH 5,5y una solucion

control de pterina en las mismas condiciones de concentracion y pH.

Resultados smilares s encontraron para experimentos dd mismo  tipo
(irradiacion de mezclas de pterina y 2’'-desoxiguanosna-5’-monofosfato), pero
redizados en medio dcdino. En la Figura 128 se muedra la evolucion de la
concentracion de oxigeno en un experimento redizado irradiando una solucién con
pteina (4 nM) y 2'-desoxiguanosna-5'-monofosfato (375 niM) a pH 10,4.
Congderando que este experimento se efectud en condiciones précticamente iguales
que las dd experimento expuesto en e parrafo anterior, pueden compararse las dos
velocidades de consumo de oxigeno, sendo las mismas muy parecidas entre si. En la
Figura 12.8 puede apreciarse ademas € correspondiente control redlizado en ausencia

de 2'-desoxiguanosina-5’-monofosfao.
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Figura 12.8. Evolucién de la concentracion de O, durante la irradiacion de una
solucién conteniendo pterina (94 M) y dGMP (375 mM) a pH 10,4 y una
solucion control conteniendo pterina en las mismas condiciones de

concentracion y pH.

Por dtimo, s llevaon a cabo experimentos Smilares con
2’ -desoxiadenosna-5’-monofosfato. En medio &cido se observd un consumo de
oxigeno apenas superior d mostrado por e correspondiente blanco. En medio acaino,
por su parte, las diferencias en las velocidades de consumo de oxigeno, précticamente
caen dentro ddl error experimental ddd método. En lafigura 12.9 se muestran las curvas
experimentales correspondientes a etos experimentos. Estos resultados estén de

acuerdo con los experimentos de irradiacidn continua expuestos anteriormente.
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Figura 12.9: Evolucion de la concentracion de O, durante la irradiacion de una

solucion conteniendo: a) pterina (94 mM) y dAMP (380 mM) a pH 55y una
solucién control  conteniendo pterina en las mismas condiciones de

concentracion y pH; y b) pterina (92 mM) y dAMP (388 mM) a pH 10.4 y una
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solucién  control conteniendo pterina en las mismas condiciones de

concentracion y pH.

Puede inferirse de los experimentos andizados en esta seccion la misma
conclusion obtenida del estudio espectrofotométrico: € proceso que ocurre d irradiar
una solucion ligeramente acida conteniendo pterina 'y 2'-desoxiadenosina-5'-
monofosfato es més lento que aqué que ocurre en las soluciones conteniendo pterinay
2'-desoxiguanogna-5’ -monofosfato. ASmismo & proceso que ocurre en medio acaino

d irradiar unamezclade pterinay 2’-desoxiadenosina5’ -monofosfato es despreciable.
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