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RESUMEN: Las pterinas son compuestos heterociclicos presentes en gran variedad de sistemas vivos que participan en funciones

biolégicas importantes. Bajo excitaciéon con luz UV-A pueden fluorescer, experimentar fotooxidacion y generar especies reactivas de

oxigeno. En presencia de oxigeno, actian como fotosensibilizadores a través de un mecanismo tipo | y/o tipo Il. Se realizaron estudios de

degradacion de 2'-desoxitimidina en presencia de pterina bajo radiacién UV-A. Bajo condiciones anaerébicas se observd la formacién de

aductos entre el sustrato y el fotosensibilizador. En presencia de O, el estado excitado triplete de la pterina tiene un rol fundamental en el

proceso fotosensibilizado, siendo el proceso un mecanismo de oxidacién tipo I, que involucra la transferencia de electrones.
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La radiacién UV es la porciéon mas energética que alcanza la superficie
terrestre, y es capaz de inducir modificaciones en la estructura quimica
de algunas macromoléculas y metabolitos presentes en los tejidos. Mas
concretamente, los dafios generados en proteinas y ADN pueden
provocar disfunciones en el metabolismo, mutaciones en la secuencia de
bases del ADN, procesos neoplasicos, e incluso, la muerte celular. Estas
modificaciones ocasionadas por la radiacién UV se pueden dar de forma
directa o indirecta [1]. La radiacién UV-B (280 - 320 nm) puede dafiar al
ADN a través de la excitacion directa de las nucleobases. Por otra parte,
en los procesos indirectos, un compuesto conocido como sensiblilizador o
fotosensibilizador, absorbe radiaciéon UV-A (320 - 400 nm) y/o visible
volviéndose reactivo. El sensibilizador en su estado excitado puede
reaccionar con otras moléculas mediante una transferencia de energia o
de electrones. Actualmente, se conocen numerosos compuestos
heterociclicos que actian como fotosensibilizadores, como las porfirinas,
las ftalocianinas, las flavinas, las lumazinas y las pterinas (Ptrs). Las Ptrs
se encuentran en los sistemas biolégicos y constituyen una amplia familia
de compuestos. Cuando éstas absorben radiacién UV-A participan en
reacciones fotosensibilizadas, generando especies reactivas de oxigeno
(102, 02~ y H202) [2,3]. En presencia de oxigeno, actian como
fotosensibilizadores a través de un mecanismo tipo I (transferencia

electronica) y/o tipo Il (transferencia de energia) [4,5].

Se realizaron estudios de degradacion de un nucleésido pirimidinico, 2'-
desoxitimidina (dT) en presencia de Ptr (Fig. 1) bajo radiacién UV-A. Las
degradaciones fotosensibilizadas de dT por pterina fueron estudiadas en
soluciones acuosas a pH 5.5 bajo irradiacién con luz UV-A (350 nm) y a
temperatura ambiente, bajo diferentes condiciones experimentales. El
sistema de irradiacion estaba formado por tres ladmparas Rayonet
RPR3500A (350 nm). Se emplearon celdas de fluorescencia de camino
optico de 1x0.4 cm, irradiando con una lampara por el camino de 1 cm y
con dos por el camino de 0.4 cm. Los procesos fotoquimicos fueron
seguidos por espectrofotometria UV-Vis y cromatografia liquida de alta
resoluciéon con deteccién espectrofotométrica y fluorométrica (HPLC
Prominence Shimadzu). En los diferentes ensayos se empled una columna
de fase reversa, Synergi 4 um POLAR-RP 80A (150 x 4.6 mm, 4 mm,
Phenomenex). Como fase mévil se utilizé una mezcla de acido férmico 25

mM y acetonitrilo (96-4%) a pH 3.3, con un flujo de 1 mL/min.
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Fig. 1. Estructuras moleculares de Ptr y dT, junto con los
correspondientes espectros de absorcion en solucion
acuosa.

El principal objetivo de este trabajo fue evidenciar si la Ptr es capaz de
inducir algin tipo de dafo quimico a la dT. Para ello se irradiaron
durante diferentes periodos de tiempo mezclas acuosas de dT en
presencia de Ptr y se siguieron las cinéticas mediante HPLC. Para
comprobar si el estado excitado triplete del fotosensibilizador estaba
implicado en el mecanismo de reaccién, se realizaron experimentos en
presencia de yoduro de potasio (KI). El ién yoduro es un desactivador
especifico de los estados excitados de moléculas organicas, y cuando su
concentracién es superior a 0.1 mM inhibe el estado excitado triplete del
sensibilizador [6]. Para estudiar la posible participaciéon del anién
superéxido (0z) en el mecanismo de reaccién, se irradiaron las

disoluciones en presencia de superdxido dismutasa (SOD), con una
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concentracién de 50 U/mL. Esta enzima cataliza la dismutacién del Oz en

perodxido de hidrégeno y oxigeno [7].
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Fig. 2. Evolucién temporal de la concentracion de dT en presencia
de Ptr en soluciones acuosas en funcién del tiempo de
irradiacion.
En la Figura 2 se observa cémo el consumo de dT es inhibido cuando el
anioén yoduro estd presente en el medio de reacciéon. Debido a ello, se
puede afirmar que el estado excitado triplete de la Ptr estd implicado en
el mecanismo de reacciéon. En un mecanismo tipo I entre la Ptr y el
nucleésido se forma el correspondiente par de radicales, el catiéon de
nucleé6sido y el anién de Ptr. El anién de Ptr reacciona rapidamente con
02 para formar Oz [8]. El Oz reacciona con el cation del nucledsido
formado, y se recupera el nucledsido original. Cuando la solucién es
irradiada en presencia de SOD, se puede observar un ligero aumento de la
velocidad de consumo del sustrato. Esto se debe a que se esta eliminando

dicha via de recuperacién del nucleésido.
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Fig. 3. Evolucién temporal de la concentracion de dT (figura
3.a) y Ptr (figura 3.b) en soluciones acuosas aireadas
(®), con atmdsfera anaerébica (V) y en atmdsfera
saturada de oxigeno (m) en funcién del tiempo de
irradiacion.

En la Figura 3.a, se puede observar que la dT se consume en las tres

condiciones, pero este consumo es mayor en la soluciéon aireada. En el
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caso de la Ptr (Fig. 3.b), la velocidad de consumo disminuye
considerablemente en las soluciones con atmoésfera saturada de oxigeno.
Esto se debe a que el oxigeno molecular desactiva los estados excitados
tripletes del fotosensibilizador. Sin embargo, en condiciones anaerébicas
se observa un consumo importante de la Ptr, lo cual es interesante
porque la Ptr no se consume bajo estas condiciones por su propia
fotoquimica.

Ademads, al analizar los cromatogramas obtenidos con el HPLC, se observa
la aparicién de un pico que aumenta con el tiempo de irradiacién. Este
producto presenta propiedades fluorescentes similares a las de la Ptr

(Fig. 4).
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Fig. 4. Area del pico cromatogrdfico del aducto generado en
funcién del tiempo de irradiacion.

Para evaluar la dependencia de este proceso fotosensibilizado con el
oxigeno del medio, se irradié la mezcla acuosa durante diferentes
periodos de tiempo en condiciones anaerébicas y en atmésfera saturada
de oxigeno (Fig. 3). Estas condiciones se consiguieron tras burbujear la
celda durante 10 minutos con argdn y oxigeno, respectivamente.

El estudio avanzé con el fin de obtener méas informacién acerca de este
nuevo producto. Para ello se repitieron las experiencias en condiciones
anaerdbicas y se analizé el consumo en moles del fotosensibilizador y del

sustrato (Fig. 5).
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Fig. 5. Consumo en moles del sustrato (®) y del fotosensibilizador
(v)

La Figura 5 nos muestra de una forma muy evidente que la relacién entre
el consumo de moles de Ptr y el consumo de moles de dT presenta una
relacién 1:1, por lo menos durante las primeras 4 horas de irradiacién.
Esto nos hace pensar que ese producto generado es un aducto formado
por la unién de la Ptr y la dT.

Para concluir, se puede decir que la Ptr es capaz de fotoinducir
modificaciones quimicas a la dT, tanto en presencia como en ausencia de

oxigeno. Ademas, en ausencia de oxigeno y medio acido se forma un
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aducto estable entre la Ptr y la dT con una relacién 1:1, que

presenta fluorescencia de caracteristicas similares a la Ptr.
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